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SUMMARY 

Method for the uniform clean-up and determination of organochlorine insecticidk resi- 
dues in several cereals 

Gel filtration on Sephadex LH-20 in ethanol was shown to be a suitable method 
for the clean-up of ahlrin, hexacblorobenxene, a-, #I-, y- and &hexacblorocyclohexane 
at a residue level of 0.01 mg/kg, andp,p’-DDE, o,p’-DDT andp,p’-DDT at a residue 
level of 0.02 mg/kg from barley, maize, rice, rye and wheat. This clean4rp procedure 
includes a step involving sulphuric acid treatment. Insecticide recoveries were checked 
simultaneously by gas chromatography using a aNi electroncapture detector. The 
recovery of the insecticides ranged from 73 to 99%. The method described may be 
applicable to the routine determination of the above organochlorine insecticides in 
these cereals. 

EINLEITUNG 

Die bisber f”ur die Bestimmung der Konzentrationen von Chlorkohlenwasser- 
sto5sektizidriickst%men in Getreidearten entwickehen Methoden lassen sich u-a. 
nach ihren jeweils speziellen Anwendungsm6ghchkeiten gliedem: (a) die Bestim- 
mung eines Insektizidsl-s oder (b) mehrerer Lnsektizide6-9 auf einer Getreideart bzw. 
(c) die Bestimmung mehrerer Insektizide auf verschiedenen Getreidea.rtenl’+~. 

Bei den Methoden unter (a) ist eine Arbeit hervorzuheben, mit der Hexachlor- 
benzol auf Weixen noch bei einer Konzentration von nur 0.01 mg/kg nachgewiesen 
werden kann’. Die tibrigen Arbeiten liegen mit ihrer unteren Nachweisgrenxe filr 
Hexachlorbenzol auf Weizcn* bei 0.04 mg/kg, fiir Methoxychlor auf Roggen3 bei 
0.05 mg/kg, fEr Linda0 auf Reis4 bei 0.2 mg/kg und auf Weiz& bei 0.3 mgJkg. 

Auch unter den Bestimmuugsmethoden in der Gruppe (b) befindet sich eine 
Publikation, in der von einer besonders niedrigen Nachweisempfindlichkeit berichtet 
wirdb.- Dauach k&men CMorkohlenwasserstoEusektizide auf Weizen in einer Kon- 
zentration Van O.OOZT mg/kg gemessen werden. Ebenfails auf Weizen Zassen sich nach 
einer anderen Methode Hexachlorcyclohexanisomere und DDT7 in einer Konzentra- 
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tion van 0.01-0.05 mg/kg sowie Hexachlorcyclohexzmisomere, DDT und DDE auf 
Mais in einer Konzentration van weniger als 0.01-0.05 mg/kg nachweise&. Nach 
einer weiteren Methode kijnnen z.B. Lindan, &-DDE und p,p’-DDT aufGcrste8 in 
einem Konzentrationsbereich von 0.245 mg/kg bzw. neun verschiedene Chlorkoh- 
lenwasserstoffinsektizide auf Weizeng im Bereich von OS-l.0 kg/kg bestimmt werden. 

Die Gruppe (c) betrifft Veriiffentlichungen, bei denen zwar schon mehrere 
Wirkstoffe nebeneinander in verschiedenen Getreidearten bestimmt wurden, jedoch 
mit heute nicht mehr ausreichender Nachweisempfindlichkeit. Nach einem dieser 
Verfahren mit breiterer Anwendung kijnnen einige ChlorkohlenwasserstofEnsektizide 
auf Gerste, Reis und Weizen im Bereich von 0.1-2 pg/kg erfasst werdenlO_ Aus Experi- 
menten zur Ermittlung der Reinigungswirkung des Gels Sephadex LH-20 wurde eine 
Methode abgeleitet, mit der ChlorkotienwasserstofEnsektizide auf Gerste, Mais und 
Weizen im Bereich von 0.1-1.0 mg/kg hestimmt werden k6nnen1’. Nach einer anderen 
Met&ode gelingt es, allerdings nicht ohne St&peaks, verschiedene Chlorkohlenwasser 
stoffinsektizide auf Gerste, Hafer. Mais, Reis und Weizen im Konzentrationshereich 
van 0.1-0.25 mg/kg nachzuweisen12. 

Bei der Entwicklung der vorliegenden Arbeit wurde von vornherein ange- 
strebt, einerseits den Anwendungsbereich der Methode so umfassend wie miiglich zu 
gestalten und andererseits die GrSssenordnung der Nachweisempfindlichkeit fir die 
Chlorkohlenwasserstoflinsektizide mit den Werten in der deutschen HSchstmengen- 
verordnung abzustimmen Beziiglich des gelchromatographischen Absc’hnitts ist die 
Methode unter Ausnutzung des ausgepr&ten Selbstreiniggens des verwen- 
deten Gels fti ein weitgehend autoniatisierbares clean-up Verfahren geeignet. 

Mit der Met&ode k&men die Riicksmde der ChlorkohlenwasserstofEnsekti- 
zide Aldrin, &-DDE, o,p’-DDT, p,p’-DDT, HCB, a-, j3-, y- und 6-HCH in den 
Getreidearten Gerste, Mais, Reis, Roggen und Weizen nach einem einheitlichen 
Aufarbeitungsverfahren gereinigt und anschliessend mit Hilfe der Gaschromatogra- 
phie (GC) (Elektroneneinfangdetektor) gleichzeitig und guantitativ bestimmt werden 
Die vergleichsweise hohe Nachweisemptidlichkeit dieser Methode f6r jedes der auf- 
gefiihrten Chlorkohlenwasserstof6nsektizide liegt f6r Aldrin, HCB, a, j3-, y- und S- 
HCH bzw. fir p,p’-DDE, o,p’-DDT und p,$-DDT hei einer Insektizidkonzentra- 
tion von 0.01 bzw 0 02 mgjkg Getreide. 

Fiir den Reinigungsschritt im dem Verfahren wurde das gelchromatographi- 
sche System Sephadex LH-20 in Athanol venvendet und im Anschl=s daran zur 
Nachreinignng der insektizidhaltigen Getreideextrakte eine Elite-Schwefeldure-Be- 
handlung durchgefti13. Im Unterschied zu den bisherigen Verfahren ist die hier be- 
schriebene Methode nebcn ihrer hohen Empfindlichkeit durch die kontinuierliche 
Arheitsweise bei der Gelchromatographie und durch die wenigen Nebenarbeiten 
wghrend der eigentlichen Analyse sowohl im Materialverbrauch als such im Zeit- 
aufwand kostensparend. 

EXPERIMENTELLES 

Mat&alien 
n-Hexan, zur Riickstandsanalyse (Merck, Darmstadt, B.R.D.); &hanol, 

absolut, unversllt; PetrolZither, Siedehereich 3040” (Merck); Schwefel&ure, konz. 
bzw. rauchend (Merck): Natriumsulfat, wasserfei, p.a- (Merck); Celite 545 (Roth, 
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Karlsruhe, B.R;D.). Ttiger- und Sptilgas bei der Gaschromatographie: Argon- 
Methan (9O:lQ) (Liide, Berlin; B.R.D.). 

Die verwendeten Insekttde und der innere Standard fiir die gaschromatogra- 
phische Bestimmung besassen einen Reinheitsgrad zwischen 98 und 99.9 % (Riedel- 
de Ha&t, Seelze, B.R.D.). Als Verdampfungsinhibitor wurde n-Hexadecan (Merck) 
eingesetzt. 

Geriite 
Schrotmtihle, Modell A 10 (Tekmar, Cincinnati, Ohio, U.S.A.). 
Schiittehnaschine, Typ. BI (BiihIer, Tubingen, B.R.D.). 
Chromatographierrof 16 cm Lange, 9 mm I.D., Glas. 
Fhissigkeitschromatograph Modell4100 (Varian, Palo Alto, Calif., U.S.A.). 
Injektionssystem, Aufgabeschleife Modell 803 1 (Chromatronix, Berkeley, 

Calif., U.S.A.). 
GelchromatographiesPule, 1 m, 15 mm I.D. (Glas; Quick&, Wiesbaden, 

B.R.D.). Sephadex LH-20 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) gequollen in Ethanol. 
Detektor: Spektralphotometer Modell PM 2D (Zeiis, Oberkochen, B.R.D.) mit 

Schreiber Modell A 25 (Varian). 
Gaschromatograph: Serie 5730 (Hewlett-Packard, BSblingen, B.R.D.) mit 

Einspritzautomatik und Schreiber Modell7123A (Hewlett-Packard). 
Detektor : 15-mCi =Ni Elektroneneinfangdetektor mit servogesteuerter Pds- 

frequenz (Modell 18713 A, Hewlett-Packard). 
GC-S&de: 2.66 m, 2 mm I.D., 1.5 % SP-2250 (50% Phenyl-, 50 % Methyl- 

polysiloxan)-1.95 % SP-2401 (50 % Tr&orpropyl-, 50 % Methylpolysiloxan) auf 
Chromosorb W HP (0.13-0.16 mm, Chrompack, Middelburg, Niederlande). 

GC-Auswertungssystem: Varian Datensystem vom Typ 620 L. 

Ermitthg der Elutionsvohmina 
Zur Ermittlung der gelchromatographischen Elutionsvolnmina wurden mit 

Hilfe einer Probenaufgabeschleife jeweils 0.5 ml einer Lijsung des betreffenden reinen 
In&&ids in n-Hexan in einer Konzentration von 50 ng&l (Aldrin, HCB, a-, @-, 
y- und &HCH) bzw. 100 ng/‘pl (p&-DDE, o,p’-DDT und p,p’-DDT) auf die Gel- 
chromatographies%rle gegeben und mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 45 ml 
Athanol/h chromatographiert. Das aus der SIule ausfliessende Eluat wurde bei einer 
Wellenl&ge von 237 mn in iiblicher Weise durch eine UV-Detektor geleitet. Die Ab- 
sorption wurde mit Hilfe eines Kompensationsschreibers aufgezeichnet. Die HCH- 
Isomeren absorbierten im W-Bereich bei den hier erforderlichen Konzentrationen 
nicht. Ihre Elutionsvolumina wurden ermittelt, indem das Sguleneluat in 5-ml Frak- 
tionen aufgefangen und diese anschliessend gaschromatographisch gemessen wurden. 

Extraktherstellmg 
Die in n-Hexan gel&ten Wirkstoffe (OS-l.0 pg je nach Wirkstoff) wurden auf 

50 g des 1 min lang mit einer Schrotmtihle zerkleinerten, wirkstofIunbehandelten 
Getreidematerials verteilt. Nach einer Einwirkzeit von 60 min. wurden zu diesem in 
einem 5tXl-ml Rundkolben be&u&hen Getreideschrot 200 ml n-Hexan und 15 g 
wasserfreies Natriumsulfat hinzug&igt. Anschliessend wurde der Kolbeninhalt auf 
einer Schiittelmaschine 60 min lang bei- Raumtemperatur extrahiert und danach 
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filtriert. Die H%lfte des Filtratvolumens wurde in einen Kuderna-Danish-Koiben 
pipettiert. nach Zusatz von 0.2 ml des Verdampfungsinhibitors am Rotationsverdamp- 
fer bii fast zur Trockne eingeengt, in einen I-ml-Messkolben iibergespiilt und mit 
n-Hexan bis zur Marke aufgef%iUt. 

Gaschromatographische Reinigung des Rohextraktes 
0.5 ml eines Rohextraktes, entsprechend einem Probenanteil von 12.5 g Ge- 

treidematerial, wurden fiber die Probenaufgabeschleife auf die SHule gegeben und 
analog wie bei der Elutionsvolumenermitthmg chromatographiert. Die durch die 
rclativcn Elutionsvoiumina 0.92 und 1.52 eingegrenzte Fraktion wurde gesondert auf- 
gefangen, am Kudema-Danish-Verdampfer nach Zugabe van 0_2 ml n-Hexadecan bis 
fast zur Trockne eingeengt und mit n-Hexan auf ein Vohunen von 5 ml aufgef-ullt. 

Extraktbehandlung mit Celite-SchwefeIsliure 
40 g Celite 545 wurden in einem Porzellanmiirser zusamm en mit 10 ml konz. 

Schwefels&ue und 10 ml rauchender Schwefels%rre innig durchmischt. Dieses 
Material wurde als Petrolgthersuspension in eine Glass%rle gefullt, vor deren Aus- 
gang eine Schicht Quarzwolle gcstopfi wurde. Das Siulem%iBmaterial wurde mit 100 
ml Petrolgther vorgespiilt. Anschliessend wurde der in 5 ml n-Hexan gelsste, gelchro- 
matographisch vorgereinigte Extrakt auf die Celite&iule aufgegeben und mit insge- 
samt 100 ml n-Hexan von der SIule chromatographiert. Das Eluat &de nach Zugabe 
von 0.2 ml n-Hexadecan am Kudema-Danish-Verdampfer eingeengt, in einen l-ml 
Messkolben iibergespiilt und mit n-Hexan bis zur Marke aufgefullt. 

Gaschromatographische Bestimmung 
Jeder Liisuug der gereinigten Extrakte wurde aIs innerer Standard das Akarizid 

Tetradifon in einer Menge zugesetzt, dass dessen Konzentration jeweils 200 oder 500 
pg/pl n-Hexan betrug. 

Die Bestimmung erfolgte unter den folgenden GC-Bedingungen: Temperatur- 
programm der Tre&ule: 212” (16 min) bis 240” (2 min) mit 2”/min, Einspritz- 
blocktempcratur 2503 Detektorblocktemperatur 300”. Fur eine GC-Analyse wurden 
jeweils 2 pl von den zu untersuchenden Probenl&ungen in n-Hexan eingespritzt. 

ERGEBNISSE UND DI!XUSSION 

. Bei der AusarbeitiJng der Methodik sollte eiu Verfahren entwickelt werden, 
das eine vielseitige Anwendung ermiiglichen und zudem t%r Routineanalysen gee&et 
sein sollte. Aus diesem Grunde war von vornherein der Eiiatz der Gclchromato- 
graphie vorge?ehen, zumal damit schon erfolgreich Erfahrungcn bei anderen Emte- 
giitem gemacht worden waren14. Der besondere Vorzug einer gelchromatographi- 
schen Trennslule besteht darin, dass diese fir eine grosse Anzahl von Trennungen ver- 
wendet werden karm. Eine solche Reinigungsmethodik eignet sich also hervorragend 
t%r eine kontinuierliche Arbeitsweise, die bei der Anwendung adsorptions- oder; ver- 
teilungschromatographischer Reinigungsschritte (wie 2-B. bei einem Florisil-clean up- 
Verfahren) nicht m6glich ist. 

Die auf Benz01 bezogenen Werte der an dem Gelsystem Sephadex LH-20 in 
&hanol ermittelten Elutionsvolumina der untersuchten Chlorkohlenwasserstoffin- 
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TABELLE I 

AUF BENZOL RELATIVIERTE EL~ONSVOLUMINA DER UNTERBUCHTEN CHLOR- 
KOHLENWASSERSTOFFLNSEKTIZJDE AN SEPHADEX LH-20-ATHANOL 

Wtiksoff Re!ah%es Ehfiomvohnen 
@ezogen auf BenzoC) 

A&in 0.97 
p,p’-DDE 1.03 
o,p’-DDT 1.05 
p,p’-DDT 1.07 
HCB 1.08 
a-HCH 1.16 
p-HCH 1.21 
y-HCH 1.23 
bHCH 1.23 

sektiide wurden in Tabelle I wiedergegeben. Der relative FehIer der Elutionsvolumina 
lag bei Werten unterhalb von 1%. 

Fig. 1 zeigt die Elutionsprofile der Rohextrakte der untersuchten Getreide- 
arten, die beim Elutionsvorgang in kleinen Fraktionen unterteilt, gewichtsmissig be- 
stimmt und aufdie Menge des Gesamtextraktes bezogen worden sind. Aus Fig. 1 kann 
entnommen werden, dass die im insektizidhaltigen Extrakt verbliebenen Getreide- 
bestandteile, die bei der gelchromatographischen Trennung im Bereich der Insektizide 
unvermeidhch miteltiert wurden, mengenmlssig gering erscheinen. Bei der Elekronen- 
einfang-GC im 0.01 m,g/kg-Bereich treten sie jedoch noch als Stiirsignale in Erschei- 
nung. Aus diesem Grunde muss eine Nachbehandlung der gelchromatographisch vor- 
gereinigten Eluatfraktionen durch Celite-Schwefels5ure erfolgen. Bei der Behandlug 
mit SchwefelsZiure wurden zwar die Wirkstoffe Die&in und Methoxychlor g&zlich 
bzw. teilweise zerstiirt und konnten daher auf diese Weise nicht bestimrnt werden; sie 
sind jedoch ohnehin heute kanm rnehr im Getreide zn erwarten. 

Die Verwendung anderer Gelsysteme wurde aus dem geschilderten Grunde 
gleichfalls untersucht. Wir machten jedoch bei breit angelegten Versuchen mit ver- 
schiedenartigsten Substraten die Erfahrung, dass das System Sephadex LH-20- 

TABELLE II 

MIl-TELWERTE DER PROZESTUALF5N WIEDERFINDENSRATEN (RELATIVE STAN- 
DARDABWEKHUNG VOM MITTELWERT; ANZAHL DER MESSUNGEN) 

Wukstofl Getreide 

Gersre Mais Weizen 

Aldrin 
p&-DDE 
o,p’-DDT 
p,p’-DDT 
HCB 
a-HCH 
B_HcH 
Y-HCH 
GHCH 

74.1 (17.2; 4) 
99.5 (12.8; 5) 
93.4 (fl.5; 4) 
99.0 (i1.7; 5) 
99.8 (iz1.1; 5) 
86.3 (zk4.0; 5) 
86.8 (h3.8; 5) 
99.8 (f2.5; 5) 
97.0 (f1.8; 4) 

77.7 (i5.1; 4) 
78.1 (k3.4; 4) 
88.3 (f4.4; 4) 
86.7 (f2.2; 4) 
77.6 (f3.1; 4) 
88.7 (f3.5; 4) 
83.0 (22.1; 4) 
86.7 (k3.0; 4) 
81.3 (i4.5; 5) 

80.5 (i5.9; 4) 
86.8 (k6.3; 4) 
81.5 (53.0; 4) 
80.5 (12.0; 4) 
84.0 (54.2; 4) 
85.0 (i3.8; 5) 
77.3 (h4.3 ; 4) 
89.8 (k3.1; 6) 
86.5 (+3-O; 5) 

89.1 (+6.4; 5) 
99.7 (f2.4; 5) 
99.2 (12.6; 5) 
99.5 (i1.5; 6) 
91.5 (xz.9; 5) 
94.5 (A3.6; 5) 
76.0 (i4.0; 5) 
90.0 (f3.6; 5) 
81.0 (*2.8; 4) 

73.3 (13.0; 4) 
83.0 (16.0; 4) 
88.7 (14.9; 4) 
86.0 (16.1; 5) 
80.0 &3.3; 5) 
80.8 (i4.2; 4) 
76.7 (&3.5; 4) 
92.5 (1-3.3; 5) 
87.0 (k5.7; 6) 
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Fig. 1. Elutionsprofile van Getreideextrakten an Sephadex LH-20 in lithanoi. Aufgetragen i.st Ge 
wicW.sprozent (Ordinate) fiber reL Elutionsvohunen (Abaisse). Bereieh der rel. Elutionsvolumina 
der untersuchten ChIorkohlenmsserstotfiasektidde: 0.92-1.52. 

khan01 fiir Pflanzenschutzmittelriickstandsmethoden die besten TrenneigenschafIen 
auftieikt. 

Die mit der hier beschri&knen Methode im Konzentrationsbereich von 0.01 
bzw. 0.02 mg/kg erm.itteJten WiederCndensraten sind in Tabelle II ksammengefass’, 
Die Zahlenangaben in der Tabelle II st&en Mittelwerte dar, die aus tier his se&s 
Einzelbestimmungen jedes einzelnen Jnse~izids auf jeweils einem der mtersuchten 
Getreidearten errectiet wurden. Fiir jedes Insektiid wurde in IUaxknern die relativk 
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Standardabweichung vom Mittelwert und die Anzahl der Messungen je Getreideart 
angegeben. 
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Es wurde eine fiir die Routineuntersuchung van Getreideproben geeignete, ein- 
heitlich anwendbare Metbode bescbrieben, mit der -unter Verwendung der Gelcbro- 
matographie an dem System Sephadex LH-20 in &tan01 und von Celite-Schwefel- 
slure zur Nachreinigung des gel chromatogmphisch vorbehandelten Getieideextrak- 
tes die Chlorkohlenwasserstoflinsektizide A&in, I-ICB, a-, & y- und 6-HCH in einer 
Konzentration von 0.01 mg/kg sowie J&-DDE und p,p’-DDT in einer Konzentra- 
tion von 0.02 mg/kg in den Getreidearten Gerste, Mais, Reis, Roggen und Weizen 
gereinigt und anschliessend gleichzeitig und quantitatlv gaschromatographisch 
(Elektroneneinfangdetektor) bestimmt werden k&men. Die mittleren prozentualen 
Wiederfindensraten der Insektizide lagen bei Werten zwischen 73 und 99 %. 
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