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Bestimmung von Gardona in pflanzlichen Produkten unter Anwendung
der Gas—Flissigkeitschromatographie

P. WASSILEVA-ALEXANDROVA®* A. NEJITSCHEVA, E. KOVATSCHEVA und G. MARUDOV
Hechschule fir Lebensmittelindustrie, Plovdiv ( Bulgarien}
(Eingegangen am 29. Dezember 1981)

Das Pestizid Gardona (2-Chlor-1-(2.4,5-Trichlorphenyl)-Vinyldimethoxyi-
phosphat) weist eine gute selektive Insektizidaktivitdt und eine niedrige Warmbla-
tertoxizitdt auf und gehdrt zur Gruppe der langsam zerfallenden phosphororga-
nischen Insektizide. Es wird vielfach als Schddlingbekdmpfungsmittel ber Obst, Ge-
miise und Futtermitteln eingesetzt. Die Bestimmung dieses Insektizids erfolgt durch
Diinnschichichromatographie!-?, Gaschromatographie®* und spektrophotometri-
sche Verfahren. Am zuverldssigsten ist jedoch die Methode der Gas-Fliissigkeits-
chromatographie. die durch hohe Empfindlichkeit gekennzeichnet ist. In unserer
Arbeit setzten wir uns deshalb zum Ziel. ein analytisches Verfahren auszuarbeiten,
das sich zur Serienbestimmung von Gardonariickstinden in Pflanzenprodukten eig-
net und effektive Extraktion, Reinigung und giinstige gaschromatographische Be-
dingungen miteinschliesst.

EXPERIMENTELLES

Substanzen und Reagencien

Wir verwendeten Gardona (98.8 % g-Isomer), ethanolische L&sungen in Kon-
zentrationen 10, 25 und 50 pgjcm?® (Shell), Chloroform, Aceton, Petrolether und
Acetonitrl. All eingesetzten Reagenzien sind p.a. Qualitit.

Gerdre
Ein Gaschromatograph GCV (Pye Unicam) wurde verwendet.

Arbeitsweise

Nicht mit Gardona behandelte Apfel der Sorte Goldennoble werden mit einem
Mixer homogenisiert. Dem erhaitenen Brei werden Proben zu 50-100 g entnommen
und mit entsprechend 10, 25 und 50 g Gardona durch Zugabe von 1 cm?® Losung in
K onzentrationen von 10, 25 und 50 ug/cm? angereichert. Die Extraktion des Pestizids
erfolgt durch Behandhing der Probe mit 50 cm® Acetonitril innerhalb von 15 min auf
Schiittelapparat und Abfltrieren iiber Silikagelschicht. Das Filtrat wird zu 100 cm?
emer 5 %{igen Natriumchlorid-LSsung in einen Scheidetrichter gegeben. Das Pestizid
wird aus der erhaltenen Losung zweimal mit je 50 cm® Chloroform extrahiert. Die
veremigten Chioreformextrakie werden iiber Nagriumsv.ﬂfat m Laufe von 10 min
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getrocknet und durch Blauband-Filter abfiitriert. Das Filirat wird bei 40°C zur
Trockne gedampft. Die Reinignng der Pflanzenextrakte erfolgt nach zwei Verfahren:
durch Saulenchromategraphie und durch Einfrieren bis —20°C. Die sdulenchroma-
tographische Reinigung der Pflanzenextrakie erfolgt durch eine quantitative Ubertra-
gung des fast zur Trockne eingedampften Riickstandes mit Chloroform auf eine 10-
mm Saule und 5 g Adsorbens (10 g bei 130°C aktiviertes Phlorizin, 8 g Zylit, 1 g
Aktivkohle und 10 g wasserfreies Natriumsulifat). Die adsorbierten Stoife werden mit
Chloroform bei einer Geschwindigkeit von 3 cm?/min eluiert. Die ersten 5 cm® Eluat
werden weggeschiittet und die nachfolgenden 35 cm?® bei 40°C zur Trockne einge-
dampft. Der Trockenriickstand wird in einer Hexanmenge derart aufgeldst, dass
L3sungen mit einer Konzentration von etwa 10 pg/cm® erhalien werden.

Die Reinigung der Pflanzenextrakte durch Gefrieren bis —20°C erfolgt wie
bereits eingehend in Lit. S beschrieben.

Aliquote der gereinigten Losungen werden gaschromatographisch nach Gar-
donagehali unter folgenden Bedingungen untersucht: eine 2 m x 2 mm Glassiule;
stationdre Phase 3 9 SE-30, auf Chromosorb-Fiiller VV (100-120 Maschen).

Die Detektionssysteme sind: (1) Elektroneneinfangdetektor; Saulentempera-
tur 210°C; Detektortemperatur 300°C und Injektortemperatur 210°C; Geschwindig-
keit des Trigergases Stickstoff 75 cm?®/min. (2) Flammenphotometrischer Detektor
mit einem Aufsatz zur Phosphorbestimmung; Sdulentemperatur 190°C; Detektor-
temperatur 200°C und Injektortemperatur 210°C. Geschwindigkeit des Trigergases
Stickstoff 75 cm3/min und die vor Wasserstoff 30 cm>/min.

Als Anzeigerreagens wird die Ldsung des Gardonas in Hexan in einer Konzen-
tration von 10 ug/cm?® herangezogen. Die Mikrospritzen zum Einspritzen von Proben
aus Pflanzenprodukten und der Anzeiger haben Volumen von 110 pul.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die quantitative Bestimmung der Pestizide in Pflanzenprodukten ist von der
Art ihrer Extraktion, von den Reinigungsbedingungen der Exirakte und den die
endgiiltige Bestimmung hindernden Stoffen abhingig. Um die optimale Extraktions-
menge an Gardona in Pfianzenprodukten zu bestimmen, fiithrten wir die Extraktion
mit unterschiedlichen in der Literatur beschriecbenen L&sungsmitteln!-®-? durch, die
fiir phosphororganische Pestizide am gecignetesten erscheinen: Hexan, Petrolether,
Aceton und Chloroform. Die vergleichende Untersuchung zeigte einen hohen Ex-
traktionsgrad mit jedem der bereits angefiihrten L&sungsmittel. Wir bevorzugten
jedoch das Chloroform als mehr zuganglich und weniger toxisch.

Leitet man in ein Pestizid enthaltendes Polarlésungsmittel Wasser und an-
schliessend nichtpolares L.6sungsmittel ein, so geht das Pestizid ins nichtpolare L6-
sungsmittel iiber, wihrend im polaren der grisste Teil der Verunreinigungen zuriick-
bleibt®°. Aus diesem Grunde untersuchten wir die Reaktion des Gardonas mit Chlo-
roform aus dem System Acetonitril-Wasser. Die erhaltenen Ergebnisse vergleichen
wir mit jenen der nur mit Chloroform durchgefiihrten Extraktion (Tabelle I). Wie aus
der Tabelle hervorgeht, ist eine bessere Extraktion des Gardonas durch Chloroform
aus dem System Acetonitril-Wasser zu erzicien. Durch die Umlagerung des Gardo-
nas vom Acetonitril-Wasser-Medium in Chloroform wird auch cine gewisse Reini-
cung des primaren Extraktes erreicht.
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TABELLE}
EXTRAKTION DES GARDONAS AUS APFELN

Exzraktion aus Gardona (ug) %, der Nachweisbarkeir
160 g Apfeln
Zugeser=t Gefundenen Mittelwert
von 20 Bestimmungen

Ctloroform 250 228 91.2
Chloroform aus

dem System 250 238 95.2

Acetonitril-Wasser

Die auf die beschriebene Weise gewonnenen Pflanzenextrakte enthalten immer
noch grosse Mengen an Wachsen, Pigmenten und anderen Stoffen, die die quantita-
tive Bestimmung des Insektizids wesentlich erschweren. Zu deren Trennung von den
das Pestizid enthalienden Extrakten setzten wir die Methode der Sdulenchromatogra-
phie und des Einfrierens bei niedrigen Temperaturen ein.

Zur Ermittlung der Bedingungen fiir die beste Reinigung durch Sdulenchroma-
tographie priifften wir unterschiedlich zusammengesetzte, auch von anderen Au-
toren>*1% empfohlene Adsorbentia. Den besten Prozentsatz der Nachweisbarkeit
ergab die Reinigung der Pflanzenextrakte durch die im Experimentellen bereits be-
schriebene S3ule 1 und durch eine Saule mit 5 g Phlorizin, iiber das ein Gemisch aus
2.5 g Al1,0;, 2.5 g Phlorizin und 2 g wasserfreiem Natriumsulfat (S4ule 2) eingeleitet
wurde. Die in Tabelle Il angefiihrten Ergebnisse zeigen, dass sich beide Chromatogra-
phiesdulen zur Reinigung der grosse Mengen an Wachsen enthaltenden Extrakte aus
Apfeln und Birnen eignen. Bei der Reinigung mit der bisher in der Literatur nicht
erwihnten Saule 2 erhielten wir stets farblose Extrakte.

Die beste saulenchromatographische Reinigung der Pflanzenextrakte vergli-
chen wir mit der Reinigung durch Gefrieren bis —20°C. Die Paralleluntersuchungen
erfolgten mit gleichen oder kleineren Gardonamengen als die in Pflanzenobjekten
zulissigen Insektizidriickstande. Die in Tabelle III angefiihrten Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der Prozentsatz der Nachweisbarkeit bei der Anwendung der Siu-
lenchromatographie etwas hoher ist. Da jedoch die Reinigung durch Gefrieren bis
—20°C eine kiirzere Prozedur und einen kleineren Verbrauch an Reagenzicn erfor-
dert, betrachten wir beide Methoden als gut geeignet fiir die Reinigung von Obstex-
trakten.

Die endgiiltige quantitative Bestimmung des Gardonas in den gereinigten
Pflanzenextrakten erfolgte durch Gas—Flussigkeitschromatographie. Als Anzeigesy-

TABELLE I

GEHALT AN GARDONA IN APFELN BEI REINIGUNG DER EXTRAKTE DURCH SAU-
LENCHROMATOGRAPHIE

Reinigung der Gardorgt_z, sugeser=t =u Gardona, gefunden (pg) Y, der Nachweisbarkeit
Extrakte durch 100 g Apfein (pg)
Sidule 1 250 23.8 95.2

Sdule 2 250 235 94.0
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TABELLE I

GEHALT AN GARDONA IN APFELN, BESTIMMT MIT GAS-FLUSSIGKEITSCHROMATO-
GRAPHIE BE!I UNTERSCHIEDLICHER REINIGUNG DER EXTRAKTE

Reirigung durch Gardora, zugeser:=1 Gardona, ge e %, der Nachweisbarkeit
u 100 g Apfeln (ug) (zg)

(2) Gefrieren bei —20°

Probe 1 56.0 473 94.6

Probe 2 2590 234 936

Probe 3 103 9.1 91.0
{b) SzZvlenchromatographie

Probe 1 580 484 96.8

Probe 2 25.0 23.8 95.2

Probe 3 10.0 9.2 92.0

steme benutzten wir Elektronencinfang- und flammenphotometrischen Petektor. Um
eine geeignete stationire Phase auszuwihlen, erprobten wir drei fliissige Phasen mit
unterschiedlicher Polaritdt: QF-1 (59,); OV-17 (39,) und SE-30 (3%). An den drei
gaschromatographischen Siulen erzielten wir bei fast gleicher Empfindlichkeit der
Bestimmung eine gute Trennung des Gardonas von den restlichen storenden Stoffen.
Die stationidre Phase SE-30 (3 %) wurde wegen der giinstigeren Arbeitsbedingungen
{(Temperatur 190°C) vor den fliissigen Phasen 39 OV-17 (240°C) und 59, QF-1
{250°C) bevorzugt. Die ermittelten optimalen gaschromatographischen Bedingungen
fur die Bestimmung des Gardonas vanter Anwendung von Elektroneneinfang- und
flammenphotometrischem Detektor sind oben angefiihrt. Fig. 1 zeigt die bei der

1 (@) {b)

e
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Fig 1. Typisches Chromatogramm eines Apfelextraktes (Probe 100 g), angereichert mit 25 ug Gardona,
nach Reinigung durch Saulenchromatographie: (2) unter Benutzung vonr Elektroneneinfangdetektor und
(b) unter Benutzung von Flammenphotometrischen Detektor. 1 = Gardona.
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Analyse des Gardonas im Extrakt aus Apfeln unter Einsatz der erwihnten Detek-
toren erhaltenen Chromatogramme. Daraus lasst sich ersehen, dass die Empfinglich-
keit des flammenphotometrischen Detektors gegen die stdrenden Stoffe niedriger ist
im Vergleich 2u dem Elektroneneinfangdetektor, was ¢ine kiirzere analytische Proze-
dur der Reinigung der Pflanzenextrakte (durch Gefrieren bis —20°C) und der ange-
wendeten Losungsmitiel erlaubt.

Die Empfindlichkeit der Bestimmung unter Benutzung beider Detektorsysteme
ist hoch (0.0025 mg/kg bei dem flammenphotometrischen Detektor und 0.0005 mg/kg
bei dem: Elektroneneinfangdetektor) und ermdglicht einc quantitative Bestimmung
unter den zuladssigen Gardonariickstanden in Pflanzenprodukten (0.5 mg/kg).

Die Reproduaeroa.rkext und die Genauigkeit der Methode unter Anwenduag
der Gas—Flassxgkeltschromatographle (flammenphotometrischen Detektors) wurde
durch 20 Parallelbestimmungen des Gardonagehaltes in 100 g nach der Methode der
Saulenchromatographie gereinigten und an 25 g Gardona angereicherten Apfelex-
trakten bestimmt.

Die erhalienen Ergebnisse wiesen nach statistischer Bearbeitung zufriedenstel-
lende Genauigkeit (Relativfehier 4.8 %) und Reproduzierbarkeit (relative Standard-
abweichung 5.29)) auf.
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