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Der Nachweis von Insektizidriickstianden aut Pilanzen-
material (Gemiise und Friichte) und die Trennung
einzelner Schiadlingsbekdmpilungsmittel
mit Hilie der Papierchromatographie

Von R. Miiller, G. Ernst und H. Schoch

(Mitteilung aus dem Kantonalen Laboratorium Basel-Stadt)

Die vorliegende Arbeit soll einen zusammenfassenden Ueberblick iiber die
von uns gemachten Erfahrungen auf dem Gebiete des Insektizidnachweises
geben. Wir haben uns dabei die spezielle Aufgabe gestellt, kleinste Mengen in
der Grossenordnung von 10 bis 200 Gamma, bezogen auf das untersuchte
Material, eines oder mehrerer Insektizide aus pflanzlichem Material zu isolieren
und diese isolierten Stoffe zu identifizieren.

Im Hinblick auf die ausserordentliche Vielfalt solcher Substanzen haben wir
uns dabei auf die beiden, unseres Erachtens zur Zeit wichtigsten Gruppen
beschrinkt, ndmlich auf diejenigen der chlorierten Kohlenwasserstoffe und der
Phosphorsaureesterverbindungen. Innerhalb dieser beiden Gruppen konnten
wir unser Bestreben wiederum infolge der Vielzahl solcher Verbindungen nur
auf einige ihrer bekanntesten Vertreter, die heute auch zu den meist verwendeten
zahlen diirften, richten.

Unsere Wabhl fiel bei den chlorierten Kohlenwasserstoffen auf

Aldrin
Dieldrin
DT

Hexachlorcyclohexan
und bei den Phosphorsaureesterverbindungen auf

Parathion
Chlorthion
Diazinon und

Malathion.

In der nachfolgenden kurzen Zusammenstellung soll an den Aufbau bzw.
die Struktur der genannten Verbindungen sowie an einige ihrer wichtigsten
physikalischen und chemischen Daten erinnert werden. :

Chlorierte Kohlenwasserstoffe
1. Aldrin Ci2HsCle

Chemischer Name 1, 2, 3, 4, 10, 10-Hexachlor-1, 4, 4a, 5, 8, 8a-hexahydro-
1, 4, 5, 8-diendomethylennaphthalin
Synonyma Verbindung 118, Octalen, HHDN
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3.

Molekulargewicht  365,2

Schmelzpunkt 104—104.5°
Siedepunkt 145° /2 mm
Strukturformel L =
| |
Ly B
AN \\
Cl—C ¢c” | 'C—H
|Cl-Cc-Cl1 | H-C-H ||
Cl=C. | . C« [, C=H
\\ | // T /
oy £
Ci H
Loslichkeit In Wasser unléslich, in den meisten organischen Lo-

sungsmitteln gut 16slich.
Das als Insektizid verwendete Produkt enthalt mindestens 95 °/o obiger Ver-
bindung. ‘

Dieldrin  Ci2HsClsO
Chemischer Name 1, 2, 3, 4, 10, 10-Hexachlor-6, 7-epoxyl-1,4, 4a, 5, 6, 7,
8, 8a-octahydro-1, 4, 5, 8-diendomethylennaphthalin

Synonyma Verbindung 497, Octalox, HEOD
Molekulargewicht  381,1
Schmelzpunkt 175-2176°
Siedepunkt —
Strukturformel ?1 Ii{
H &
AN [\
Cl—C | L% C—H
leCW}{CH|>o
Cl—C | C—H
A l Al l ol
e o
Cl H
Loslichkeit In Wasser unloslich, schlecht loslich in den meisten ali-

phatischen Kohlenwasserstofflosungsmitteln, etwas bes-
ser 16slich in den gebrduchlichen aromatischen KW-
Losungsmitteln.

Das technische Produkt enthdlt mindestens 85 °/o obiger Verbindung.

DDT - CiuaHaGls

Chemischer Name  4,4-Dichlordiphenyltrichlordathan
Synonyma Dicophan, Gesarol usw.
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4.

154

Molekulargewicht
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Strukturformel

Loslichkeit

354.5
108,5—109,0°

H
P
Cled 7 e >-c1
N |
cl—Cc—cl
|
cl

In Wasser unloslich, in den meisten organischen Lo-
sungsmitteln gut 16slich.

Die technische Wirksubstanz soll heute einen Erstarrungspunkt von minde-
stens 89° aufweisen, was einem Gehalt an p,p’-DDT von 74 bis 75 %0 ent-

spricht.

HCH CsHsCls

Chemischer Name

der techn.Verbindg.

Synonyma
Molekulargewicht
Siedepunkte

Hexachlorcyclohexan bzw. eine Mischung der [someren
von ungefdhr folgender Zusammensetzung:

55—70 % a-Isomeres (Smp. 157°)
5—14°/o B-Isomeres (Smp. 309%)
10—18 /o y-Isomeres (Smp. 112°)

6— 80 3-Isomeres (Smp. 138°)
3— 49y e-Isomeres (Smp. 2199)

bis 49/ Heptachlorcyclohexan und Spuren von
Octachlorcyclohexan

Verbindung 666, Gammexan, HCCH
291,1

Das heute ausschliesslich zur Insektizidbekampfung verwendete Produkt
«Lindan» weist einen Gehalt des *{~Isomeren von ca. 99 /o auf.

Strukturformel

Loslichkeit

i /
/ \
Cl 1 ' Cl
H
C C < |
e
N
H Cl

Hinsichtlich der einzelnen Isomeren unterscheiden sie
sich stark in ihrer Loslichkeit. In den meisten organi-
schen Losungsmitteln sind sie jedoch loslich.




1. Parathion

Chemischer Name

Synonyma
Molekulargewicht
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Strukturformel

Loslichkeit

2. Chlorthion

Chemischer Name
Synonyma
Molekulargewicht
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Strukturformel

3. Diazinon

Chemischer Name

Synonyma
Molekulargewicht
Schmelzpunkt
Siedepunkt

Strukturformel

Loslichkeit

Phosphorsaureesterverbindungen

0,0-Diéthylthiophosphorsaure-0-p-nitrophenylester
bzw. Diathyl-p-nitrophenylthiophosphat
Verbindung 3422, E-605, SNP, AATP usw.

291,3

6,00

157—162°/ 0,6 mm (Polymerisation)

a S - .
C2Hs0 o3 5 i Og/ \‘7\7N02
C2Hs0 7 N A
In Wasser sehr gering, gut loslich in den meisten or-
ganischen Losungsmitteln, wenig loslich in Petrolather.

0,0-Dimethyl-0-(3-chloro-4-nitrophenyl)-thiophosphat
Bayer 22/190
297,17

S
CHsO
NG ol S,
CHi0 ~ N ,*‘/
cl

Thiophosphorsaure-(-2-isopropyl-4-methyl-pyrimidyl-
(6))-didthylester

G 24480

3044

83—84° /0,002 mm

CHs
|

AN

N
CHs ‘ ’: OC:Hs
DCH—C CiGriP
CHa N

£ U | OCeHs

S

In Wasser (20°) zu 0,004 /o, mit Aether, Alkohol, Ben-
zol und ahnlichen Kohlenwasserstoffen, Spezialpetrol,
Cyclohexan und Petrolather dagegen mischbar.
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4. Malathion
Chemischer Name  S-(1,2-Dicarbathoxyathyl)-0.0-dimethyldithiophosphat

Synonyma . Verbindung 4049
Molekulargewicht  330,3
Schmelzpunkt 30

Siedepunkt 156/ 0,7 mm
Strukturformel CHsO .

N P S — CH — COOC:Hs
CHs0O “ |
CH:— COOC:Hs

Im Verlaufe unserer Untersuchungen ergab sich die zweckmassige Aufteilung
des Arbeitsstoffes in die drei Gebiete wie folgt:

. Extraktion des Pflanzenmaterials,

2. Reinigung der gewonnenen Extrakte,

3. Nachweis der Inscktmdlucl‘stande in den qeremw‘ten Extrakten mittels
der Papierchromatographie.

Diese Einteilung wurde auch fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Unter-
suchungsmethoden beibehalten.

Warum wir gerade die Papierchromatographie, die in diesem Zusammen-
hange bis jetzt eigentlich nur selten Verwendung fand und dann meistens nur
fiir den Nachweis oder die Trennung von Reinsubstanzen, fiir die Bestimmung
von Insektizidrickstinden heranzogen, beruht auf folgenden Ueberlegungen:

Die heute gebrduchlichsten und bekanntesten Methoden der Insektizid-
bestimmung gehen praktisch alle von der Voraussetzung aus, dass der nachzu-
weisende Stoff bekannt ist.

Im Gegensatz dazu sahen wir unsere Aufgabe darin, eventuell vorhandene
Riickstinde an Schddlingsbekampfungsmitteln auf Pflanzenmaterial auch dann
nachweisen zu konnen, wenn tber die Art und Zusammensetzung der ange-
wandten Stoffe nichts bekannt ist.

Deshalb sahen wir uns veranlasst, eine Methode anzuwenden, mit deren
Hilfe man in einem Arbeitsgang mehrere Stoffe zugleich erfassen und auch
identifizieren kann, die ferner gleichzeitig noch der Bedingung einer gentugend
grossen Empfindlichkeit Rechnung tragt.

Eine Methode, die diesen Anforderungen moglichst weitgehend entsprach,
lieferte die Technik der Papierchromatographie.

Zudem bot sie uns noch einen weiteren, sehr beachtenswerten Vorteil, nam-
lich den, dass der eigentliche Nachweis der Stoffe in Form ihrer urspriinglichen
Verbindungen vorgenommen werden kann und nicht auf Spaltprodukten be-
ruht, wie dies vielfach beim Nachweis von Phosophorsidureesterverbindungen
der Fall ist. Auch die Vortduschung einer gesuchten Verbindung durch einen
dhnlichen Stoff wird durch die Anwendung der papierchromatographischen
Trennung am ehesten vermieden.
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Obwohl wir uns jeweilen nur auf vier Vertreter der beiden Gruppen be-
schrankt haben, diirfte es auf Grund unseres Nachweisverfahrens moglich sein,
zu entscheiden, ob es sich, wenn auch keiner dieser Vertreter selbst anwesend
ist, bei einer positiven Nachweisreaktion um den Typus eines chlorierten
Kohlenwasserstoffes oder eines Phosphorsaureesters handelt.

Wir mochten in dieser kurzen Einleitung auch nicht unterlassen, darauf
hinzuweisen, dass wir uns der Tatsache bewusst sind, dass die vorgeschlagene
Nachweismethode in einzelnen Fillen noch verbessert oder vielleicht verein-
facht werden kann. Jedenfalls liessen sich mit der in der vorliegenden Zu-
sammenfassung angegebenen Arbeitsweise recht gute und brauchbare Resultate
erzielen. Es sei hier aber speziell vermerkt, dass die erste Voraussetzung zur
Erzielung eines brauchbaren Resultates ein peinlich sauberes Arbeiten ist, dies
deshalb, weil nur dann mit einem auswertbaren Chromatogramm gerechnet
werden darf. Auf Grund des Chromatogrammes fallen wir letztendlich die
Entscheidung, ob iiberhaupt Insektizidriickstinde nachzuweisen sind oder nicht,
und wenn ja, welcher Art sie sind.

; 1. Extraktion des Pflanzenmateriales

, Einleitend mochten wir der Firma J. R.
N Geigy AG, Basel, fir die Anregung und Er-
laubnis, eine von ihr schon vielfach verwen-
dete und bewihrte Extraktionsapparatur auch
fiir unsere Zwecke bentitzen zu diirfen, bestens

S L S danken.
‘%{“ " ol L Die Extraktion geschieht dabei in Iorm
L] S eines kontinuierlichen Abwaschens des Mate-

) rials mit einem organischen Losungsmittel.
éjgo%o - ilatals a) Beschretbung (lf?r_' Extraktionsapparatur
o1 Abbildung 1

H E Abbildung 1 gibt eine genaue Skizze der
i Tt Gesamtapparatur mit den zugehorigen Mass-
R PRI zahlen (in c¢cm) wider. Die Detailabbildungen
PIRC TS ’ oben und Mitte zeigen den aus V2A-Blech an-

= gefertigten «Stern», der zur gleichmassigen

Verteilung des im Kiihler kondensierten Lo6-

/ sungsmittels Giber das zu extrahierende Gut in

die Ausfluss6ffnung des Kiithlers eingeklemmt

{  momt e wird. Die Detailabbildung in der Mitte lasst
den «Stern» in der Vorderansicht erkennen,
wahrenddem in der Abbildung oben dieser

bbildang ] um 90" in senkrechter Richtung gedreht dar-

Extraktions-Apparatur gestellt ist.
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Abbildung 2 Abbildung 3

Die Detailabbildung unten zeigt den Querschnitt der beiden Hilsen, von
denen die innere, welche zur Aufnahme des zerkleinerten Pflanzenmaterials
dient, einen durchlochten Boden aufweist, durch welchen das Loésungsmittel in
den Verdampfungskolben zuriickfliessen kann.

Die dussere Hiilse ist an drei senkrecht tibereinanderliegenden Stellen mit
jeweilen drei Einbuchtungen versehen, die eine zentrale Lagerung der inneren
Hiilse gestatten, wobei die untersten Einbuchtungen um soviel vertieft sind,
dass die innere Hiilse auf diese aufzuliegen kommt.

Die von uns verwendeten Extraktionsapparaturen wurden von der Firma
Albert Gass & Co., Glastechnische Werkstatte, Basel, angefertigt.

Beschreibung der Abbildungen 2 und 3

Abbildungen 2 und 3: Vor den beiden Verdampfungskolben der Extraktionsapparate ist
die Heizeinrichtung zur Konstanthaltung der Wassertemperatur sichtbar. Sie besteht
aus einem Elektromotor mit Ruhrwelle, Kontaktthermometer, zwei Tauchsiedern
(mit einer Leistung von zusammen 1400 Watt) und einem Vertikal-Quecksilberrelais
zur Ein- und Ausschaltung des Stromes fiir den Motor und die beiden Tauchsieder.
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h) Uerwendete Lisungsmatiel

Als Losungsmittel fiir die Extraktion wurden Petrolather, Hexan und Pen-
tan verwendet. Die meisten Extraktionen wurden schliesslich aber nur noch
mit Pentan vorgenommen, da dieses Losungsmittel etwas weniger Begleitstoffe
zu extrahieren schien.

Alle Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch noch mindestens einmal
nachdestilliert.

Fir die Extraktion selbst wurden durch den Kiihler jeweilen soviel Losungs-
mittel geleert, bis die Verdampfungskolben, in die man zuvor etwas Bimsstein-
pulver oder kleine Glasperlen gegeben hatte, mindestens zur Halfte gefullt
waren (pro 750 ml-Kolben 400—500 ml Losungsmittel).

c) Extraktionsdauer

Die Dauer der Extraktion betrug durchschnittlich 6—8 Stunden.

d) Uorbereitung des Pflanzenmaterials zur Extraktion mit Pentan

Wir versuchten alles Material, so die verschiedenen Friichte und Gemuse,
ohne jegliche Vorbehandlung direkt zu extrahieren. Dabei mussten wir nattrlich
speziell auf den ausserordentlichen Wassergehalt Riicksicht nehmen, damit es
einerseits bei zuckerreichen Friichten nicht zu einem Zusammenkleben und
Verstopfen in der Hiilse fihrte (wodurch das Pentan nicht mehr durch den
gelochten Hilsenboden in den Verdampfungskolben zurtickfliessen konnte) und
damit anderseits nicht grosse Mengen Wasser (hauptsachlich bei Gringemise
wie Salat, Spinat usw.) durch die Hilse in den Verdampfungskolben abflossen.

Diesem Umstand sind wir folgendermassen begegnet: In die Extraktions-
hiilse wurde auf den durchlochten Boden ein Rundfilter gelegt und eine etwa
4—5 cm hohe Schicht wasserfreies Natriumsulfat daraufgegeben. Dies gentigte
bereits, um bei einem grossen Teil des zu extrahierenden Materiales den Haupt-
teil des abfliessenden Wassers in der Natriumsulfatschicht zurtickzuhalten. War
trotzdem noch etwas Wasser in den Verdampfungskolben abgeflossen, konnte
es nach beendeter Extraktion leicht in einem Scheidetrichter abgetrennt werden.

Bei Material, das nebst einem hohen Wassergehalt noch reichliche Mengen
Zucker enthielt, wie Aprikosen, Erdbeeren, Pfirsiche usw., gentigte eine einzelne
Natriumsulfatschicht nicht mehr, sondern es musste noch eine zweite, ca. 3—4
cm hohe Schicht in der Mitte der Hiilse, d.h. zwischen dem eigentlichen Ex-
traktionsgut, eingeschaltet werden, wobei das Natriumsulfat zwischen zwei
Rundfilter eingebettet wurde. Mit dieser Anordnung in der Hiilse gelang es
uns, samtliches Material reibungslos zu extrahieren, ohne dass diese dabei ver-
stopft wurde. :

Mit nur einer Natriumsulfatschicht, direkt auf dem Hilsenboden, kam es
vielfach, namentlich bei Friichten, vor, dass das locker eingefiillte Material im
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Laufe der Extraktion immer mehr zusammensank und der austretende sirup-
artige Fruchtsaft das Durchlaufen des Pentans verunmaglichte.
Das Extraktionsgut selbst wurde vor dem Einfiillen in die Hiilsen mit einem
Messer zerkleinert, wobei folgendermassen vorgegangen wurde:

1. Friichte

160

Aepfel
(1 Na-Sulfatschicht)

Birnen

Aprikosen, Pfirsiche,
Zwetschgen, Erd-
beeren usw.

(2 Schichten) -

Kirschen
(2 Schichten)

Gemiise

Grunsalat

(1 Schicht)
Spinat (1 Schicht)

Blumenkohl
(1 Schicht)

Tomaten

(2 Schichten)

Kartoffeln
(1 Schicht)

Die Aepfel wurden geschilt, wobei die Schalen so
dick geschnitten wurden, dass ihnen noch ca. 2—3
mm Fruchtfleisch anhaftete. Das gesamte Schalen-
material wurde alsdann in kleinere Sticke von ca.
0,5—2 cm Kantenlinge zerschnitten.

Analog wie Aepfel behandelt.

Die Frichte wurden entzweigeschnitten, sofern sie
Steine enthielten diese entfernt, und beide Halften
in wirfelférmige Stiicke von ca. 1—2 c¢cm Kanten-
linge zerschnitten.

Die Kirschen wurden so weit eingeschnitten, bis die
Steine daraus entfernt werden konnten, sonst aber
ohne weitere Zerkleinerung extrahiert.

Die griinen Blitter wurden zuerst in feine Streifen
und diese nochmals in «Platzchen» zerschnitten.

Analog wie Griinsalat behandelt.

Die einzelnen Kopfchen wurden ohne Stengelmate-
rial und Blatter mit den Héanden zerbrockelt.

Die Tomaten wurden entzweigeschnitten, das weiche
gallertige und kernenhaltige Fruchtfleisch entfernt
und die Schalen in kleine wirfelférmige Stiicke zer-
kleinert.

Die ganzen Kartoffeln wurden in Wiirfelchen auf-
geteilt.

Das nach der vorstehenden Tabelle zerkleinerte Material wurde auf einer
Tarierwaage gewogen und mit einer bzw. zwei Natriumsulfatschichten in die
Extraktionshtilsen eingefiillt.

Bei unseren Testversuchen wurden die einzelnen Insektizide auf das Pflan-
zenmaterial in der Extraktionshiilse gegeben, indem man mit einer Pipette
bekannte Mengen der in den verschiedenen Losungsmitteln gelésten Substanzen
auftropfte.
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¢) Das Problem der Uortrocknung

Die von uns gewahlte Extraktionsweise warf unter anderem auch die Frage
auf, ob die Extraktion des Pflanzenmateriales ohne irgendeine Vorbehandlung
als vollstindig angesprochen werden diirfe oder ob eine Vorbehandlung, speziell
ein vorheriger Wasserentzug, ein besseres Eindringen des Losungsmittels in das
zu extrahierende Material und damit eine vollkommenere Extraktion gewahr-
leiste.

Ueber das Eindringungsvermdigen bzw. die Lokalisationsstellen der unter-
suchten Insektizide in Pflanzen und Frichte ist bis heute sehr wenig bekannt
geworden. Man darf aber nicht von vorneherein annehmen, die Kontakt-
insektizide, als nicht ionogene Substanzen, seien nicht imstande, tiefer in die
stark wasserhaltigen Pflanzengewebe einzudringen. Geschmacks- und Geruchs-
beeintrachtigungen von Ackertriichten und Gemisen, speziell bei Kartotfeln
und bei Milch (siehe P. Kdstli 1956), lassen darautf schliessen, dass die Kontakt-
insektizide auch tiefer in die wasserigen Phasen von Friichten und Pflanzen-
geweben einzudringen vermogen. Auch die Frage des Transportes mit dem
Saftstrom ist noch nicht geklart.

Einem Bericht von Gunther und Blinn ®) entnehmen wir in diesem Zusam-
menhange folgendes:

«Gunther, Barnes und Carman («Removal of DDT and Parathion residues from
Apples, Pears, Lemons and Oranges», Adv. Chem. Series 1, 137—142 (1950)) geben
folgende Definitionen:

«extrasurface residues» sind Riickstinde, die an einer Wachsoberfliche oder Kuti-
kula eines Pflanzenteils anhaften,

«cuticular residues» sind Riuckstiande, die in der Wachskutikula eines Pflanzenteiles
eingelagert oder gelost sind,

«subcuticular residues» sind Riickstinde, die in einem Pflanzenteil unter die Kuti-
kularschicht eindringen, wie in das «intracarp» oder «pomace» eines Apfels oder
in das «albedo» einer Citrusfrucht.

Die gleichen Autoren definieren weiter:

«harvest residues» sind Riickstande, die zur normalen Erntezeit vorhanden sind,
«postharvest residues» sind Riickstinde, die sich zu beliebiger Zeit nach der Ernte
und vor dem Genuss oder vor einem anderen endgultigen Verbrauch auf oder in der
Frucht befinden (z.B. Lageridpfel),.

«terminal residues» sind Riickstinde, die zur Zeit des Verbrauches vorhanden sind,
unabhdngig von der Verarbeitungsform, d.h. ob direkt zum Genuss bereit (wie Tafel-
obst), ob in Buchsen, getrocknet, gefroren (tiefgekiihlt) oder gekocht.
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Tabelle 1

Lindringungsgrad von Insektiziden in die Schalen von «gescheuerten»
retfen Ualencia-Orangen

Approx. Schalenriickstand in p.p.m.
Insektizid
1/a Tag 1 Tag 1 Woche 1 Monat

pp-DDT Spur Spur 1 20
Parathion 3 4 4 a
Aramit 1/2 1/2 2 1
Dieldrin /2 1/2 3 2
Systox Spur Spur 0,2 0,2
Schradan 3 7 6 5

«In der vorstehend angefiithrten Tabelle 1 sind zum Vergleich Daten tber
Versuche des Eindringungsvermogens verschiedener Insektizide in reife Va-
lencia-Orangen zusammengestellt. Diese Zahlen kénnen auf keine Verwandt-
schaft zwischen den verschiedenen Insektiziden hinweisen, da Dosierung und
Anwendungszeit variierten.

Ueber ahnliche Versuche an einer grossen Anzahl von Pflanzen und Frich-
ten mit wachs- oder olhaltiger Kutikula oder Fleisch berichten auch andere
Autoren, deren Ergebnis die Vermutung, die Insektizide konnten in wesent-
lichen Mengen in die Friichte eindringen, rechtfertigen. Es lasst sich jedenfalls
voraussagen, dass wasserige und diinnhdutige Friichte wie Weintrauben oder
Tomaten fiir diese Art des Eindringens ungiinstig sind. Das Eindringen beruht
letztlich auf der vorziiglichen Loslichkeit der Insektizide in lipoid- oder wachs-
ahnlichen Komponenten der Kutikular- oder anstossender Schichten. Dies
scheint die wahrscheinlichste Erklarung fir den Mechanismus zu sein, der den
nicht ionisierten Insektiziden das Eindringen und den Transport in die kutiku-
laren und subkutikularen Regionen eines Pflanzenteils gestattet. Die Atmung
oder andere denkbare Prozesse dhnlicher Art diirfen als anfingliche Eintritts-
moglichkeiten nicht ausser acht gelassen werden, was z.B. durch Geschmacks-
beeintrachtigungen im Fleisch von Aepfeln und Kartoffeln belegt wird, die
durch HCH und dessen Verwandte oder durch Wanderung einiger organischer
Phosphate mit dem Saftstrom in alle wachsenden Pflanzenteile hervorgerufen
wurden.

Diese Ueberlegungen zeigen, dass der Zeitpunkt der Ernte der Friichte fir
die Riickstandbestimmung von Wichtigkeit sein und deren Zuverlassigkeit be-
grenzen kann. Zudem ist es wichtig, das Verhalten des Insektizides beim Ein-
dringen genau zu studieren. Wenn nur die Verhiltnisse zur Zeit der Ernte
(harvest residues), zu beliebiger Zeit nach der Ernte (postharvest residues) oder
unmittelbar vor dem Konsum (terminal residues) festgestellt werden, bleiben
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die vorstehend gemachten Angaben weitgehend ohne praktischen Wert. Diese
Ueberlegungen werden aber dann massgebend, wenn es gilt, die notige Zeit
festzustellen, bis sich ein gegebener Riickstand auf ein unschiddliches Mass
vermindert hat. Um den Verlauf des Abbaues eines Insektizides feststellen zu
konnen, bleibt bis zu dessen Abklarung die Zeitwahl der Ernte als Kriterium.»

Dem Umstand, dass die Insektizide nicht nur auf der Pflanzenoberflache
lokalisiert sind, sondern auch in das Innere einzudringen vermogen, versuchten
wir bei der Extraktion dadurch Rechnung zu tragen, dass wir nach Moglichkeit
ganze Friuchte verarbeiteten oder, wenn das nicht moglich war, wie z.B. bei
Aepfeln oder Birnen, die Friichte schalten, wobei darauf geachtet wurde, nicht
nur die Schale, sondern auch das angrenzende Fruchtfleisch etwa 2—3 mm dick
zur Extraktion zu bringen (siehe Zerkleinerung des Pflanzenmateriales).

Ob und wie weit dabei das tiberall im Pflanzengewebe verteilte Wasser
gegeniiber dem organischen Losungsmittel eine abstossende Wirkung im Sinne
einer unvollstindigen Extraktion aller dieser nicht ionogenen Insektizide aus-
iibt, musste durch vergleichende Untersuchungen an zuvor teilweise oder vollig
entwassertem Material abgeklart werden.

Eigene Uersuche

Um tber die aufgeworfenen Fragen Aufschluss zu erhalten, wurden Ver-
suche durchgefithrt, bei denen gleiche Frischmengen von Obst und Gemiisen
einerseits frisch und anderseits erst nach einer Vortrocknung extrahiert wurden.
Die Rohextraktmengen wurden gewogen und verglichen.

Die Untersuchungen wurden mit Friichten und Gemiisen verschiedenen
Wassergehaltes durchgefithrt (Tomaten, Bohnen, Salat, Apfelschalen). Die
Extraktion geschah nach den vorhin beschriebenen Methoden.

Vorgetrocknet wurde im Labortrockenschrank wihrend 12 Stunden bei 105°.
Nur beim Salat konnte in dieser Zeit eine vollige Austrocknung, d.h. das
Trockengewicht erreicht werden. Die tbrigen Friichte und Gemiise enthielten
immer noch geringe Mengen Wasser. Die bei diesem Prozess «abgedampften»
Wassermengen gehen aus Tabelle 2 hervor.

Bei der Extraktion des vorgetrockneten Materiales wurde darauf geachtet,
die gleichen dusseren Bedingungen einzuhalten wie bei der Extraktion des
frischen Materiales, speziell hinsichtlich der Extraktionszeit von 6 Stunden.
Auf Grund friherer Versuche durfte angenommen werden, dass eine solche
Extraktionszeit zur volligen Extraktion aller im betreffenden Losungsmittel
loslichen Stoffe ausreicht.

Nach der Extraktion wurden die die Rohextrakte enthaltenden Pentan-
losungen mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, abdestilliert und ge-
wogen.

Auf Grund der am Anfang des Kapitels gemachten Darlegungen konnte
man erwarten, dass sich die Extraktmengen wesentlich voneinander unterschei-
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Tabelle 2
Durch Qortrocknung bedingter Wasserverlust bei verschiedenen
Friichten und Gemiisen

Wasserverlust in %0 des Frischgewichtes
nach Stunden Vortrocknung

2 5 8 10 12
Salat 31,5 64 93,9 95.3 95,3
Tomaten 14 43,2 60,5 69.8 73,3
Bohnen 7,2 41,1 65,2 75,6 80
Apfelschalen 236 48 74,8 82 85,2
Apfelschalen 20,7 47.8 68,8 79,6 83,7
Apfelschalen 18,2 45.8 63,7 75 81,2
Apfelschalen 19.6 69,2 78,8 82,5
Apfelschalen 21,2 65.4 75 79,8

den werden. wenn das sich in den Geweben befindliche Wasser das Losungs-
mittel wirklich am Eindringen hindert und eine vollstindige Extraktion des-
wegen verunmoglicht. Ist dies hingegen nicht der Fall, muss man darauf
schliessen, dass das in den Geweben enthaltene Wasser das Losungsmittel bei
der Extraktion nicht hindert.

Die gewogenen Rohextrakte sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3

Rohextraktmengen nach Extraktion von frischem
und vorgetrocknetem Pflanzenmaterial

Rohextrakt in mg
frisch extrahiert nach Vortrocknung
Salat 83,1 86,0
Tomaten 17,5 28,8
Bohnen 59.8 57.8
Apfelschalen 3824 . 4940
Apfelschalen 570,6 482 4
Apfelschalen 439.3 397,5
Apfelschalen 5349 430,0
Apfelschalen 354,6 440.8

Aus den Vergleichszahlen ergibt sich. dass die Unterschiede zwischen den
beiden Rohextrakten nicht wesentlich sind, besonders wenn man bei den Werten
fir die Apfelschalen die durch das Material bedingten grossen Schwankungen
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innerhalb einer gleichbehandelten Gruppe in Betracht zieht. Bildet man aus den
Werten, die fiir die Apfelschalen gewonnen wurden, die Mittelwerte, so ergibt
sich fiir die Extraktion von frischem Material 456,3 mg und fiir vorgetrocknetes
Material 448,9 mg bei einer Einwaage von 240 g frischen Apfelschalen. Diese
Zahlen deuten nicht darauf hin, dass die Vortrocknung die gewiinschte Wirkung
hat. Das Losungsmittel scheint wasserhaltiges I'rischgewebe bei geniigend langer
Extraktionszeit ebensogut zu extrahieren wie vorgetrocknetes Pflanzengewebe.

Eine andere Frage im Zusammenhange mit der Vortrocknung ist das Ver-
halten der Insektizide bei hohen Temperaturen. Um auch hiertiber Klarheit zu
erhalten, wurden die acht bearbeiteten Insektizide tiber mehrere Stunden bei
105" gehalten und zu verschiedenen Zeiten Proben zur Bestimmung genommen.
Es zeigte sich dabei, dass durch Hitze allein kaum Verluste durch Verflichti-
gung entstehen, so dass bei einer Anfangsmenge von 50 Gamma Insektizid auch
nach 12 Stunden noch geniigend Substanz vorhanden war, um einen einwand-
freien qualitativen Nachweis zu ermoglichen.

9. Reinigung der gewonnenen Exirakte

Bevor mit der eigentlichen Aufarbeitung der Extraktlésung begonnen wird,
teilt man diese in drei aliquote Teile.

Den ersten und den zweiten Teil der Extraktlosung zieht man zu einer je-
weils separaten Reinigung heran, je nachdem, ob anschliessend auf die Gruppe
der chlorierten Kohlenwasserstoffe oder die Gruppe der Phosphorsaureester-
verbindungen gepruft werden soll. ’

Der dritte Teil der Losung kann entweder als Reservel6sung betrachtet
werden, auf die man im Falle einer zu wiederholenden Bestimmung zurtck-
greifen wird, oder aber, sofern das Papierchromatogramm die Anwesenheit
‘eines Insektizidriickstandes zu erkennen gibt, zu einer mehr oder weniger
quantitativen Bestimmung desselben mit Hilfe einer spezifischen Methode Ver-
wendung finden.

Hat man gentigend Extraktionsapparaturen zur Verfiigung, so kann man
selbstverstandlich auch so vorgehen, dass man an Stelle der Aufteilung der
Extrakte drei Extraktlosungen mit Hilfe der entsprechenden Apparaturen her-
stellt.

Der Vorteil der Anwendung mehrerer Apparaturen fir die Extraktion
desselben Stoffes ergibt sich ohne weiteres aus der Menge des zu extrahierenden
Materiales, bzw. der damit verbundenen Anreicherung eventuell vorhandener
Insektizidriickstande.

Die Aufarbeitung der Extrakte im Hinblick auf den anschliessenden Nach-
weis der beiden Insektizidgruppen wurde wiederum in einzelne Arbeitsginge
unterteilt.
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Dabei sind die einzuschlagenden Reinigungsverfahren weitgehend abhangig
von dem Gehalt der Extraktionsrickstande an Pflanzenwachsen, Fetten, Oeclen,
Lipoiden und lipoidahnlichen Substanzen.

Im folgenden ist zuerst eine Zusammenstellung der einzelnen Arbeitsgiange
angegeben, die je nach der Art des extrahierten Materiales bzw. des daraus
resultierenden Extraktes alle durchlaufen werden missen oder zum Teil auch
weggelassen werden konnen.

A. Aufarbeitung der Extraktriickstande fiir den Nachweis

chlorierter Kohlenwasserstoffe
Reagentien:

l. Pentan (n-Pentanum depuratum), doppelt destilliert, vom Siedepunkt von 32-—340.
Es wird beim Nachdestillieren nur die Fraktion von 32—34% aufgefangen.
Aether, peroxydfrei, doppelt destilliert tiber trockenem Chlorcalcium unter Ver-
werfung der letzten Milliliter.
3. Acetonitril, Methylcyanid CH3CN, Sdp. 79,5—819.
Lieferant: Fluka AG, Buchs (St.Gallen).
Die Handelsware wird mindestens zweimal nachdestilliert (aus einem Oelbad),
wobei nur die dem angegebenen Siedeintervall entsprechende Fraktion verwendet
werden soll.
4. Aceton, einmal nachdestilliert unter Verwerfung der letzten Milliliter.
5. Isopropylalkohol.

6. Natriumsulfat, wasserfrei (geméss Ph. H. V.), 2 Stunden bei 130° nachgetrocknet.

7. Aluminiumoxyd (Merck) zur chromatographischen Adsorptionsanalyse nach Brock-
mann. (Wenn moglich soll das Aluminium zwecks einer maximalen Aktivierung
zusatzlich noch wahrend 24 Stunden bei 130° unter Vakuum, erzeugt durch eine
laufend betriebene Wasserstrahlpumpe, erhitzt werden.)

8. Rauchende konzentrierte Schwefelsiure, bestehend aus einer Mischung von jeweilen
25 ml Oleum (66 %) und 175 ml konz. Schwefelsaure (d = 1.84). Die Sduremischung
wird vor dem Gebrauch zur Extraktreinigung mit Pentan ausgeschuttelt (300 ml
Pentan auf 40 ml Séaure).

9. Natronlauge, 2°/vige wasserige Losung.

10. Trockeneis.

1o

Die Nachdestillation der Losungsmittel 1, 2 und 4 soll mit einem Kolonnenaufsatz
(z.B. Spiralkolonne von ca. 40 cm Lange oder mit Raschigringen gefiillte Kolonne) vor-
genommen werden. Hingegen wurde fir das Losungsmittel 3 ein gewohnlicher Destillier-
kolben ohne Aufsatz verwendet.

Die Nachdestillation der obgenannten Losungsmittel muss unbedingt durch-
gefihrt werden, wenn man von unliebsamen Ueberraschungen verschont blei-
ben will. :

Das Losungsmittel mit dem gelosten Extrakt, wie es nach dem Extraktions-
vorgang anfallt, wird zuerst mit etwas Natriumsulfat durchgeschittelt und
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durch ein Faltenfilter filtriert. Sollte in den Verdampfungskolben trotz der
Natriumsulfatschicht (in der Extraktionshiilse) etwas Wasser abgetlossen sein,
trennt man dieses vorgingig in einem Scheidetrichter ab oder dekantiert das
Pentan ab. In einem 200 ml-Rundstehkolben wird das gesamte Losungsmittel
auf einem Wasserbade portionenweise abdestilliert und der Riickstand wahrend
einiger Minuten bei 105° getrocknet.

la. Reinigung mit Acetonitril

Zu dem Riickstand im Rundstehkolben gibt man mit einem Messzylinder
20 ml Acetonitril und stellt den Kolben erneut auf ein Wasserbad. Wenn das
Losungsmittel anfidngt zu sieden, schwenkt man den Kolben so lange um, bis
der gesamte Riickstand moglichst in Losung gegangen ist. Dann wird der
Kolben vom Wasserbade entfernt und so lange unter fliessendem kaltem Wasser
abgekiihlt, bis der Inhalt ungefahr die Wassertemperatur angenommen hat. Ist
dies der Fall, filtriert man die Losung durch ein Faltenfilter in einen zweiten
200 ml-Rundstehkolben. In den ersten Kolben gibt man weitere 15 ml Aceto-
nitril, stellt wiederum auf das Wasserbad, kithlt ab und filtriert. Der ganze
Vorgang wird anschliessend nochmals mit weiteren 15 ml und dann 10 ml
Acetonitril wiederholt. Nach der Filtration der letzten 10 ml wird das gesamte
Acetonitrilfiltrat in einem Oel- oder Glycerinbad dE‘StlllICI‘t und der Riickstand
einige Minuten bei 105° getrocknet.

[la. Reinigung durch Ausfrieren in einer Kaltebadmaschung
von Trockeneis und Isopropylalkohol

Diese Reinigung ist hauptsdachlich dann anzuwenden, wenn viele Pflanzen-
wachse zugegen sind. Eine dementsprechende Vorprifung kann folgendermassen
gemacht werden:

Die von der Extraktion anfallende Losung wird nur auf 5—10 ml konzen-
triert (anstatt alles Losungsmittel abzudestillieren). Den Kolben mit diesen
5—10 ml kihlt man unter fliessendem, kaltem Wasser ab. Scheidet sich dabei
ein grosserer voluminoser Niederschlag ab, sind wesentliche Mengen an Wach-
sen zugegen, die nach der folgenden Methode abzutrennen sind:

Die Extraktlosung wird mit Pentan auf 20 ml verdinnt und in ein Kaltebad,
bestehend aus einer Trockeneis-Isopropylalkohol-Mischung, gestellt. Gleich-
zeitig stellt man in das Kiltebad einen mit ca. 50 ml Pentan gefiillten Erlen-
meyerkolben. Hat die Extraktlosung eine Temperatur von — 30° (Kontrolle mit
einem Thermometer) erreicht, wird sie durch ein Faltenfilter, das zuvor mit
ebenfalls auf — 30° gekiihltem Pentan ausgewaschen wurde, filtriert. Der
Kolben, in dem die Extraktlosung abgekithlt wurde, wird dreimal mit je
5—10 ml gekihlten Pentans nachgespiilt und dieses Pentan ebenfalls filtriert.
Das gesamte Filtrat wird anschliessend auf dem Wasserbad abdestilliert.
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Bemerkungen zu den Filtrationen sub Ia und Ila:

Hat sich in dem Faltenfilter ein voluminoser Niederschlag angesammelt
(wie dies zum Beispiel bei einem Apfelextrakt der Fall ist), ist nach dem Pas-
sieren der letzten Losungsmittelanteile das Faltenfilter gegen eine Seite hin
mit einer Pincette so zusammenzulegen, dass durch Anpressen des Filters mit
einem breiten Spatel an die Glaswand des Trichters die Hauptmenge des vom
Niederschlag noch eingeschlossenen Losungsmittels ebenfalls zum Abfliessen
gebracht wird.

- Der unter Ila angegebene Vorgang soll dabei moglichst schnell geschehen,
um eine grossere Erwdarmung bei dem Filtrationsprozess durch lingeres Stehen
zu vermeiden.

Illa. Reinigung durch Ausschiitteln mit rauchender
konzentrierter Schwefelsdure

Den Ruckstand (Extraktionsrickstand oder Riickstand der Reinigung Ia
oder Ila) lost man durch Erwdrmen auf einem Wasserbad in insgesamt 300 ml
Pentan, welche in einen 1000 ml-Scheidetrichter gegossen werden. Man kihlt
ab. Dazu lasst man langsam unter stindigem Umschwenken des Trichters 40 ml
der Sduremischung zufliessen, wobei sich das Pentan hochstens ganz wenig
erwarmen soll (Kontrolle durch Anfassen des Trichters mit der Hand). Nun
verschliesst man deft Trichter durch Aufsetzen eines eingeschliffenen Glas-
stopsels (keine Gummistopfen verwenden) und schuttelt wihrend 5 Minuten
kriftig durch. Um eine saubere Trennung der Schichten zu erhalten, ldsst man
den Trichter mehrere Stunden stehen (am besten iiber Nacht). Bei extraktarmen
Rickstanden kann die Schichtentrennung innerhalb kurzer Zeit erfolgen, was
nattrlich ein sofortiges Weiterarbeiten erlaubt. Nach erfolgter Trennung der
beiden Phasen wird die untere, meist braunrot verfdarbte Schicht scharf ab-
getrennt und die uberstehende Pentanlosung zweimal mit 50 ml 2%iger Natron-
lauge und zweimal mit 50 ml destilliertem Wasser gewaschen. Dann schiittelt
man die Pentanlésung noch mit etwas Natriumsulfat durch, filtriert und de-
stilliert das Losunqsmlttel auf dem Wasserbade ab.

IVa. Doppelte Siurebehandlung

Konzentrierte, stark eiweisshaltige Extrakte von mengenmassig grossen Pro-
ben reagieren so heftig mit der Saure, dass eine Modifikation der Methode Illa
notig ist.

Der Extrakt wird mit Pentan w1ederum auf ein Volumen von 300 ml
gebracht und in ein Kaltebad von Trockeneis-Isopropylalkohol gestellt. Dann
figt man langsam und tropfenweise 30 ml Sduremischung zu, was einen Zeit-
raum von ungefahr 5 Minuten beanspruchen soll, und rihrt mit Hilfe eines
Rithrwerkes dauernd um. Die Mischung wird dann vom Kiihlbad entfernt und
so lange stehen gelassen, bis sie ungefdhr die Raumtemperatur angenommen

168



hat. Dann wird die Ldsung in einen 1000 ml-Scheidetrichter umgefillt. Die
Saure wird nach ca. 8 Stunden abgelassen und die Pentanschicht mit weiteren
40 ml Sdure behandelt, wie es in der Methode [11a beschrieben ist.

Va. Remnigung durch Séiulenchromatographie mit Pentan
und Extraktion der Wirkstoffe mit Aether

Das von uns verwendete Chromatographierohr ist in Abbildung 4 wieder-
gegeben.

Zusatzlich wird noch eine Stickstoffbombe mit Reduzierventil benatigt.

Ein mit einem Wassermantel versehenes Chromatographierohr wird ca.
5 ¢cm hoch mit Aluminiumoxyd beschickt, mit Pentan bis zu 3/4 gefullt, mit
cinem Gummistopfen verschlossen und so lange hin und her geschiittelt, bis
alles Oxyd vollig suspendiert ist. Anschliessend verbindet man den Kihlmantel
mit einer Wasserleitung und sorgt durch eine standige Wasserzirkulation fiir
eine gute Kithlung des eigentlichen Chromatographierohres. Dann presst man
das Pentan nach Oeffnung des Glashahnens mit Hilfe von Stickstoffgas so weit
durch die Sdule hindurch, bis das Losungsmittel noch einige Millimeter tiber
der Oberfliche des Aluminiumoxyds steht. Den Riickstand der Acetonitril-
behandlung Ia oder einer der Sdurebehandlungen IIla oder IVa lost man in
20 ml Pentan, notigenfalls durch schwaches Erwarmen, und giesst dieses vor-
sichtig, ohne das Aluminiumoxyd dabei aufzuwirbeln, in das Rohr. Nach der
erneuten Verbindung des Rohres mit der Stickstoffbombe presst man diese
20 ml bei einem Druck von max. 0,1 Atm. so weit durch die Saule, bis das
Losungsmittel noch ca. 1—2 mm iber dem Aluminiumoxyd steht. Es werden
zweimal je weitere 25 ml Pentan, mit denen zuvor der Kolben, der den Riick-
stand enthielt, ausgesptilt wurde, auf dieselbe Art durch die Saule gepresst.
Nach Zugabe der letzten 25 ml ldsst man die Sidule dann véllig auslaufen.

Nun werden 50 ml Aether in die Saule gegeben, diese erneut mit einem
Gummistopfen verschlossen und so lange geschiittelt, bis alles Aluminiumoxyd
suspendiert ist. Dann wird der Aether mit einem Druck von max. 0,1 Atm. mit
Hilte des Stickstoffgases durch die Saule bis auf deren Oberflache herab ge-
presst. Nach Aufgiessen von weiteren 50 ml Aether und Herstellung der Druck-
verbindung ldasst man die Saule auslaufen.

Die Aethertiltrate werden in einem 200 ml-Rundstehkolben gesammelt und
auf dem Wasserbade abdestilliert.

Der nach den angegebenen Reinigungsverfahren behandelte Extrakt ist nun
bereit, um fir die Papierchromatographie verwendet zu werden.

Bemerkungen zu den Reinigungsverfahren

Ein starres Schema tber die von Fall zu Fall anzuwendenden Reinigungs-
verfahren mdchten wir nicht geben. Die besten Resultate werden sicher dann
erzielt, wenn alle Stufen der Reinigung (und zwar sowohl bei den chlorierten
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Kohlenwasserstoffen als auch bei den Phosphorsidureesterverbindungen) in der
Reihenfolge, wie sie in der vorliegenden Arbeit angegeben sind, durchlaufen
werden. Besonders dem Ungeiibten mochten wir vorschlagen, sich an dieses
Rezept zu halten, da es fiir denjenigen, der auf diesem Gebiete noch keine
Erfahrung hat, nicht leicht sein durfte, auf Grund eines erhaltenen Extraktes
abzuschatzen, wie viele und welche der Reinigungsvertfahren angewendet wer-
den miissen.

Immerhin kann man sich an eine einfache FFaustregel halten, die aussagt:
Je mehr Extraktriickstand vorhanden, um so mehr muss gereinigt werden. Fer-
ner sind immer dann alle Reinigungsverfahren anzuwenden, wenn ein Riick-
stand reich an Fetten, Wachsen, Oelen oder Lipoiden ist, da gerade alle diese
Substanzen eine stark storende Wirkung auf die Papierchromatographie aus-
uben.

Hat man erst einmal einige Versuche vorgenommen, wird man auch bald in
der Lage sein, die zweckmissigsten Reinigungsverfahren selbst zusammen-
stellen zu konnen. Kommt man dabei zum Schlusse, diese oder jene Stufe weg-
zulassen, bedenke man doch immer, dass je reiner der Extrakt ist, um so sauberer
auch das Papierchromatogramm wird.

Trotz diesen zur Vorsicht mahnenden Ueberlegungen mdéchten wir zum
Schluss erwahnen, dass verschiedene Extrakte auch von uns nur mit einzelnen
Reinigungsmethoden aufgearbeitet und dennoch gute Resultate erzielt worden
sind. So wurde zum Beispiel ein Kartoffelextrakt, der auf chlorierte Kohlen-
wasserstoffe geprift wurde, nur mit Acetonitril vorgereinigt und hierauf noch
~ der Sdaulenchromatographie unterworfen.

Zusdtzliche Uersuche
im Zusammenhang mit der Reinigung der Extrakte

.

Ueber das Verhalten der Reinsubstanzen bei der Abkihlung wurden fol-
gende Versuche durchgefuhrt:

Es wurden jeweilen 10 mg Reinsubstanz DDT, Dieldrin, Aldrin und Hexa-
chlorcyclohexan in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben in 20 ml Pentan gelost und
die Kolben in ein Kiltebad, ebenfalls aus einer Trockeneis-Isopropylalkohol-
Mischung bestehend, gestellt. Nachdem die Losungen eine Temperatur von
— 35% angenommen hatten, wurden die Erlenmeyerkolben aus dem Kiltebad
entfernt und daraufhin beobachtet, ob eventuell eine Ausflockung bzw. ein
Niederschlag ausgefallener Substanzen sich gebildet habe. Bei allen vier Lo-
sungen konnte jedoch nur eine schwache Opaleszenz festgestellt werden, die sich
auch mittels Filtration durch ein Faltenfilter nicht beseitigen liess.

Auf Grund dieses Versuches ist also eine Ausflockung der Reinsubstanzen
bei einer auf — 30° abzukiihlenden Pentanlésung, wie dies in dem Reinigungs-
verfahren vorgeschrieben ist, nicht zu befiirchten.
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2.

Dass die Reinigung mit Acetonitril in gewissen Fallen, so vor allem bei
wachsreichen Extrakten, bedeutend weniger wirksam ist als die Reinigung
durch Ausfrieren in einem Kiltebad von — 30° mag aus folgendem Beispiel
ersichtlich sein:

Der Reinigungseffekt der beiden Methoden wurde an Hand von zwei Apfel-
extrakten verglichen, von denen der eine mit Acetonitril, der andere durch
Ausfrieren bei — 30° gereinigt wurde.

Extrakt A: 414 mg Extrakt B: 490 mg

Rickstand nach der Reinigung mit Ruckstand nach der Reinigung durch
Acetonitril: 233 mg Ausfrieren: 208 mg

oder 56,3 */o des urspringlichen oder 42,6 %o des urspriunglichen
Gewichtes. Gewichtes.

Die Ausfrierung ergibt somit einen um rund 14 %o grosseren Reinigungseffekt gegen-
iber der Acetonitril-Behandlung.

Der Riickstand A von 233 mg wurde alsdann ebenfalls noch ausgefroren,
wobei der neue Riickstand nur noch 180 mg betrug, was bezogen auf den Aus-
gangsextrakt 43,5 %0 entspricht und ungefdhr den gleichen Reinigungseffekt
ergibt, wie er nach B erhalten wurde.

Die beiden Riickstande (der filtrierten Losungen) A und B nach dem ersten
Ausfrieren wurden anschliessend wieder in 20 ml Pentan geldst und auf — 30°
abgekiihlt. Dabei stellte sich nochmals eine Tribung der Loésungen sowie eine
geringe Ausflockung ein.

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, dass es bei stark wachshaltigen Extrak-
ten (wie z.B. Apfelextrakten) sogar vorteilhaft sein diirfte, die Ausfrierung ein
zweites Mal zu wiederholen, um moglichst viel dieser unerwiinschten Begleit-
substanzen zu entfernen. :

Im Falle einer zweiten Ausfrierung ist der Riickstand der ersten allerdings
nur noch in 10 ml Pentan zu lésen, auf — 30° abzukiihlen und analog wie schon
beschrieben weiterzubehandeln. Zum Nachwaschen sollen jeweilen bloss 3—5
ml Pentan (— 30°) verwendet werden.

B. Aufarbeitung der Extraktriickstande fiir den Nachweis
von Phosphorsdureesterverbindungen

Zur Aufarbeitung von phosphorsdureesterhaltigen Rohextrakten wurde eine
Methodik entwickelt, die es erlaubt, je nach Natur und Menge der unerwtinsch-
ten Extraktstoffe, die eine oder andere Stufe wegzulassen. Es ist namlich zur
Vermeidung von durch die Methode bedingten Substanzverlusten sehr wiin-
schenswert, die ganze Aufarbeitung eines Extraktes auf ein Minimum an
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Arbeitsgangen zu beschranken. Der am Schluss tbrig bleibende Extrakt soll
aber auch hier so rein sein, dass er mittels Papierchromatographie einwandfrei
bestimmt werden kann.

Reagentien:
I. Die Losungsmittel Aether. Acetonitril. Pentan sowie Alwminiumoxyd und wasser-
freies Natriumsulfat wurden nach der unter A angegebenen Methode vorbereitet.
2. Reine konzentrierte Salzsiure, 25 ".

[b. Reinigung mal Acetonitril

Die Reinigung mit Acetonitril wird wie bereits unter Ia beschrieben vor-
genommen.

I1b. Reinigung durch Ausschiitieln mit einem Zweiphasensystem
Acetonitril-Pentan

In einen 500 ml-Scheidetrichter werden 250 ml Pentan und in einen 250 ml-
Scheidetrichter 100 ml Pentan eingefullt. Das nach Ib erhaltene und auf 60 ml
ergianzte Acetonitrilfiltrat wird in den 250 ml Pentan enthaltenden Scheide-
trichter gegeben und etwa 5 Minuten kriftig geschiittelt. Nach Abtrennen der
Schichten lasst man die untere Phase (Acetonitril) in den 100 ml Pentan ent-
haltenden Scheidetrichter ablaufen und schiittelt diesen noch einmal 5 Minuten
kraftig durch. Das Acetonitril lasst man nach deutlicher Abtrennung der
Schichten in einen 200 ml-Erlenmeyerkolben ablaufen, der bei 150 ml eine
Marke tragt.

Bei diesem Vorgang gehen vor allem die pflanzlichen Farbstoffe in das
Pentan tber. Nach Jones und Riddick 8) extrahiert Acetonitril in diesem Zwei-
phasensystem selektiv organische Insektizide aus einem mit thm «unmisch-
baren» Losungsmittel, sofern das Acetonitril gegentiber dem Insektizid ein
besseres Losungsvermogen aufweist als das andere Losungsmittel.

Um die im Pentan noch enthaltene Wirksubstanz ebenfalls zu erhalten,
werden in den 250 ml Pentan enthaltenden Scheidetrichter erneut 30 ml
Acetonitril gegeben und kriftig ausgeschiittelt. Nach Trennung der Schichten
lasst man das Acetonitril in den 100 ml Pentan enthaltenden Scheidetrichter
ablaufen, schuttelt diesen wiederum aus, ldasst die Schichten abtrennen und
vereinigt die Acetonitrilfraktionen in dem 200 ml-Erlenmeyerkolben. Das
Nachwaschen mit 30 ml Acetonitril muss noch zweimal wiederholt werden, um
alle Wirksubstanz moglichst gut aus dem Pentan zu extrahieren.

In den Kolben mit den vereinigten Acetonitrilfraktionen, die noch etwas
Pentan enthalten, was aus dem mehr als 150 ml betragenden Volumen hervor-
geht, gibt man etwas Bimsstein und dampft das darin enthaltene Pentan auf
dem Wasserbade ab, bis die Flussigkeitsoberflaiche die Marke 150 ml erreicht.
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[11h. Reinigung der vereinigten Acetonitrilfraktionen
durch Sdulenchromatographie

Vorbereitung der Sidule: In ein Chromatographierohr ohne Filterplatte
(Pyrex, 280 mm lang, Innendurchmesser 20 mm) fiillt man nach Einbringen
eines kleinen Wattebausches unten ins Rohr etwa 20—30 ml Acetonitril ein und
gibt dann langsam in feinem Strahl 10—15 g Aluminiumoxyd zu. Dabei ist
darauf zu achten, dass das Aluminiumoxyd moglichst nicht an den Glaswanden
des Rohres hangen bleibt, sondern sich fein im Acetonitril verteilt. Sollte doch
etwas Aluminiumoxyd an den Winden haften bleiben, so ist es mit Acetonitril
herunterzuwaschen. Ferner muss beim Einfiillen des Oxydes peinlichst vermie-
den werden, dass sich in der entstehenden Schicht Luftblasen oder Kanale
bilden, welche die Chromatographie storen. Dann ldasst man das uberschiissige
Acetonitril bis 1 mm Uber die Aluminiumoxydoberfliche ablaufen.

Chromatographie: Auf die so praparierte Sdaule gibt man nun das abgekiihlte
Acetonitril aus dem Erlenmeyerkolben und ladsst es langsam durchtropten. Die
noch vorhandenen pflanzlichen Farbstoffe, sowie Oel- oder Fettanteile bleiben
am Aluminiumoxyd hangen. Es muss bei diesem Vorgang vermieden werden,
dass die Sdule «trocken» lduft. Das Acetonitril wird in einem 300 ml-Erlen-
meyerkolben aufgefangen. Sobald alles extrakthaltige Acetonitril durchgelaufen
ist, d.h. wenn dessen Oberflache diejenige des Sdauleninhaltes erreicht, wird die
Sdule mit 50 ml Acetonitril nachgewaschen und alles Acetonitril im Erlen-
meyerkolben aufgefangen.

IVb. Ueberfiihrung der im Acetonitril gelosten Insektizide in Pentan

In einen 1000 ml-Scheidetrichter gibt man 500 ml destilliertes Wasser,
10 ml konzentrierte Salzsaure, das extrakthaltige Acetonitril aus I1Ib und mischt
gut durch. Dann fiigt man 100 ml Pentan zu und schiittelt kraftig durch. Infolge
der besseren Loslichkeit der Insektizide in Pentan im Vergleich zur « Acetonitril-
Wasser-Saure-Mischung» gehen diese in die Pentanphase tiber. Nach Abtren-
nen der Schichten lasst man die wasserige Phase in einen zweiten 1000 ml-
Scheidetrichter laufen und schuttelt nochmals mit 100 ml Pentan aus. Die
beiden Pentanfraktionen werden vereinigt, mit etwas wasserfreiem Natrium-
sulfat getrocknet und abdestilliert.

Vb. Reinigung mit Siulenchromatographie und Pentan
und Extraktion der Wirkstoffe mit Aether
Der Ruckstand aus IVb wird nach der in Va beschriebenen Methode chro-
matographiert.
Zusdtzliche Uersuche

Zur Abklarung der Frage, ob die vorstehend beschriebene Aufarbeitungs-
methode auch fiir eine quantitative Bestimmung geeignet sei, wurden spezielle
Versuche durchgefiihrt. Die verschiedenen Stufen der Methode wurden einzeln
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mit je 50 Gamma Substanz geprift, wobei die im: Arbeitsgang verbleibenden
und die ausscheidenden Fraktionen abdestilliert und der Rickstand untersucht
wurde (Pentan in 1Ib und Vb, Acetonitril-Wasser-Saure-Mischung in IVb). Es
zeigte sich dabei, dass sich in den letztgenannten Losungsmitteln immer noch
gewisse Mengen der Insektizide befanden.

Ebenso blieb nach der Chromatographie mit Acetonitril in IIIb noch Sub-
stanz in der Saule hangen, die nur sehr schwer vollig auszuwaschen war, eine
Schwierigkeit, auf die auch Mattson et al.'') hinweisen. Wollte man diese Auf-
arbeitungsmethode quantitativ auswerten, so misste man Verluste in Kauf
nehmen, deren Menge ungewiss ist, besonders beim Arbeiten mit grosseren
Substanzmengen. Auf Grund unserer Erfahrungen liegt ein giinstiger Konzen-
trationsbereich fiir diese Methode bei etwa 100 Gamma Wirksubstanz. Bei
grosseren Mengen (10—100 mal mehr) verandert sich vor allem das Verhalten
an der Aluminiumoxydsaule in IIIb und Vb, und es gehen grossere Mengen
Substanz verloren, die prozentual nicht den Verlusten bei geringen Mengen
entsprechen.

Diese Tatsachen lassen eine quantitative Auswertung der mit unserer Me-
thodik gewonnenen Resultate nur im Sinne einer Abschatzung der Grossen-
ordnung zu.

Zur qualitativen Aufarbeitung mit dem Ziel der papierchromatographischen
Substanzbestimmung eignet sich die Methode gut, da die papierchromatogra-
phische Bestimmung hochempfindlich ist und deshalb auch einige Verluste an
Substanz in Kauf genommen werden kénnen.

Apparatur zum Auftragen von Substanzlosungen auf Papierchromatogramme

(Abbildungen 5. 6 und 7)

Der Grund, warum eine sogenannte Auftragungsapparatur geschaffen wur-
de, geschah aus folgenden Ueberlegungen:

Die gereinigten Extrakte der verschiedenen Pflanzenmaterialien sind nach
dem Abdestillieren der Losungsmittel jeweils auf eine relativ grosse Oberfliache
verteilt. Da aber zum Auftragen auf ein Papierchromatogramm nur sechr kleine
Flussigkeitsmengen von rund 0,01 ml oder weniger angewendet werden diirfen,
weil der aufgetragene Flecken wegen des folgenden Trennungseffektes nicht
grosser als ca. 10 mm im Durchmesser sein soll, geniigen diese Mengen an
Losungsmittel keineswegs, um den gesamten Riickstand in Lésung zu bringen.
Da zum Losen der Extrakte in unserem Falle ferner nur leichtfliichtige orga-
nische Losungsmittel in Frage kommen, sind diese in geringen Mengen meist
wieder verdunstet, bevor sie iiberhaupt zu Papier gebracht worden sind.

Man ist also darauf angewiesen, die Extrakte in einer bedeutend grosseren
Menge Losungsmittel, als dies fiir die Papierchromatographie tiblicherweise der
Fall ist, zu l6sen und auf den Filterpapierbogen aufzutragen. Dieser Umstand
kann hochstens noch dadurch umgangen werden, dass man den Riickstand
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portionenweise auftrigt. indem immer wieder kleine Mengen zum Losen ver-
wendet und diese dann nacheinander aufgetragen werden. Nach diesem Ver-
fahren lassen sich aber Verluste, auch bei sorgfaltigem Arbeiten. nicht ganz
vermeiden, wobei noch zu bedenken ist, dass man es in den meisten Fallen
sowieso nur mit sehr geringen Insektizidriickstanden zu tun haben wird. Zudem
ist das Verfahren mithsam und zeitraubend, besonders wenn immer wieder Ex-
trakte auf Papierbogen aufgetragen werden missen.

Aus diesen Ueberlegungen heraus sind wir dazu ubergegangen, eine Auf-
tragungsapparatur fur relativ grosse Flissigkeitsmengen zu schaffen.

Die Apparatur kann selbstverstindlich nicht nur fiir den vorliegenden Fall
Anwendung finden, sondern auch tberall da gebraucht werden, wo die Auf-
tragungsflissigkeit mit der gelosten Substanz ein mehr oder weniger leicht-
flichtiges organisches Medium darstellt, wie dies in vielen ahnlichen Belangen
der IFall sein durfte.

Ob und wie weit diese Apparatur auch fiir die quantitative Papierchromato-
graphie Verwendung finden kann, musste im einzelnen Falle noch naher ab-
geklart werden.

Uebrigens finden sich auch in dem Einfuhrungswerk von F. Cramer tber
die «Papierchromatographie» (Verlag Chemie, Weinheim 1953) einige analoge
Ueberlegungen, wie wir sie ebenfalls gemacht haben.

Der Autor schreibt:

«Wenn eine Substanzlosung zu verdunnt ist, kann man sie auf dem Papier konzen-
trieren, indem man in zeitlichen Abstanden mehrere Tropfen aufbringt und
zwischendurch immer wieder verdunsten lasst.

Besonders beim quantitativen Nachweis ist es lastig, eine verdunnte Losung von
wenigen ml vor dem Aufbringen noch eindampfen zu mussen. Der einfachste Weg,
das Konzentrieren und Aufbringen zu vereinen, ist folgender: man lisst die Losung
aus einer feinen Pipette nach und nach auf das Papier tropfen und blist gleichzeitig
mit einem Heisslufttrockner (Féhn) an.»

Ganz so einfach liess sich in unserem Falle der Auftragungsvorgang nicht
gestalten, denn die fein ausgezogene Pipettenspitze war bald einmal verstopft,
sei es durch kleinste Verunreinigungen, z.B. in Form eines festen Partikelchens
oder etwas ungeloster Substanz (Wachsriickstande von Pflanzenextrakten), sei
es, dass durch das langsame Auslaufen das Losungsmittel zu rasch verdunstete
und bereits ein Teil der gelosten Substanz an der Auslaufspitze «auskristalli-
sierte».

Aus diesen Grinden wihlten wir ein gewissermassen kontinuierliches Sy-
stem, d.h. ein System, bei dem das Losungsmittel ohne irgendwelche grossere
Unterbrechung (z.B. Tropfenbildung am Pipettenende) auf das Papier fliesst.
Bei der gewihlten Anordnung kann man ruhig eine Pipette mit geniigend
grosser Auslaufspitze verwenden, da die Auslaufgeschwindigkeit ja nicht durch
den Durchmesser der Spitze bestimmt wird. So muss die Spitze nicht moglichst
diinn ausgezogen sein und kann daher praktisch nicht mehr verstopfen.
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Der Verdunstungsvorgang findet zur Hauptsache nur gerade da auf dem
Papier statt, wo die erwarmte Stelle ist. Durch die getroffene Vorrichtung wird
eine umgrenzte Kreisfliche von ca. 8§ mm Durchmesser geheizt. was ungefahr
der idealen Grosse des aufzubringenden Fleckens entspricht. Gleichzeitig lésst
sich durch die unten angebrachte Beleuchtungseinrichtung das Auslaufen des
Losungsmittels auf dem Papier genau verfolgen. Das Blasen mit einem Heiss-
lufttrockner (Fohn) hatte dagegen meistens ein Verblasen bzw. ein Verspritzen
der Tropfen auf dem ganzen Papier zur Folge und war zudem mit dem Nach-
teil behaftet, dass weder Blasdruck noch Temperatur geregelt werden konnten.

Erklarungen zu den Abbildungen 5 und 6

Abbildung 5: Papierbogen mit dem aufgelegten Sperrholzrahmen und den beiden mit
Eisenpulver gefiillten Becherglasern zum Beschweren. Auf dem Papier aufliegend
die Kapillare, die von der Ausflusséffnung der Pipette leicht berthrt wird. Die
Pipette selbst sowie die beiden Hahnen (12 und 13 in Abbildung 7) sind an einem
separaten Stativ befestigt, was ein leichtes Entfernen der ersteren fir das Aufsaugen
der aufzutragenden Flissigkeit ermoglicht. Fir den Auftragungsvorgang wird das
Stativ mit den vorderen beiden «Fussen» direkt auf das Holzgehduse und mit dem
hinteren «Fuss» beispielsweise auf einen entsprechend hohen Holzblock aufgelegt.
Links oben das Alkoholmanometer, bestehend aus dem U-férmig gebogenen Glas-
rohr und dem Gummiverbindungsschlauch zu dem Glasrohr mit dem durchbohrten
Gummistopfen. Die Millimeterskala besteht aus einem Stiick weissen Karton, der
mit Hilfe zweier gleicher Gummibdndchen am Glasrohr befestigt ist.

Abbildung 6: Einblick in das Innere des Holzgehduses: links unten die Ndhmaschinen-
lampe mit dem dartiber rechtwinklig abgebogenen Pyrexglasrohr, rechts unten der
Bunsenbrenner mit Aufsatz, dariber das mit einer Stativklammer befestigte und von
einem Drahtnetz umgebene Pyrexrohr, das zudem am Befestigungspunkt der Klam-
mer mit etwas Asbestschnur umwickelt ist. Die in der oberen rechten Haélfte sicht-
bare, schief befestigte Platte stellt eine Asbestplatte dar, die zur Ableitung der
vom Bunsenbrenner erzeugten Warme dient. Ferner sind alle Holzwinde der rechten
Gehduseinnenseite (von hinten gesehen) mit Asbestplatten ausgelegt. Links oben
ist das ebenfalls mit einer Stativklammer befestigte und in die Oeffnung der Glas-
platte einmiindende zweite, kurze Pyrexrohr sichtbar.

Beschreibung. Bedienung und Testierung der Auftragungsapparatur
" (Abbildungen 7—9)

1. Druckeinstellung

Zuerst wird der Hahn des Wasserstrahlgebldses aufgedreht und mit Hilfe
des Quetschhahnens am Wasserablauf des Geblases (oder auch des Wasser-
hahnens selbst) und des Alkoholmanometers der gewiinschte Druck eingestellt.
Die Ablesung des Druckes erfolgt an der in Millimeter eingeteilten Skala (16)
nach Aufsetzen des unten mit einem durchbohrten Gummistopfen (17) versehe-
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nen Glasrohres (15) auf die Oeffnung in der Glasplatte (8). Dann wird der mit
einem Aufsatz versechene Bunsenbrenner (4) angeziindet (das Zindholz kann
durch die an der Vorderseite des Holzgehduses angebrachte Oeffnung ein-
gefiihrt werden). Die zu beheizende Strecke des Glasrohres (1) ist zum Zwecke
einer besseren Wirmeverteilung mit einem Drahtnetz (2) umgeben; in das
Innere des Glasrohres ist ein aufgerolltes Kupferdrahtnetz (3) eingelegt, um der
passierenden Luft einen gewissen Widerstand entgegenzusetzen und damit fur
eine bessere Erwarmung zu sorgen.

2. Temperaturmessung

In den oberen Teil des Glasrohres (5) figt man genau in die Mitte der
Oeffnung ein Thermometer ein, wobei gerade nur der mit der Hauptmenge des
Quecksilbers gefullte Teil sich im Rohr befinden soll. Durch Regulierung des
Brenners (4) stellt man die gewiinschte Temperatur ein, wobei zu berticksichtigen
ist, dass eine-Temperaturkonstanz erst nach einigen Minuten erreicht wird.
Nun wird nochmals der Druck mit dem Alkoholmanometer kontrolliert.

3. Auftragungsvorgang

Man legt den F 1lterpaplerbogen so auf das Loch in der Glasplatte (8), dass
sich der Auftragungspunkt genau in der Mitte tber dieser Oeffnung befindet.
Durch Einschalten der Lampe (6) (kleine Nahmaschinenlampe) erfolgt die
Beleuchtung des Papierbogens derart, dass sich die Oeffnung der Glasplatte
auf dem Papier durch eine Schattenwirkung genau abzeichnet und somit zu-
gleich die Zentrierung des Auftragungspunktes erleichtert. Jetzt legt man den
kleinen Sperrholzrahmen (9) auf das Papier, so dass der Auftragungspunkt
ungefahr in die Mitte der quadratischen Oeffnung des Rahmens zu liegen
kommt, und beschwert diesen gleichzeitig mit zwei Gewichten. (Als Gewichte
wurden zwei 25 ml-Bechergliaser verwendet, die mit Eisenpulver gefiillt und
“oben mit einer Paraffinschicht abgeschlossen wurden.) Die Kapillare (10) wird
dann mit dem vorne zugeschmolzenen und leicht abgebogenen Teil (Abb. 9b)
auf den Auftragungspunkt gelegt, und zwar so, dass sie nur schwach gegen das
Papier driickt und letzteres durch den Luftdruck etwas gehoben werden kann
(siche Abb. 9a). Die Kapillare selbst ist mit Hilfe eines Korkes (10a), der in
der Mitte entzweigeschnitten und zur Fihrung des Glasrohrchens leicht an-
gekerbt ist, mit einer Stativklammer befestigt.

Das Fillen der Pipette (11, Normalprazisionspipette von 1,00 ml Inhalt)
geschieht durch Aufsaugen der aufzutragenden Flissigkeit, mit Hilfe eines
Gummischlauches (14) bis zur Marke 0, wobei die Hahnen (12a = Glashahn
und 13a = Regulierhahn) geoffnet sein mussen. Hat die Flissigkeit die Marke 0
erreicht, hebt man die Pipette aus der Flissigkeit heraus und saugt noch etwas
weiter, so dass unten in der Pipette ein kleiner, ca. 1—2 cm hoher flussigkeits-
freier Raum entsteht. Dann schliesst man zuerst den Glashahnen (12a) und
anschliessend den Regulierhahnen (13a).
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Nun bringt man die Pipette mit ihrer Spitze ganz leicht in Berthrung mit
der Kapillare (10), offnet den Glashahnen (12a) und dann vorsichtig den Regu-
lierhahnen (13a), so dass die Fliissigkeit wieder langsam auszulaufen beginnt
und der Kapillare entlang bis zum Papier fliesst. (Der flussigkeitsfreie Raum
unten in der Pipette dient als Sicherheitsmassnahme gegen ein plétzliches starkes
Auslaufen der Flissigkeit bei zu schnell geoffnetem Regulierhahnen.) Durch
das leicht kugelférmige Ende der Kapillare (siche Abb. 9b) geschieht das Aut-
saugen der Flissigkeit durch das Papier nicht streng kontinuierlich, sondern
gewissermassen «tropfenweise», indem sich die Flissigkeit zu einem immer
grosser werdenden Tropfen ansammelt, um dann, bei einer bestimmten Tropfen-
grosse, wieder vom Papier aufgesaugt zu werden. Die Fliessgeschwindigkeit soll
so reguliert werden, dass, sobald der aufgesogene Tropfen verdunstet ist, der
nachstfolgende vom Papier aufgenommen wird.

Hat man die Apparatur nach der vorgeschriebenen Methode eingestellt, so
kann sich der Auftragungsvorgang ohne weitere Ueberwachung abwickeln, bis
die gewtinschte Menge Substanz bzw. Flussigkeit aufgetragen ist. Wenn dies der
Fall ist, so kann durch Schliessen der beiden Hahnen der Auftragungsvorgang
unterbrochen werden. :
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Durch Verschiebung des Papieres kann der nichstfolgende Auftragungs-
punkt tiber die Oeffnung in der Glasplatte gebracht werden und nach dem
Wechseln bzw. Erneuern der Flissigkeit in der Pipette der ganze Vorgang
wiederholt werden. (Es empfiehlt sich, vorgiangig jedem neuen Auftragungs-
vorgang, die Kapillaré und die Pipette zuerst mit einem Losungsmittel zu
reinigen.)

4. Testierung der Apparatur

A. fir chlorierte Kohlenwasserstoffe (DDT und HCH)

Vorgangig der Auftragung der einzelnen Extrakte soll die Einstellung der
Apparatur mit Reinsubstanzen hinsichtlich Luftdruck und Temperatur in dem
Sinne gepruft werden, dass bei einer moglichst kurzen Auftragungszeit durch
den Auftragungsvorgang sclbst keine oder hochstens nur sehr geringe Verluste
entstehen. Dies bedingt wohl eine momentane Mehrarbeit, doch kann nachher
die Apparatur jederzeit wieder so eingestellt werden, dass fiir die Auftragung
der einzelnen Substanzen oder Substanzgemische die optimalen Bedingungen
erzielt werden.

Fir die Reinsubstanzen DDT und HCH (Hexachlorcyclohexan) wurde bei-
spielsweise so vorgegangen, dass zuerst zwei Stammlosungen. enthaltend

a) 500 Gamma DDT -+ 500 Gamma HCH in 2 ml Aceton und

b) 100 Gamma DDT -+ 100 Gamma HCH in 1 ml Aceton
hergestellt wurden.

Von diesen Stammlisungen wurden abgestufte Mengen, namlich von a 0,1,
0,2 und 0,3 ml, entsprechend je 25, 50 und 75 Gamma Substanz, von b 0.3, 0,5
und 0,7 ml, entsprechend je 30, 50 und 70 Gamma Substanz, jeweils bei ver-
schiedenen Temperaturen und Druckverhiltnissen aufgetragen, dann chromato-
graphiert und entwickelt.

Dabei hat es sich gezeigt, dass die besten Resultate bei einer Temperatur

- von max. 45° und einem Druck, gemessen mit der Alkoholsdule, von 11—14 mm
erreicht wurden. Unter diesen Bedingungen waren die nach dem Chromato-
graphieren und Entwickeln entstandenen Flecken in ihrer Intensitit praktisch
ebenso deutlich wie die zum Vergleich mit einer Mikropipette aus konzentrierten
Losungen direkt, d.h. ohne Apparatur, aufgetragenen Substanzen. Bei der
direkten Auftragung wurden von einer Stammlésung, die in 1 ml 10 mg DDT
+ 10 mg HCH enthielt, 0,003, 0,005 und 0,01 ml zu Papier gebracht, entspre-
chend je 30, 50 und 100 Gamma Reinsubstanz.

Die Unterschiede in der Intensitat der entwickelten Flecken zwischen den
aus den Stammlésungen a und b aufgetragenen Substanzen waren ebenfalls sehr
geringfligig, wobei die Intensitat der Flecken, herrihrend von der Stamm-
losung a, etwas deutlicher war. In beiden Fillen liessen sich 25 Gamma noch
sehr deutlich erkennen, so dass die Nachweisbarkeitsgrenze noch tiefer liegt
(ungefdhr bei 10 Gamma). Immerhin dirften beim Auftragen aus sehr ver-
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diinnten Losungen ganz kleine Verluste entstehen, die aber fir den qualitativen
Nachweis, wie er hier erbracht werden soll, keine Bedeutung haben.

B. fur die Phosphorsaureesterverbindungen
(Diazinon, Malathion und Parathion)

Die vorstehend erwédhnten drei Phosphorsiaureester wurden wiederum bei
verschiedenen Temperaturen und Druckverhdltnissen aufgetragen, wobei die
Temperatur zwischen 40 und 54°, der Druck zwischen 10 und 14 mm Alkohol-
saule variiert wurden. Zur Auftragung gelangten jeweils 10, 25 und 50 Gamma
jeder einzelnen Substanz, geldst in 1 ml Aceton. Dabei wurde so vorgegangen,
dass alle drei 10-, alle drei 25- und alle drei 50-Gamma-Typen auf einen Start-
punkt aufgetragen wurden. Auf den vierten Startpunkt wurden jeweils die drei
Phosphorsaureester direkt, d.h. ohne Apparatur, aus konzentrierten Losungen
mit einer Mikropipette aufgetragen.

Nach dem Chromatographieren und Entwickeln der Flecken konnten fol-
gende Merkmale festgestellt werden:

Keine Verluste der mit der Apparatur aufgetragenen drei Substanzen gegen-
uber den direkt aufgetragenen waren bei einer Temperatur von ca. 40—42°
und einem Druck von 11—14 mm Alkoholsdule aufgetreten. Mit zunehmender
Temperatur, unabhingig von dem eingestellten Druck, waren auch zunehmende
Verluste zu bemerken, wobei diese aber dusserst geringfiigig und praktisch nur
fur die Diazinonverbindung von Bedeutung waren.

Selbst bei der hochsten Auftragungstemperatur von 54° liessen sich 10 Gam-
ma Diazinon nach der Entwicklung noch absolut eindeutig erkennen. Die 10-
Gamma-Teste der Malathion- und der Parathionverbindung waren von einer
solchen Intensitit, dass bestimmt auch noch 5 Gamma der beiden Substanzen
nachgewiesen werden konnen.

Die spatere Testierung einer welteren Phosphorsaureesterverbindung, nam-
lich des Chlorthions, ergab ebenfalls bei 40—42° und 11—14 mm Druck (ge-
messen mit der Alkoholsaule) die besten Auftragungsbedingungen. Augen-
scheinliche Verluste waren auch hier selbst beim 10-Gamma-Test nicht festzu-
stellen. Die Nachweisbarkeit von 5 Gamma kann mit Sicherheit immer noch
angenommen werden.

A. Trennung und Identifizierung der chlorierten Kohlenwasserstoff-
verbindungen durch die Papierchromatographie
(Abbildungen 10 und 11)

[. Gerdite und Glaswaren
1. Glastank 602130 cm mit plangeschliffenem Rand und dazu passendem plan-
geschliffenem Glasdeckel, welcher in der Mitte ein Loch von 2 cm @ besitzt.
2. 1 Pressglasschale (Photoschale 14X19 c¢m)

3 Pressglasschalen 1013 c¢m
2 Glasstibe 18 cm lang, @ 0,8 cm

182



3. Einsatzgestell fur Glastank aus Aluminium.

4. ca. 20 rostfreie Photoklammern (Lieferant Fa. Bittmann & Co., Basel).

5. Filterpapierbogen Whatman Nr. 1, zugeschnitten in Bogen von 47X12 cm. Die
Bogen werden mit Bleistift in 4 Bahnen von 3 ¢m Breite unterteilt (spater wurde
die Unterteilung in 3 Bahnen von 4 cm Breite vorgenommen). Die Startlinie ist
7 cm vom Rand entfernt aufzutragen.

6. 1 Paar Gummihandschuhe.

7. 4 Spray-Flaschen fir das Besprithen der Chromatogramme mit den Indikator-
losungen.

8. Stickstoffbombe (Inhalt 15 kg) mit Reduzierventil (Manometereinteilung: 0—250
kg/cm?, 0—1,2 kg/cm?2).

9. 2 Bogen Filterpapier Whatman Nr. 1 von 37X13,5 cm. Die eine Schmalseite der
Bogen wird durch Anbringen von Kartonstreifen (3X13,5 cm) beidseitig des
Papieres mit Hilfe von Heftklammern verstarkt. Die Bogen dienen zur Sattigung
der Atmosphare im Tank mit dem Losungsmittel.

Il. Reagentien
1. Stationare Phase: Original Silicon DC 550 Fluid in Aether (7,5-+92,5 v/v).
Lieferant: Ad. Schmid’s Erben, Effingerstrasse 17, Bern.
Bewegliche Phase (Fliessmittel): Aceton-Wasser-Mischung (75+25 v/v).
3. Reagentien zum Sichtbarmachen:
a) 0,05n-Silbernitrat in Methanol
b) Formaldehydlosung ca. 37 °/s
¢) 2n-KOH in Methanol
d) HNOs conc. (25 %) + H202 (30 %), 1+1 v/v.
4. Standardldsungen der verschiedenen Schadlingsbekdmpfungsmittel (DDT!'HCH!,
Dieldrin?, Aldrin?) in Alkohol! oder Benzol? (je nach der Lislichkeit), enthaltend
10 mg Substanz in 1 ml.

ro

I11. Allgemeine Hinweise

Zum Nachweis bzw.zur Trennung und Identifizierung der einzelnen Insek-
tizide werden die gereinigten Pflanzenextrakte (von Friichten, Gemisen usw.)
in Aceton geldst und wie bereits beschrieben mit der Auftragungsapparatur auf
einen zugeschnittenen Bogen Filterpapier Whatman Nr. 1 gebracht. Zugleich
tragt man von den gewtinschten Standardlosungen mit einer Mikropipette eben-
falls 25—75 Gamma oder mehr, je nach der Nachweisbarkeitsgrenze der ein-
zelnen Substanzen, auf weitere Bahnen des gleichen Filterpapierbogens auf.
Dabei ist es nicht unbedingt erforderlich, fiir jede einzelne Testsubstanz auch
eine einzelne Bahn anzuwenden. Je nach dem Trennungseffekt durch das Chro-
matographieren konnen auch zwei (bzw. sogar 3 oder 4) Testsubstanzen bei
demselben Startpunkt aufgetragen werden (beispielsweise lassen sich DDT und
HCH nach der beschriebenen Methode ausgezeichnet trennen, tibrigens auch
Dieldrin und Aldrin).
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Sind die Extrakte und Standardlésungen aufgetragen, so wird der Papier-
bogen folgendermassen mit der stationaren Phase Silicon impragniert:

100 ml derselben werden in eine Pressglasschale (1013 cm) gegossen. An
dem zu impréagnierenden Filterpapierbogen befestigt man oben und unten je-
weilen in der Mitte eine Photoklammer. Der Bogen wird nun, indem man ihn
an den beiden Photoklammern mit den Handen festhdlt, mit der oberen Seite
voran relativ schnell durch die Losung gezogen. Dies geschieht so weit, bis die
Losung noch ca. 2 ecm von der Startlinie entfernt ist. Man wartet so lange, bis
sich die Losung allein bis zur Startlinie hinaufgesaugt hat (ohne dabei den
Bogen zu bewegen) und zieht ithn dann in der entgegengesetzten Richtung durch
die Losung zuruck. Ist der Aether vom Bogen verdunstet, wiederholt man den
ganzen Vorgang analog, indem man diesmal aber die untere Seite voran in die
Losung einfihrt, bis letztere wiederum ca. 2 cm von der Startlinie entfernt
ist usw. Nun ldsst man den Bogen so lange an der Luft hangen, bis samtlicher
Aether vollig verdunstet ist.

Das Durchziehen des ganzen Bogens durch die Losung darf deshalb nicht
geschehen, weil sonst die aufgetragenen Substanzen durch den Aether heraus-
gewaschen werden konnten (Abb. 10).

1V. Chromatographicvorgang

a) Die grosse Pressglasschale wird zu ca. 3/4 mit dem Fliessmittel 2 (Aceton-
Wasser-Mischung) gefiillt und auf den Boden des Aluminiumgestelles gebracht.
Die beiden Filterpapierbogen von 37X13,5 cm werden durch das Fliessmittel
gezogen und mit Hilfe von zwei Photoklammern (an den Kartonstreifen anzu-
bringen) so an den Glasstaben aufgehdngt, dass sie ca. 1 cm tief in das Fliess-
mittel eintauchen. Anschliessend setzt man das Aluminiumgestell in den Glas-
tank ein. Eine kleine Pressglasschale wird nun auf die unteren Verbindungs-
streben des Einsatzgestelles gelegt, der Filterpapierbogen mit den aufgetragenen
Substanzen bzw. Extrakten mit zwei Photoklammern an dem hintern Breitrand
der Schale angehingt und das Papier mit einem Glasstab beschwert. damit es,
nachdem jetzt das Fliessmittel 2 eingefullt wurde, in dieses eintaucht. Damit
ferner das Papier selbst wiahrend dem Chromatographieren schon senkrecht
hangt und nicht mit den Séttigungsbogen in Bertihrung kommt, wird es durch
Anbringen einer weiteren Photoklammer in der Mitte am untern Ende etwas
beschwert. Hat man noch einen zweiten Filterpapierbogen mit aufgetragenen
Substanzen, wird dieser analog in eine zweite Pressglasschale gebracht und diese
auf die oberen Verbindungsstreben des Aluminiumgestelles gelegt.

Jetzt wird der Glasdeckel auf den Tank, dessen oberer geschliffener Rand
zuvor gut mit Vaselinfett bestrichen wurde, aufgesetzt und der Gummistopfen
mit dem Glasrohr in die Oeffnung in der Mitte des Deckels eingesetzt. Das
Ende des Glasrohres taucht ca. 15 cm tief in einen mit dem Fliessmittel geftullten
Messzylinder ein. (Auf den Glasdeckel selbst legt man vorteilhaft, zwecks guter
Abdichtung, noch ca. zwei bis drei Gewichte von je 1 kg.)
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Fin sogenanntes Gasableitungsrohr wurde deshalb am Deckel des Gefasses
angebracht, weil durch den stark ansteigenden Innendruck, hervorgerufen durch
die Verdampfung von Fliessmittel, der Deckel vom Tank abgehoben wird, trotz
dessen Belastung mit Gewichten. Durch das Einfihren des Ableitungsrohres
kann nun die Raumluft des Tankes auf einfache Art nach aussen verdrdangt
werden, wobei das ganze System gleichwohl geschlossen bleibt.

Die Laufzeit des Fliessmittels fiir eine Strecke von ca. 35 c¢m betragt mit
dieser Anordnung ungefahr 6 Stunden.

Zu Beginn der Versuche, als am Boden noch keine Schale mit Iliessmittel
und keine Filterpapierbogen zur Sittigung der Atmosphire in den Glastank
gebracht wurden, betrug die vom Fliessmittel zuriickgelegte Strecke in der
gleichen Zeit von 6 Stunden nur ca. 14—16 cm. Um also ein relativ schnelles
Laufen der Chromatogramme zu erzielen, ist eine Sittigung der Tankatmo-
sphare mit dem Fliessmittel, wie dies bei unseren Versuchen vorgenommen
wurde, vorzunchmen; es sei denn. dass der ganze Glastank in ein gleichmassig
geheiztes Wasserbad gestellt und dadurch die Innentemperatur bedeutend er-
hoht werden kann, was ebenfalls eine schnelle und gleichmassige Sattigung der
Tankatmosphare mit dem Fliessmittel bewirkt.

FEine Verkiirzung der Laufzeit bzw. der Laufstrecke ist nicht angebracht, da
gemass unseren Erfahrungen die Trennung der einzelnen Substanzen nicht mehr
einwandfrei ist. Ob durch das Wechseln der stationaren und der beweglichen
Phase bei verminderter Laufzeit (weniger als 6 Stunden) trotzdem eine ein-
wandfreie Trennung erzielt werden kann, wire durch weitere Versuche noch
naher abzuklaren.

Die nach dem Herausnehmen der Papierbogen sich jeweilen noch im Tank
befindenden Fliessmitteldampfe sind vorteilhaft vor jedem . neuen Ansetzen
eines Chromatogrammes mit Hilfe eines grossen Trichters, der mit einem
Schlauch an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist, moglichst gut abzu-
saugen. Dieses «Entliften» ist speziell immer dann vorzunehmen, wenn ein
Wechsel des Fliessmittels fiir die nidchste Chromatographie stattfindet.

Nach Ablauf von 6 Stunden wird das Chromatogramm aus dem Tank her-
ausgenommen und wahrend ca. einer Stunde an der Luft getrocknet.

Nun hangt man dasselbe mit zwei Photoklammern an einen Glasstab, der
an einem Stativ befestigt ist. Am unteren Ende des Papierbogens bringt man
links und rechts zwei weitere Klammern an, die jeweils mit Hilfe eines Gummi-
bandchens mit einem Glasstab verbunden werden. Durch entsprechendes Herab-
setzen des unteren Glasstabes kann der Papierbogen derart gespannt werden,
dass er beim Besprithen mit den Reagentien fest bzw. angespannt bleibt und
trotzdem kein Ausreissen der Klammern stattfindet.

b) Das trockene Chromatogramm wird zum Sichtbarmachen der Flecken
folgendermassen behandelt:
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1. Man bespriht es mit 0,05n-Silbernitratlosung (Entwicklungsreagens 1) auf
der Vorderseite (Auftragungsseite) und trocknet es anschliessend bei 37" in
einem Trockenschrank wahrend einer halben Stunde (das Papier nimmt eine
braunliche Farbung an) !).

Man bespritht wiederum nur die Vorderseite mit Formaldehydlosung (Rea-

gens 2) und lasst ca. 10 Minuten an der Luft hangen (es tritt praktisch keine

FFarbveranderung ein).

3. Nun wird das Papier beidseitig mit 2n-KOH (Reagens 3) bespritht und in
einem Trockenschrank wahrend einer halben Stunde auf 130—133° erhitzt
(Farbumschlag nach dunkelbraun bis braunschwarz).

4. Das Chromatogramm wird durch beidseitiges Besprithen mit der Salpeter-
saure-Wasserstoffsuperoxyd-Mischung (Reagens 4) «gebleicht» und tber
Nacht trocknen gelassen. Dann setzt man es dem direkten Sonnenlicht aus,
bis die Flecken voll entwickelt sind 2).

Hat man kein direktes Sonnenlicht zur Verfiigung, sondern nur das gewohn-
liche Tageslicht, so dauert die Entwicklung der Flecken bedeutend langer. Die
Entwicklungszeit kann in diesem Falle jedoch ebenfalls wesentlich reduziert
werden, wenn man die Chromatogramme beidseitig mit starken Photolampen
belichtet. '

Das Besprithen der Chromatogramme mit den vier Reagentien zum Sichtbar-
machen muss unbedingt in einem gut ventilierten Raume, am besten in einem
Abzuge, vorgenommen werden, wobei die Papierbogen wahrend des ganzen
Prozesses nur mit Gummihandschuhen anzufassen sind (auch beim Einzeichnen
der Laufbahnen). ’

Der Druck fiir die Spray-Flaschen bzw. zur Zerstiubung der Reagentien
wird einer Stickstoffbombe entnommen, wobei mit einem durchschnittlichen
Druck von 0,3 Atm. gespritzt wird. Dies bietet gegeniiber dem Spritzen von
«Hand» den grossen Vorteil einer gleichmassigen Versprihung und ist zudem
gegentuber der Handmethode keineswegs ermiidend, besonders wenn mehrere
Chromatogramme entwickelt werden sollen.

ro

Bemerkungen

I. Die anschliessende Erhitzung auf 37° wihrend einer halben Stunde hatte eine
wesentliche Intensivierung der Flecken nach dem Entwickeln zur Folge. In weiteren
Versuchen wurde die Temperatur noch mehr gesteigert, und es zeigte sich schliesslich,
dass bei einer Erhitzungsdauer von 2 Minuten auf ca. 130° die Intensivierung bei zwei
Substanzen nochmals wesentlich gesteigert werden konnte, was vor allem hinsichtlich
der Nachweisbarkeitsgrenze von Aldrin und Dieldrin eine bedeutende Verbesserung
mit sich brachte.

Will man ein Chromatogramm nur auf DDT und HCH priifen, kann man von einer
Hocherhitzung in diesem Sinne absehen, da gegeniiber der Erhitzung auf 37° nur mehr
eine kleine Verbesserung der Intensivierung eintritt, was aber auf die an und fir sich
schon grosse Nachweisempfindlichkeit dieser Substanzen keinen merklichen Einfluss
mehr ausubt.

Fir Aldrin und Dieldrin ist aber immer die Hocherhitzung auf 130° vorzunehmen.
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2. Die «Bleichung» des Chromatogrammes muss eventuell mehrmals vorgenommen
werden, je nachdem viel Silbernitrat aufgespriht wurde oder nicht. Hat das Chromato-
gramm einige Minuten nach der ersten Besprihung mit dem Saure-Wasserstoffsuper-
oxyd-Gemisch nicht wieder eine «weisse» Farbe angenommen, bzw. sind immer noch
vereinzelte dunkle Flecken vorhanden, wiederholt man die Besprithung in Abstanden
von 10 Minuten so oft, bis die Bleichung vollstindig ist. Dabei darf aber nie ein «Flies-
sen» der Saure-Wasserstoffsuperoxyd-Mischung auf dem Papiere eintreten.

Das Trocknen der Chromatogramme soll unbedingt im Dunkeln durch mehrstindiges
Stehenlassen an der Luft in einem Abzug (am besten Uber Nacht) vorgenommen werden.

V. Chenuscher Uorgang bei der Sichtbarmachung der Insektizidflecken
auf dem Papier
Der Nachweis der Substanzen auf dem Papier unterteilt sich in zwei prin-
zipielle Vorgiange, namlich in
a) Abspaltung des organisch gebundenen Chlors,
b) Nachweis des nun in ionogener Form vorhandenen Chlors als Silberchlorid.

Die Abspaltung des organisch gebundenen Chlors geschieht dabei mit der
aufgespriihten Kalilauge durch Erhitzen auf 130—133°.

Das in Form von Silbernitrat auf das Papier gebrachte Silber (Besprithung 1)
wird dabei gleichzeitig zu metallischem Silber reduziert, und zwar in Verbin-
dung mit der Kalilauge und dem im zweiten Arbeitsgang aufgespriuhten Form-
aldehyd. Bei der abschliessenden Behandlung der Chromatogramme mit der
Salpetersaure-Wasserstoffsuperoxyd-Mischung wird alles metallische Silber
erneut in Silbernitrat umgewandelt, das sich dabei an denjenigen Stellen, an
welchen aus den Insektizidflecken Chlor abgespalten wurde, mit diesem zu
Silberchlorid umsetzt. Die Sichtbarmachung des Silberchlorids geschieht durch
eine langere Belichtungszeit, wobei sich dieses als violetter Flecken zu erkennen
gibt (kolloidales Silber).

Da der Fleckennachweis also auf dem aus den Insektiziden abgespaltenen
und dann in ionogener Form vorhandenen Chlor beruht, ist es auch leicht ver-
standlich, warum das Papier nicht mit den Handen, denen immer geringe
Schweisspuren (NaCl) anhaften, sondern nur mit Gummihandschuhen angefasst
werden soll. Auch beim Aufbewahren und Ablegen der Papiere vermeide man
unbedingt, dass diese mit irgendwelchen Chloriden (auch nur Spuren) in Be-
rihrung kommen.

B. Trennung und Identifizierung der Phosphorsaureesterverbindungen
durch die Papierchromatographie

[. Gerate und Glaswaren

1. Glastank, Einsatzgestell aus Aluminium, Pressglasschalen, Glasstibe, Spray-
Flasche und Photoklammern (wie beschrieben unter «Gerate und Glaswaren» im
Kapitel A: «Trennung und Identifizierung der chlorierten Kohlenwasserstoffe
durch die Papierchromatographie»).
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2. Glaszylinder von 25,5 cm Hohe und 20,5 cm Durchmesser mit eingeschliffenem
Glasdeckel. Ein Uhrglas von 10 ¢cm Durchmesser. Ein Korkring zum Auflegen
des Uhrglases. Vier bis sechs wirfelférmig zugeschnittene Korkstiicke. Zwei
Biroklammern.

3. Filterpapierbogen Whatman Nr. I, ebenfalls zugeschnitten in Bogen von 47X
12 ¢m und unterteilt in vier bzw. spater in drei Bahnen (siehe Kapitel A).

4. Analysenquarzlampe.

Il. Reagentien
1. Stationdre Phase: Original Silicon DC 550 Fluid in Aether (5+95 v/v), geeignet
zur Trennung von Diazinon, Parathion und Malathion oder von Malathion,
Parathion und Chlorthion. Die beiden Insektizide Chlorthion und Diazinon
lassen sich mit Silicon nicht trennen.
la. Paraffinum perliquidum Ph.H.V. in Aether (5+95 v/v), geecignet zur Trennung
aller vier Phosphorsdureester (siehe Abb. 12).
Bewegliche Phase (Fliessmittel): Aethanol-Aceton-Wasser-Mischung (1+1-+2
viv).

ro

3. 5%ige Bromlosung in Tetrachlorkohlenstoff.
4. Fluoresceinlosung (10 mg Fluorescein gelost in einer Mischung von 97 ml Alko-

hol absolut und 3 ml n/10 NaOH).

5. Standardlosungen von Chlorthion, Parathion, Diazinon und Malathion in Alko-
hol, enthaltend 10 mg Substanz pro 1 ml.

I11. Metlgode

Die Vorbereitungen fiir die papierchromatographische Trennung und Iden-
tifizierung der einzelnen Phosphorsaureester sind im Prinzip wiederum die-
selben, wie sie bereits fiir den Nachweis der chlorierten Kohlenwasserstotte
geschildert wurden.

Die gereinigten Pflanzenextrakte sind auch hier in Aceton zu losen und mit
der Auftragungsapparatur auf einem Bogen Whatman Nr. 1 aufzutragen.

Von den Standardlésungen konnen Diazinon, Parathion und Malathion ohne
weiteres auf dieselbe Startbahn bzw. denselben Startpunkt aufgetragen werden,
da der Trennungseffekt nach der vorgeschriebenen Methode ausgezeichnet ist.
Chlorthion ist getrennt von den anderen Substanzen auf einen separaten Start-
punkt aufzutragen. (Diese Angaben beziehen sich auf die Verwendung des sta-
tionaren Impragnierungsmittels 1. Bei Verwendung der Losung la kénnen alle
vier Phosphorsaureester auf denselben Startpunkt aufgetragen werden.)

Die Impragnierung des Papieres nach erfolgtem Aufbringen der Extrakte
und Standardlésungen mit dem Impragnierungsmittel (stationdre Phase 1 bzw.
la) erfolgt wie im Kapitel A beschrieben, ebenso das Befestigen der Bogen in
den Pressglasschalen. Als Fliessmittel dient hier ein Alkohol-Aceton-Wasser-
Gemisch (Reagens 2) im Gegensatz zum Fliessmittel fiir die chlorierten Kohlen-
wasserstoffe, das keinen Alkoholzusatz enthalt.
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Der Glastank wurde bei unseren Versuchen diesmal nicht mit den zusatz-
lichen Sittigungsbogen versehen, da die Chromatogramme immer um 18.00
abends angesetzt und bis zum anderen Morgen um 08.00 laufen gelassen wurden.
Die Zeit war damit gerade so bemessen, dass das Fliessmittel so weit abgestiegen
war, bis die Entfernung vom unteren Rande des Filterpapierbogens nur noch
ca. 1—2 cm betrug.

Versuche, bei denen der Glastank mit den zusdtzlichen Sattigungsbogen
versehen wurde, haben ergeben, dass cine wesentliche Verkiirzung der Laufzeit
trotzdem nicht erreicht werden konnte. Die vergleichsweise angefiihrte Gegen-
iberstellung folgender Zahlen lisst dies ohne weiteres erkennen:

Laufzeit in h Laufstrecke in cm
mit Sdttigungsbogen ohne Sittigungsbogen
8 26—217
14 38==39

Die Chromatogramme mit 8 Stunden Laufdauer haben ferner gezeigt, dass
diese Zeit bei einer Laufstrecke von 26—27 cm die untere Grenze darstellt, die
erforderlich ist, um eine saubere und einwandfreie Trennung der Substanzen
bzw. Insektizide zu erreichen.

Nach beendeter Chromatographie werden die Bogen aus dem Tank heraus-
genommen und ca. 1 Stunde an der Luft getrocknet, d.h. zumindest aber so
lange, bis das I'liessmittel vom Papier vollig verdunstet ist.

Fir das nun folgende Sichtbarmachen der Chromatogramme kann hinsicht-
lich des zeitlichen Ablaufes keine genaue Arbeitsvorschrift gegeben werden.

Eine gute Sichtbarmachung der Flecken hangt in erster Linie von der Bro-
mierung, wie sie im folgenden beschrieben wird, ab, wobei die Bromierungszeit
von der Konzentration der Bromatmosphire und diese wiederum von der Grosse
des Gefasses abhangig ist.

Nach den von uns gemachten Erfahrungen hat sich folgendes Uorgehen am
besten bewdihrt:

Ein Uhrglas wird auf einen Korkring gelegt und dieser auf den Boden des
Glaszylinders mit dem eingeschliffenen Deckel gestellt. Um den Korkring her-
um werden die gleichmassig zugeschnittenen Korkwiirfel angeordnet (Abb. 11).
Nun gibt man mit einer Pipette 7 ml der Bromlésung in Tetrachlorkohlenstoff
in die Uhrglasschale und verschliesst den Zylinder mit dem Deckel. Das Papier-
chromatogramm wird alsdann zu einem Zylinder zusammengelegt, indem der
obere Langsrand iberrollt und ca. 2 cm unter den unteren geschoben wird, wo-
bei die nun ibereinanderliegenden Randpartien beidseitig mit einer Biiro-
klammer aufeinandergeheftet werden. Die aufgetragenen und chromatogra-
phierten Substanzen sollen sich auf der Innenseite des Papierzylinders befinden.

Ca. 1 Stunde nach dem Einfillen der Bromlésung in den Glaszylinder ist
in diesem die ideale Sattigungskonzentration der Bromatmosphare erreicht
worden, so dass mit dem eigentlichen Bromierungsvorgang begonnen werden
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kann. Nach dem Abheben des Glasdeckels stellt man den zusammengerollten
Papierbogen in den Glaszylinder hinein, so dass sich das Uhrglas im Zentrum
des Papierzylinders befindet, und setzt den Deckel rasch moglichst wieder auf.
Nach ca. 35 Sekunden nimmt man den Bogen bzw. Papierzylinder heraus, dreht
ihn um 180° und stellt ihn weitere ca. 35 Sekunden in den Zylinder. Nach dem
erneuten Herausnehmen wird das Chromatogramm sogleich mit Hilfe der vier
Photoklammern und der beiden Gummibdndchen eingespannt (siche Kapitel A)
und mit dem Fluoresceinreagens anfangs nur leicht bespriitht (nur einseitig).

Die Substanzflecken, herrtihrend von den Phosphorsaureesterverbindungen,
geben sich schon bald, d.h. nach ca. 2—3 Minuten, deutlich als gelblich-weisse
Flecken auf rosafarbenem Untergrunde zu erkennen. Die Chromatogramme
werden gleich anschliessend unter der Quarzlampe betrachtet und die nun vio-
lett- bis blau-schwarz erscheinenden Flecken (auf griinlich-gelbem Hintergrund)
mit einem Bleistift umfahren.

War die Bromierungszeit zu kurz, so erscheinen die Flecken im UV-Licht
immer noch gelblich-griin. Das Chromatogramm ist in diesem Falle nochmals
zu einem Zylinder zusammenzurollen und wahrend ca. zweimal weiteren 10
Sekunden in das Bromierungsgefass zu stellen und nachfolgend mit der Fluores-
ceinlosung leicht zu besprihen.

Sollten die Flecken im UV-Licht auch jetzt immer noch einen gelblich-
griinen Farbton aufweisen, so ist die Behandlung nochmals zu wiederholen.

Vor einer ersten starken Bromierung muss aber unbedingt gewarnt werden,
da sonst der Fall eintreten kann, dass auch unter der Quarzlampe die Flecken
nicht mehr lokalisiert werden konnen, weil der Hintergrund infolge der zu star-
ken Bromierung ebenfalls eine blau-schwarze Farbung annimmt. Auch vor einer
Ueberdeckung der Flecken durch zu starkes Besprithen mit der Fluorescein-
I6sung muss man sich hiiten. Versuche, die infolge einer unsachgemissen Be-
handlung unbrauchbar gewordenen Chromatogramme zu «retten», haben {ibri-
gens vollig fehlgeschlagen.

Warum auf die beiden vorstehend erwahnten Punkte der Bromierung und
Fluoresceinbesprithung speziell geachtet werden muss, geht leicht auch aus dem
Chemismus des Fleckennachweises hervor:

Die Phosphorsaureester «adsorbieren» Brom; ob es sich dabei um eine Brom-
addition oder -substitution handelt, ist uns nicht bekannt. An den tibrigen Stel-
len aut dem Papier besteht ein Bromiiberschuss, der dazu verwendet wird, das
aufgesprihte Fluorescein in Eosin umzuwandeln (Eosin=Tetrabromfluorescein).
Da aber selbstverstandlich das «Adsorptionsvermogen» der geringen Mengen
Phosphorsaureester sehr beschrankt ist, kann durch einen zu grossen Brom-
uberschuss das aufgespriihte Fluorescein tiber den Flecken auch in Eosin um-
gewandelt werden und diese damit tiberdecken.

Ein sofortiges Betrachten der Chromatogramme bzw. der Flecken im UV-
Licht soll deshalb vorgenommen werden, weil die Intensitat der letzteren dann
am deutlichsten ist. Die «Haltbarkeit» der Chromatogramme ist iibrigens sehr
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unterschiedlich, sie kann nur einige Stunden bis aber auch einige Tage dauern,
wenn sie im Dunkeln aufbewahrt werden. Eine nachtragliche, erneute Sichtbar-
machung der Flecken durch Wiederholen der Bromierung und Aufsprithen von
Fluoresceinlosung gelang nicht mehr.

Beschreibung der Photographien 10 und 11

Abbildung 10: Impragnierung eines Filterpapierbogens mit dem stationaren Losungs-

mittel (Silicon in Aether). Der auf der Abbildung — vom Betrachter der Photo aus
gesehen — rechts von der Startlinie sich befindende Papierteil ist bereits, mit dem
rechten oberen Teil voran, so weit durch das Losungsmittel hindurchgezogen wor-
den, dass sich dieses nur noch ca. 2 cm entfernt von der Startlinie befindet.
In dieser Stellung wird der Papierbogen nun so lange belassen, bis sich das Losungs-
mittel bis zur Startlinie hinaufgesaugt hat, wie dies auf der Abbildung gerade der
Fall ist (erkenntlich an der unterschiedlichen Farbtonung zu beiden Seiten der
Linie), um dann in der entgegengesetzten Richtung (nach links) wieder zurtck-
gezogen zu werden. Der dunkle Flecken auf der Startlinie stellt ungefdhr die Grosse
eines aufgetragenen Fleckens dar.

Abbildung 11: Glaszylinder mit eingeschliffenem Glasdeckel zur Bromierung der Chro-
matogramme. Im Zylinder das Uhrglas zur Aufnahme der Bromlosung, aufgelegt
auf einen Korkring und darum die kreisformig angeordneten Korkwiirfel. Rechts vom
Zylinder ein zusammengerolltes Papierchromatogramm, bereit zur Bromierung.

Abbildung 10 : Abbildung 11
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C. Diskussion der mit der Papierchromatographie
erzielten Resultate

1. Ri-Werte

Von einer einmaligen R;-Wertbestimmung der einzelnen Testsubstanzen
(chlorierte Kohlenwasserstoffe und Phosphorsaureester) fir eine spatere Aus-
wertung der Chromatogramme mit den aufgetragenen Extrakten muss unbedingt
abgeraten werden. Unsere Erfahrungen haben gezeigt, dass mit den einem
Laboratorium normalerweise zur Verfuigung stehenden Chromatographieein-
richtungen keinesfalls konstante R.-Werte zu erzielen sind, da die Temperatur,
der vielleicht wichtigste Faktor zur Erreichung reproduzierbarer Resultate, noch
nicht konstant gehalten werden kann. Schon geringfiigige Schwankungen ge-
niigen oftmals, um betrachtliche Unterschiede innerhalb der R;-Werte gleicher
Substanzen zu erzeugen. Zudem spielen auch noch andere Faktoren, wie Iliess-
mittel, Konzentration und gleichmassige Verteilung des Impragnierungsmittels
(stationdre Phase) auf dem Papier, Grosse des Tanks, zusatzliche Sattigungs-
moglichkeit der Atmosphdre, Luftfeuchtigkeit usw., eine mehr oder weniger
wichtige Rolle. In einzelnen Fillen konnten sogar Unterschiede innerhalb der
Ri-Werte zweier Chromatogramme festgestellt werden, die zu gleicher Zeit und
im gleichen Tank laufen gelassen wurden. Die Differenzen waren wahrschein-
lich auf die verschiedene Hohe, in der sich die Fliessmittelschalen mit den
Chromatogrammen im Tank befanden, zurtickzufiihren, da durch diese Anord-
nung keine homogene Dampfatmosphare des Losungsmittels geschaffen werden
konnte.

Aut Grund dieser Tatsachen haben wir davon abgesehen, die aus den Ex-
trakten chromatographierten Substanzen anhand der mit Testsubstanzen er-
mittelten R-Werte zu identiifzieren. Die einzig sichere Erkennungsart der
Insektizide ergab sich in unserem Falle somit nur durch das Mitlaufenlassen
von Testsubstanzen.

Bei der heutigen Vielfalt an Insektiziden wire es nattrlich trotzdem wiinsch-
bar, diese auf Grund bekannter und konstanter R;.-Werte zu identifizieren. Mit
einem Glastank, der mit Hilfe eines ithn umgebenden Wassermantels auf eine
immer gleichzuwahlende, konstante Temperatur geheizt werden kann, sowie
durch gleiches Einhalten aller tibrigen Bedingungen konnte in dieser Beziehung
sicher viel erreicht werden, und zwar hauptsichlich fiir die Phosphorsdureester.
Diese Verbindungen zeigten selbst schon bei den uns zur Verfiigung stehenden
Mitteln ein ziemlich konstantes Verhalten in bezug auf die R;-Werte (im
Gegensatz zu den chlorierten Kohlenwasserstoffen).

Dass hingegen mit je einem einzigen Chromatogramm bzw. einem einzigen
Iliessmittelsystem alle Verbindungen der beiden Gruppen getrennt werden
konnen, ist hochst unwahrscheinlich. Der zum Teil sehr dhnliche chemische
Aufbau dieser Substanzen durfte es praktisch verunmoglichen, nach einem
solchen Verfahren eine gentigend gute und einwandfreie Trennung zu erreichen.
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2. Wahl der Chromatographiemethode sowie der Fliess- und
Imprignierungsmittel

Der wichtigste Grund, warum wir die absteigende und nicht die aufsteigende
Chromatograpie gewihlt haben, war in erster Linie die viel kiirzere Laufzeit
bei gleicher Laufstrecke der ersten gegentiber der zweiten Methode.

Ferner hatte das absteigende Verfahren zudem noch den Vorteil eines bes-
seren Trennungseffektes der einzelnen Substanzen, und zwar beider Gruppen.

Impragnierungsmittel (stationare Phase)

Fir die chlorierten Kohlenwasserstoffe wurden als Impragnierungsmittel
folgende Substanzen ausprobiert:

1. raffiniertes Sojabohnendl in Aether, 1-, 5- und 10%ige Losungen (Volumenteile).

2. raffiniertes und von freien Fettsduren weitgehend befreites Sojabohnendl in den
gleichen Konzentrationen wie sub 1. (Die Reinigung des Oeles wurde so vor-
genommen, dass dieses in Petroldther oder Hexan gelost und durch eine Alu-
miniumoxydsdule laufen gelassen wurde. Anschliessend wurden die Losungsmittel
wieder abdestilliert.)

3. Paraffinum perliquidum und subliquidum (gemass Ph.H.V.) in Aether, je 4%ige
Losungen (Volumenteile).

4. Dimethylformamid in Aether, 20- und 25°ige Losungen (Volumenteile).

Original Silicon DC 550 Fluid in Aether, 1-, 2,5-, 5-, 7,5- und 10%ige Losungen

(Volumenteile).

O

Fir die Phosphorsaureesterverbindungen wurden folgende Losungen aus-
probiert:
I. Paraffinum perliquidum und subliquidum (gemass Ph.H.V.) in Aether, 2.5-, 5-,
7.5- und 10%sige Losungen (Volumenteile).
2. Original Silicon DC 550 Fluid in Aether, 1-, 2,5-, 5- und 7,5%i1ge Losungen
(Volumenteile).

Fliessmittel

fir chlorierte Kohlenwasserstoffe:

1. Aceton-Wasser-Mischung 75425, 80-+20 v/v.
2. Aethanol-Wasser- und Eisessig-Wasser-Mischungen, je 75+25 v/v.

fiir Phosphorsdureesterverbindungen:
Aethanol-Aceton-Wasser 1+1-+2 (v/v).

Die obgenannten stationdaren und beweglichen Phasen wurden in ihrer Ver-
wendungsmoglichkeit in dem Sinne gepriift, ob sie fiir die Trennung aller vier
Vertreter der beiden Gruppen geeignet seien oder nicht.

Bei den chlorierten Kohlenwasserstoffen lieferten einzig die 5%ige Soja-
bohnenollosung (gereinigt durch die Aluminiumoxydsdule) und die 5—10%oigen
Siliconlésungen brauchbare Resultate, wobei sich als bestes Impragnierungsmittel
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schliesslich die 7,5%0ige Siliconlésung herausstellte. Bei allen anderen Impra-
gnierungen waren mehr oder minder grosse «Schwanzbildungen» bzw. schlechte
Trennungseffekte der einzelnen Substanzen eingetreten.

Als Fliessmittel, zusammen mit der 7,5%oigen Siliconlosung, kamen nur die
beiden Aceton-Wasser-Mischungen in Frage, wobei der 75%oigen Acetonlosung
auf Grund der erzielten Resultate schliesslich der Vorzug gegeben wurde.

Dabei ist noch zu bemerken, dass der Chromatographievorgang nur bei der
entsprechenden Raumtemperatur vorgenommen werden konnte und es somit
nicht moglich war, die Eignung des einen oder anderen Fliessmittels fiir hohere
Temperaturen zu untersuchen.

Der Vorteil einer intensiven Fleckenbildung bei Anwendung von Soja-
bohnendl als stationdre Phase (sieche Mitchell '*)) konnte in unseren Versuchen
mit einer Siliconlosung und der bereits erwdhnten Hocherhitzung auf 130" wah-
rend zwei Minuten bedeutend verbessert werden.

Bei den Phosphorsaureesterverbindungen wurde nur ein Fliessmittel unter-
sucht, das sich mit den stationdren Paraffin- (5°0) und Siliconphasen (5 /o)
sehr gut bewahrte. Der Vorteil der Paraffin- gegentiber der Siliconlosung
wurde bereits in der Methode B (Reagentien) beschrieben.

Hinsichtlich der Lisungen, bestehend aus Paraffinum perliquidum und subli-
quidum, gab die erste fiir die beiden Substanzen Chlorthion und Diazinon einen
einwandfreien Trennungseffekt, was mit der zweiten nicht immer erzielt wer-
den konnte.

Die Siliconlosung gestattet — 1m Gegensatz zur Paraffinlosung —, die
Flecken konzentrierter laufen zu lassen, und ergibt beim Nachweis der Insekti-
zide starkere Farbflecken.

Papier

Es wurden einander die Papiere Schleicher & Schuell Nr.2043a und b sowie
das Papier Whatman Nr. 1 gegeniibergestellt. Dabei wurden mit dem What-
manpapier die besten Erfolge erzielt, und zwar sowohl hinsichtlich des Tren-
nungseffektes als auch der Konzentration der Flecken.

Ferner wurde fir den Nachweis der chlorierten Kohlenwasserstoffe versucht,
durch Vorwaschung des Papieres mit destilliertem Wasser noch sauberere Chro-
matogramme zu erhalten, da damit zu rechnen war, dass von der Fabrikation
her geringe Chloridspuren auf dem Papier zurtickbleiben wiirden. Das Papier
wurde dabei folgendermassen gewaschen: Die zugeschnittenen Chromatogra-
phiebogen wurden mehrmals durch eine mit destilliertem Wasser gefullte
Schale gezogen und dann zur Trocknung an der Luft an zwei Photoklammern
aufgehiangt. _

Tatsdachlich konnte in dieser Richtung ebenfalls eine Verbesserung erzielt
werden, indem die Substanzflecken nach dem Sichtbarmachen deutlicher und
begrenzter zu erkennen waren, als dies bei ungewaschenem Papier der Fall war,
und der Hintergrund «weisser» schien.
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Hiebei stellte sich aber ein anderer Nachteil ein, namlich der, dass gleiche
Substanzen scheinbar verschieden schnell auf dem Papier wanderten, wenn auch
die Unterschiede nur geringfiigiger Art waren.

Der Grund dieser Erscheinung scheint uns auf die Trocknung des Papieres
zurtickzufithren zu sein, da dieses durch die Lufttrocknung schrumpfte und ver-
zogen wurde. Bei geeigneter Trocknung des Papieres, derart, dass dasselbe
wieder glatt und ohne Falten ist. diirfte dieser Umstand wieder beseitigt werden.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sind die Erfahrungen und Resultate, die sich beim Nach-
weis von Insektizidrickstinden auf Pflanzenmaterial ergeben haben., zusammengestellt.
Die Extraktions- und Nachweismethoden beziehen sich auf die bekanntesten Vertreter
der chlorierten Kohlenwasserstoffe (Aldrin, Dieldrin, DDT, Hexachlorcyclohexan) und
der Phosphorsiureesterverbindungen (Parathion, Chlorthion, Diazinon, Malathion).
Kleinste Mengen eines oder mehrerer Insektizide — in der Groéssenordnung von 10 bis
200 Gamma, bezogen auf das untersuchte Material — wurden aus pflanzlichem Material
(Gemise und Frichte) isoliert und die isolierten Stoffe identifiziert.

Es werden die Extraktion des Pflanzenmateriales, die Reinigung der gewonnenen
Extrakte sowie der Nachweis der Insektizidriickstinde mittels der papierchromatogra-
phischen Methode beschrieben. Zahlreiche Photos und Zeichnungen der bentitzten Ein-
richtungen und Apparate illustrieren die Darlegungen. Eine Diskussion der mit Hilfe
der Papierchromatographie erzielten Resultate beschliesst die Arbeit.

Résume

Description des expériences faites et des résultats obtenus dans la recherche et le
dosage de résidus d'insecticides des légumes et des fruits. Les insecticides examinés
furent I'aldrin, le dieldrin, le DDT, I'hexachlorcyclohexane, le parathion, le chlorthion,
le diazinon et le malathion. Leur extraction au moyen de dissolvants approprié¢s et leur
s¢paration et identification par chromatographie sur papier sont décrites. Les méthodes
utilisées permettent de retrouver des quantités d’insecticides allant de 10 a 200 gammas.

Summary

Description of the extraction of the following pesticides: aldrin, dieldrin, DDT,
benzene hexachloride, parathion, chlorthion, diazinon and malathion, from various fruits
and vegetables, and of their separation and identification by paper chromatography.
By means of the methods described 10 to 200 gammas of pesticides may be separated
and identified.
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