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Methode zur Bestimmung von Mikromengen
organischer Phosphorinsektizide

Von N. Faderl
(Agrochemisches Laboratorium der Sandoz AG, Basel)

Allgemeines

In Zusammenhang mit der in den letzten Jahren stark zunehmenden Bedeu-
tung, die Organophosphorinsektiziden im Rahmen der Schiddlingsbekdmpfung
zufallt, erlangt die Bestimmung kleiner und kleinster Mengen dieser Stoffe
immer grofiere Wichtigkeit.

Es seien nur einige Beispiele angefithrt, wo sich eine Bestimmung als notig
erweist: die Ermittlung von Insektizidriickstinden in Nahrungsmitteln, die Ver-
folgung des Abbaus von Insektiziden in Tier und Pflanze, die Prifung von in-
sektiziden Mitteln auf Verunreinigungen, die Feststellung von Veranderungen
in Insektizidpridparaten wahrend des Lagerns sowie die Durchfithrung von In-
sektizidbestimmungen bei der Synthese von Insektiziden.

Um fir Bestimmungen dieser Art Verwendung finden zu konnen, muf eine
Methode vor allem geniigend empfindlich sein und dabei auch reproduzierbare
Werte liefern. Sie sollte moglichst generell anwendbar sein, und zwar sowohl
in bezug auf die Art des Phosphorinsektizides als auch beziiglich des Probe-
materials, mit dem die Bestimmung ausgefithrt wird. Die Methode sollte aber
dennoch die getrennte Bestimmung verschiedener Substanzen, wie Insektiziden
und deren Metaboliten, erlauben. Schliefilich wire auch noch eine moglichst
schnelle und einfache Ausfithrung der Analyse erwiinscht.

Gebriuchliche Methoden zur Bestimmung kleiner Mengen
; Organophosphorinsektizide

Bevor auf die Beschreibung der vorliegenden Methode nédher eingegangen
wird, soll nun noch eine kurze Uebersicht tiber Moglichkeiten zur Bestimmung
kleiner Mengen von organischen Phosphorinsektiziden gegeben werden. — Es
werden hiefiir, ganz allgemein gesprochen, folgende Methoden angewendet®:

I. Biologische Methoden
[1. Biochemische Methoden
III. Tracermethoden
IV. Chemische (-physikalische) Methoden.

i Beziiglich einer ausfithrlichen Zusammenstellung verschiedener Analysenmethoden

sei zum Beispiel auf Gunter und Blinn! sowie «Advances in Pest Control Research» 2
verwiesen.
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Es kann gleich vorweg gesagt werden, dafl jede einzelne dieser Methoden
Vor-, aber auch Nachteile aufweist und es bis heute keine Methode gibt, die
allen oben erwihnten Wiinschen fiir eine Analysenmethode gerecht wird.

Die allgemeine Anwendung biologischer Methoden ist durch die Tatsache
beschriankt, dafl diese in vielen Laboratorien aus Mangel an geeigneten Ein-
richtungen und Testtieren nicht ausgefiihrt werden konnen. Ein weiterer Man-
gel liegt darin, dafl biologische Methoden nicht spezifisch sind und man bei
gleichzeitigem Vorliegen mehrerer aktiver Stoffe bei den Bestimmungen Total-
werte erhalt. Auflerdem ist mit diesen Bestimmungsmethoden vielfach ein be-
deutender Aufwand an Zeit und Kosten verbunden, vor allem wenn Fiitterungs-
experimente durchgefithrt werden miissen.

Biochemische Nachweismethoden beruhen auf Messung der Cholinesterase-
hemmung durch organische Phosphorsaureester. Der Vorteil dieser Methode ist,
dafl die Hemmung der Cholinesterasewirkung, welche wieder mit einem hohen
Grad an Wahrscheinlichkeit fiir die Toxizitat verantwortlich ist, von der spe-
zifischen Konfiguration des Insektizidmolekiils abhidngt. Es besteht daher kaum
die Gefahr, toxisch nicht wirksame Substanzen mitzubestimmen. Trotz dieser
«Spezifitat» haben enzymatische Methoden den Nachteil, dafl sie keine Unter-
scheidung zwischen mehreren aktiven Substanzen zu machen erlauben. Ein wei-
terer Einwand ist, dafl ithre Anwendbarkeit auf insektizide Stoffe beschrankt
ist, die eine gentigend grofie Cholinesterasehemmwirkung haben. So zeigen zum
Beispiel verschiedene Insektizide wie Thiometon und Metabolite oder Methyl-
isosystox eine nur so schwache Cholinesteraseinhibition, daf} ein geniigend emp-
findlicher Nachweis ausgeschlossen ist.

Mit der Tracermethode wurden ausgezeichnete Ergebnisse, z.B. bei Unter-
suchungen beziiglich des Verhaltens von insektiziden Stoffen in Pflanze und
Tier, Abbaugeschwindigkeit und Art und Menge der Abbauprodukte, erzielt.
So grofl der Wert der Tracermethode fiir wissenschaftliche Untersuchungen
aber auch ist — fur Praxisanalysen kommt sie nicht in Frage.

Von den unter IV genannten chemischen (-physikalischen) Methoden schei-
den viele gebrauchliche Verfahren, wie volumetrische oder gravimetrische, in
vielen Fallen wegen der sehr kleinen Menge zu bestimmender Substanz von
vornherein aus. Andere, wie polarographische 34, gaschromatographische -8 und
UR spektroskopische 12 finden derzeit nur begrenzte Anwendung. Zum Bei-
spiel erfordern die derzeit verfiigbaren Gerite zur U-Rot-Spektroskopie eine
meist zu grofle Substanzmenge fiir eine Analyse. — Bei Riickstandsbestimmun-
gen in Pflanzenmaterial bedeutet dies hdufig die Aufarbeitung von etwa 1 kg
Pflanzenmaterial pro Bestimmung. Ueberdies ist — vor allem bei Riickstands-
bestimmungen — ein kompliziertes clean-up-Verfahren notwendig.

Die meisten der heute durchgefiihrten chemischen Bestimmungen erfolgen
auf photometrischem Weg. (Eine Zusammenstellung von Analysenmethoden fiir
verschiedene Organophosphorinsektizide findet man zum Beispiel bei Chilwell
und Hartley **.) Es sind hiebei 2 Gruppen zu unterscheiden, namlich
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a) Verfahren, die auf eine Farbreaktion mit einer im Molekiil vorhandenen
charakteristischen Gruppe hinauslaufen, und
b) Methoden, die auf der Bestimmung des Phosphors beruhen.

Dementsprechend besitzen die unter a) angefithrten Verfahren eine mehr
oder weniger grofie Spezifitdt. — Es gibt heute fiir eine betrachtliche Anzahl von
Phosphorinsektiziden solche Verfahren. Meist werden sie so ausgefiihrt, dafl das
Molekiil zuerst hydrolytisch gespalten wird und dann das betreffende Spalt-
produkt auf photometrischem Weg bestimmt wird. — Je grofier die Spezifitat
der Methode, desto geringer ist die Storanfalligkeit durch gleichzeitig anwesen-
de, nicht insektizid wirkende Substanzen. Allerdings wird damit im gleichen
Mafl die generelle Anwendbarkeit einer gegebenen Methode eingeschrankt, so
dafl diese im Extremfall nur zur Bestimmung eines einzigen Insektizides ge-
eignet ist.

Im Gegensatz dazu sind Mehoden, denen die Bestimmung des Phosphors' zu-
grunde liegt, selbstverstindlich zur analytischen Erfassung aller Phosphor-
insektizide geeignet. Thre allgemeine Anwendbarkeit erstreckt sich leider so
weit, dafl auch alle anderen in der Probe vorhandenen nicht insektiziden phos-
phorhaltigen Substanzen, ganz gleich, ob organischer oder anorganischer Art,
mitbestimmt werden.

Eine gewisse Spezifitat 1afit sich nun dadurch erreichen, dafl unerwiinschte
phosphorhaltige Substanzen vor der eigentlichen photometrischen Phosphor-
bestimmung durch irgendwelche Reinigungsoperationen abgetrennt werden.

Es ist, hauptsachlich bei der Bestimmung von Insektiziden in Pflanzenextrak-
ten, viel Mithe zur Ausarbeitung geeigneter clean-up-Verfahren aufgewendet
worden. Dazu kann zum Beispiel die Einschaltung einer Destillation im Auf-
arbeitungsverfahren 1% 14-18 dje Ausniitzung der Unterschiede der Verteilungs-
koeffizienten mehrerer Stoffe in 2-Phasensystemen™ oder auch die Verwendung
einer selektiv adsorbierenden Kolonne dienen*. Naturgemafl lassen sich durch
diese Reinigungsverfahren Stoffe mit stark unterschiedlichen physikalischen
Eigenschaften — z.B. Insektizide und viele pflanzliche phosphorhaltige Begleit-
stoffe — am besten voneinander trennen. Dagegen lafit sich damit eine Tren-
nung von mehreren, in ithren physikalischen Eigenschaften sehr dhnlichen In-
sektiziden oder Metaboliten untereinander nur in seltenen Fallen erzielen, so
dafl man im Falle einer nachfolgenden Phosphorbestimmung nach Abzug des
mit der Blindprobe erhaltenen Wertes fiir gewohnlich den Totalphosphorgehalt
aller vorhandenen, fast ausschliefflich insektizidaktiver Substanzen erhalt.

In vielen Féllen, wie bei Untersuchungen beziiglich Art der Abbauprodukte
von Insektiziden in Pflanzen, bei Lagerungsversuchen von Insektizidpriparaten
usw., ist jedoch die getrennte Bestimmung der einzelnen Substanzen notwendig.
Eine Moglichkeit dazu bietet das papierchromatographische Verfahren 20-22,30-38
Die Sichtbarmachung der Flecken am Chromatogramm geschieht im allgemei-

* Von den auf diesem Gebiet sehr zahlreichen Arbeiten seien nur einige wenige an-
gefihrt (siehe Literaturstellen 10, 19—29).
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nen wohl mit einem ziemlich unspezifischen Nachweisverfahren 32-34.37-45, Die
Spezifitat wird aber durch geeignete Zusammensetzung des FlieBmittels oder
die Art der Papierimprignierung erreicht, so dafl die vorhandenen Substanzen
auf Grund ihrer verschiedenen Rf-Werte unterschieden werden konnen. So gute
Dienste dieses Verfahren auch zur Identifizierung von Substanzen leistet — die
quantitative Auswertung der Chromatogramme stofit auf betrichtliche Schwie-
rigkeiten.

Im Prinzip stehen fiir eine mengenmafliige Auswertung der Chromatogramme
zwei Wege offen: sie kann 1. entweder direkt am Papierchromatogramm oder
2. nach Entfernen der Substanz aus dem Chromatogramm und nachfolgende
photometrische Bestimmung erfolgen.

1. Eine semiquantitative Bestimmung erhalt man durch visuellen Vergleich von

Grofle und Intensitdt der zu bestimmenden Substanzflecken mit Flecken aus
reinen Wirkstofflésungen bekannter Konzentration, die am gleichen Chro-
matogramm mitchromatographiert wurden. Man kann auf diese Weise deut-
lich Mengen von z.B. 2, 4 und 6 v voneinander unterscheiden ?-22, Statt des
visuellen Vergleichs kann man die Fleckengrofie auch planimetrisch aus-
messen oder die Flecken optisch mit dem Leukometer ¢ bestimmen, doch gibt
dies nach Eichenberger ** keine Erhohung der Genauigkeit. Auch nach unse-
ren Erfahrungen werden durch Ausmessen der Fleckengrofie keine genaue-
ren, Ofters sogar weniger genaue Resultate erhalten™.
Die Hauptschwierigkeit bei der quantitativen Auswertung von Papierchro-
matogrammen liegt darin, dafl Grofle und Form der Flecken stark von der
Anwesenheit anderer Substanzen abhidngig sind. Dies macht sich besonders
bei der Bestimmung von insektiziden Stoffen in verschiedenen Pflanzen-
extrakten sehr unangenehm bemerkbar, selbst wenn die Pflanzenextrakte
durch ein clean-up-Verfahren weitgehend von Fremdstoffen gereinigt wur-
den. Auch die Intensitit der Chromatogrammflecken ist nicht unabhingig
von der Anwesenheit anderer Stoffe. Schliefilich wechselt die Intensitat der
Flecken betrachtlich je nach der Art, in der das Chromatogramm mit dem
Sprithreagens behandelt wird.

2. Die Schwierigkeit beziiglich Nichtkonstanz der Fleckengrofle und Farbin-
tensitdit konnen umgangen werden, wenn man die Substanzflecken aus dem
Chromatogramm eluiert (z.B. Metcalf ') und die Substanz darauf im Eluat
mit einem geeigneten Verfahren nachweist. — Als Hauptnachteile dieser Me-
thode waren die lange Zeitdauer fir eine Analyse, Moglichkeit von Ver-
lusten beim Eluieren der Substanzen und nicht zuletzt die Einschleppung von
hohen Blindwerten zu erwdhnen. Letzteres kann besonders bei der Bestim-
mung von schr kleinen Mengen von Phosphorinsektiziden, wenn zum Beispiel
die Zerstorung der Substanz zwecks Ueberfithrung des organisch gebundenen

* Die visuelle Schatzungsmethode hat allerdings den grofien Nachteil, dafl keine
objektiven Meflwerte erhalten werden.
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Phosphors in Phosphat auf nassem Weg vorgenommen wird, sehr lastig fir
eine genaue Bestimmung sein.

Beschreibung der vorliegenden Methode

Da wir der Ansicht sind, dafl die Papierchromatographie trotz der eben er-
wahnten Nachteile ein ausgezeichnetes Mittel zur Trennung von Phosphor-
insektiziden von anderen Aktivstoffen sowie nichtaktiven Begleitstoffen darstellt,
haben auch wir fiir Insektizidbestimmungen ein papierchromatgraphisches
Verfahren verwendet. Zur Vermeidung der den papierchromatographischen
Verfahren anhaftenden Mingel hinsichtlich Auswertung der Chromatogramme
haben wir eine Methode ausgearbeitet, die gestattet, in Chromatogrammflecken
enthaltene Organophosphorinsektizide auf rasch und einfach auszufiihrende
Weise quantitativ zu bestimmen. Hiebei werden die Chromatogrammflecken in
Sauerstoffatmosphire verbrannt® und der in den Insektizidstoffen enthaltene
Phosphor daraufhin photometrisch bestimmt. Auf Grund der Bestimmung des
Phosphors ist die Methode allgemein zur Bestimmung von Organophosphor-
insektiziden geeignet. — Auf Grund des papierchromatographischen Verfahrens
ist aber auch eine Trennung und damit eine spezifische Bestimmung der Aktiv-
stoffe moglich. Selbstverstindlich kann die Methode ohne Ausfithrung der pa-
pierchromatographischen Trennung auch zur Bestimmung von «Totalphosphor»
dienen. Die Brauchbarkeit der Methode zur Bestimmung von Mikromengen or-
ganischer Phosphorinsektiziden wurde an zahlreichen Analysen von Praparaten,
insektizidhaltigen Losungen und bei Riickstandsanalysen tiberpriift.

Die Genauigkeit der Methode ist wie folgt:

Bei Vorliegen von 20 y Insektizidsubstanz in den Chromatogrammflecken
betrdagt der Fehler bei einer Bestimmung ungefahr 3 /. Sind 0,6 bis 0,7 ¥ Phos-
phor — bei einem Molekulargewicht des Insektizides von ~250 entspricht dies
annahernd 5 y — vorhanden, ist die Bestimmung noch mit einem Fehler von
etwa 5 %0 moglich. Auf Riickstandsbestimmungen angewandt bedeutet dies, dafy
bei einer Einwaage von 20 bis 50 g Pflanzenmaterial und einem Mol.-Gewicht
des gesuchten Stoffes von ~250 noch 0,2 bis 0,3 ppm eines Insektizides mit
vernunftiger Genauigkeit quantitativ erfalit werden konnen.

Das Analysenverfahren 1afit sich im Prinzip wie folgt unterteilen:

1. Aufbereitung der insektizidhaltigen Losungen vor der Durchfiihrung der
papierchromatographischen Trennung

2. Papierchromatographische Bestimmung

3. Verbrennung der Chromatogrammflecken nach Schoniger

4. Spektrophotometrische Bestimmung des Phosphors nach der Molybdanblau-
methode.

* Nach unserer Meinung ist diese Verbrennung nicht nur auf die Analyse von
phosphorhaltigen Substanzen beschrankt. Dieses Verfahren 1afit sich sicherlich auch zur
Analyse schwefelhaltiger Verbindungen anwenden.
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1. Aufbereitung der insektizidhaltigen Losung vor der Durchfiihrung
der papierchromatographischen Trennung

Die Aufbereitung der insektizidhaltigen Losungen ist von der Art der insekti-
ziden Substanz und von der Art des Probematerials, in dem die Substanz be-
stimmt werden soll, abhdngig. Bei Riickstandsbestimmungen ist eine entspre-
chende Vorreinigung der Extrakte zur Entfernung von Begleitstoffen notig. Es
sind heute in der Literatur fir zahlreiche Phosphorinsektizide solche clean-up-
Verfahren beschrieben.

Wir fiihrten bei unseren Arbeiten (Bestimmung von Thiometonsulfoxyd, For-
mothion, Dimethoat) das clean-up der Pflanzenextrakte nach einem Verfahren
durch, das wir durch Modifikation der Reinigungsmethode von Jucker*' fir
Thiometonspritzrickstinde erhalten hatten. Das Verfahren beruht auf der Ex-
traktion der Insektizidriickstinde aus dem Pflanzenmaterial mit Benzol und
Entfernung unerwiinschter Begleitstoffe durch selektive Adsorption an einer
Aluminiumoxydkolonne sowie unter Ausniitzung des Unterschiedes in den Ver-
teilungskoeffizienten im 2-Phasensystem Petrolidther—Acetonitril, Wasser.

Sind Phosphorinsektizide in Praparaten und Losungen zu bestimmen, so ist
nach unseren Erfahrungen keine besondere Reinigungsoperation notwendig.

2. Papierchromatographische Trennung und Bestimmung

Bei der Durchfithrung des papierchromatographischen Verfahrens ist man
nicht an die Verwendung einer speziellen Fliefmittelphase gebunden. Es kann
im Prinzip jedes Fliefmittel und jede Papierimpragnierung, wenn damit eine
zufriedenstellende Auftrennung der Substanzen untereinander und von even-
tuell noch vorhandenen Begleitstoffen erreicht wird, zur Anwendung kommen,
sofern die verwendeten Chemikalien phosphorfrei sind und keine Stoffe ent-
halten (wie zB. Silicium in grofieren Mengen), die bei der photometrischen
Bestimmung des Phosphors storen. — Bei der Bestimmung von Formothion, Di-
methoat und Thiometonsulfoxyd haben wir zum Beispiel gute Erfahrungen bei
Verwendung eines mit Dibutylphtalat impragnierten Papiers und des empha51-
gen FlieBmittels Acetonitril-Wasser gemacht.

Die Sichtbarmachung der Substanzen ist selbstverstindlich auch mit einem
Reagens auszufithren, das bei der nachfolgenden photometrischen Phosphat-
bestimmung nicht stort. Wir verwendeten fir diesen Zweck die Reaktion mit
Brom und Methylumbelliferon. Methylumbelliferon wurde bereits frither — aller-
dings in ganz anderem Zusammenhang, namlich zum Nachweis von organischen
Sdauren — als Sprihreagens fir Papierchromatogramme herangezogen *% 4%, Es
zeigte sich nun, dafl dieses Reagens — in Verbindung mit einer Bromierung der
Substanzen — auch zum Nachweis von Organophosphorinsektiziden geeignet ist.
Die Substanzen sind hiebei als dunkle fluoreszenzléschende Flecken auf leuch-
tend blauem Untergrund sichtbar.
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Diese Nachweisreaktion ist sehr empfindlich (bei Thiometonsulfoxyd und
Dimethoat zum Beispiel betragt die untere Nachweisgrenze ungefihr 0,3 y) und
kann zum Nachweis einer ganzen Reihe organischer Phosphorinsektizide heran-
gezogen werden. Die Reaktion mit Brom-Methylumbelliferon ist empfindlicher
und gibt — im Falle mengenmafliger Auswertung der Flecken — besser reprodu-
zierbare Werte wie der Nachweis mit Fluorescein 3%, Die Flecken sind auch
(im Gegensatz zum Nachweis mit KePtJs ¢! Reagens, wo manche Substanzen
erst mehrere Stunden nach Besprithen sichtbar werden oder sehr schwach re-
agieren) sofort nach Besprithen der Chromatogramme sichtbar. Die Brom-
Methylumbelliferon-Reaktion eignet sich auch sehr gut zur Identifizierung und
semiquantitativen Bestimmung von Aktivstoffen, wenn eine nachfolgende quan-
titative Phorsphorbestimmung durch Verbrennung wegen der allzu geringen
Menge an Insektizidstoffen nicht in Frage kommt oder die Genauigkeit einer
semiquantitativen Bestimmung fiir die Analyse ausreichend ist. Letzteres ist
zum Beispiel bei Riickstandsbestimmungen 6fters der Fall. Bei der semiquan-
titativen Auswertung werden bekannte Mengen von Testsubstanzen am gleichen
Chromatogramm mitchromatographiert und Grofle und Intensitit der Substanz-
flecken der Probe visuell mit denen der Testsubstanzen verglichen.

3. Uerbrennung der Chromatogrammflecken

Die Analyse von kleinen Mengen organischer Verbindungen durch Ver-
brennung in Sauerstoffatmosphire wurde von Schiniger 5° zuerst zur Bestim-
mung von Halogenverbindungen angewendet. Doch ist das Verfahren keines-
wegs auf die Analyse von Halogenverbindungen beschrankt. Diese «Schoniger-
Verbrennung» stellt ein sehr elegantes, schnelles und dabei einfach auszufihren-
des Verfahren zur mikroanalytischen Bestimmung verschiedener Elemente dar.
Schoniger ®' wendete es u.a. auch zur Bestimmung von Schwefelverbindungen
an, und eine Reihe von Autoren %2-6! fanden es zur Bestimmung von phosphor-
haltigen Substanzen als sehr geeignet.

‘Die Methode beruht auf folgendem Prinzip: Die zu untersuchende Substanz
(meist 1 bis mehrere Milligramm) wird — in einem Stiick aschefreien Filter-
papier eingewickelt — in einem Erlenmeyerkolben in Sauerstoffatmosphére ver-
brannt. (Als Verbrennungskolben dient haufig ein 300 ml-Erlenmeyer. Am
Schliffstopfen des Kolbens ist ein Platin- (oder Quarz)halter angebracht, an
dem das Filterpapier befestigt wird.) Die Verbrennungsprodukte werden in
einem geeigneten Absorptionsmittel absorbiert und das zu bestimmende Element
schliefflich in der Loésung auf irgendeine Weise — sei es maflanalytisch oder
photometrisch — analytisch erfaf3t.

Wir versuchten nun, das Prinzip dieses Verfahrens zur Bestimmung von
Phosphorinsektiziden in Papierchromatogrammflecken heranzuziehen. Die
Hauptfrage war, ob die Schioniger-Methode auch bei so kleinen Mengen an zu
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bestimmender Substanz® — auf den Chromatogrammflecken sind ja meist nur
Mengen in der Gréflenordnung von einigen Mikrogrammen enthalten, gegen-
tiber der tiblicherweise zur Verbrennung kommenden Menge von Milligrammen
Substanz — reproduzierbare Werte gibt, inwieweit Verluste bei der Bestimmung
eintreten und wie hoch die Blindwerte von Papier und Reagentien im Verhalt-
nis zu den Werten der Aktivsubstanzen sind. Es ergab sich, daf} die Schoniger-
Methode auch im Mikrogrammbereich sehr zufriedenstellende Resultate liefert.
Die Resultate sind ausgezeichnet reproduzierbar, und die Blindwerte betragen
im Durchschnitt nicht mehr als 3 bis 10 °/o der Mefiwerte.

Wegen der Dicke des Chromatographierpapiers verwendeten wir statt 300 ml
500 ml- und manchmal auch 1000 ml-Erlenmeyerkolben fiir die Verbrennung.
Als Absorptionsfliissigkeit bewdhrte sich 0,2 N-Schwefelsdure (10 ml).

4. Spektrophotometrische Bestimmung des Phosphors
nach der Molybddnblaumethode

In der Literatur findet man eine grofle Anzahl Arbeiten tiber die Bestim-
mung des Phosphors als Phosphat nach der Molybdanblaumethode 17, 25, 29, 56, 6176,
Die darin angegebenen Einzelheiten der Methode stimmen aber, auch wenn das
Prinzip bei allen Arbeiten gleich ist, keineswegs immer tiberein. Vor allem er-
geben sich Unterschiede durch die Verwendung einer ganzen Reihe verschiede-
ner Reduktionsmittel. Unter anderem wurden zum Beispiel folgende Reduk-
tionsmittel verwendet: Zinnchlorid, 1,2,4-Aminonaphtolsulfonsaure, Hydrochi-
non, Hydrazinsulfat, Ascorbinsaure, Ferrosulfat, Amidol, Natriumsulfit, Na-
triumbisulfit und p-methylaminophenol.

Neben der Verschiedenheit in der Wahl der Reduktionsmittel unterscheiden
sich die Arbeiten noch in anderen Details, wie pH der Losung, Temperatur, bei
der die Farbentwicklung erfolgt, und Wellenldnge, bei der die Messung aus-
gefithrt wird 7. Von der Art des Reduktionsmittel, der Temperatur bei der
Farbentwicklung usw. ist aber die Zusammensetzung des Molybdidnblaukom-
plexes und damit auch die Farbintensitiat sowie die Farbstabilitdt abhingig.

Die Methode von Lowry et al.’ und Chen, Toribara und Warner %° schien
fir unsere Zwecke am geeignetsten zu sein. Lowry et al. sowie Chen, Toribara
und Warner verwendeten Ascorbinsdure als Reduktionsmittel, wodurch eine
grofe Empfindlichkeit der Bestimmung erreicht wird. (Bei Verwendung von
Kivetten mit 1 cm Schichtdicke erhielten wir mit 0,062 y Phosphor/ml noch
eine Extinktion von ~0,050.) Die zur Bestimmung nétigen Reagenslosungen
missen nicht jeden Tag frisch hergestellt werden. Auflerdem spielen kleinere
pH-Unterschiede in den Mefilésungen keine Rolle. Das Verfahren wird so aus-

* In diesem Zusammenhang sei auf einen wihrend der Fertigstellung dieser Arbeit
erschienenen Artikel von Soep 7® hingewiesen, in dem die Anwendbarkeit und Brauch-
barkeit der Schoniger-Methode bei der Bestimmung von Fluorverbindungen in Chro-
matogrammflecken beschrieben wird.

161



gefuhrt, dafl zu der Probelosung, die den zu bestimmenden Phosphor in Form
von Phosphat enthalten mufi, eine Reagenslosung, bestehend aus Schwefelsdure,
Ammonmolybdat und Ascorbinsaure, zugefiigt wird. Hierauf gibt man die Lo-
sung ca. 1'/> Stunden lang zur Farbentwicklung in ein auf 37° C konstant ge-
haltenes Wasserbad und mifit schliefilich die Extinktion der Losung bei 820 muy.

Wie eben erwidhnt, mufl der zu bestimmende Phosphor in der Lésung als
Phosphat vorliegen. Dies ist aber nach der Verbrennung der Substanz nach
Schéoniger nicht vollstandig der Fall. Bei der relativ hohen Verbrennungstempe-
ratur wird nimlich neben ortho- auch pyro- und metaphosphat gebildet, die
vor der photometrischen Bestimmung durch Hydrolyse in Orthophosphat tiber-
gefithrt werden mussen. Beziiglich dieser Hydrolyse liegen in der Literatur teils
widersprechende Angaben vor 32-%6, Nach unseren Erfahrungen werden vorhan-
dene hohere Phosphate durch 10 Minuten langes Kochen der sauren Losung
(0,2-n Schwefelsaure) vollstandig zu Orthophosphat hydrolysiert (siche auch
die ausfiihrliche Arbeit von Dirscherl und Erne 9°).

Im folgenden seien nun einige Anwendungsbeispiele der beschriebenen Me-
thode zur Bestimmung von Organophosphorinsektiziden gegeben.

Experimenteller Teil

A. Bestimmung von Formothion in Praparaten

1. Papierchromatographie
1. Reagentien und Apparate

Aceton: p. a.

Acetonitril: Kp. 79—S81° C dest.

Dibutylphtalat: Kp. 144—152° C bei 0,02 mm, 3%ige Losung in Chloroform (v/v).

Chloroform: p. a.

Chromatographie-Papier: Whatman Nr. 1.
Papier-Impragnierung: Die Papierbogen (Grofle ungefdhr 15 x 45 ¢cm) werden so
gleichméflig wie moglich durch eine Losung von 3,0%igem Dibutylphtalat in
Chloroform durchgezogen und die so imprédgnierten Bogen 15 Minuten bei Zim-
mertemperatur trocknen gelassen. :

Chromatographieeinrichtung fir absteigende Papierchromatographie.

UO-Lampe.

Brom. \

4-Methylumbelliferonlosung: 0,15 g 4-Methylumbelliferon werden in 100 ml Aethyl-
alkohol gelost und diese Losung mit Wasser auf 200 ml aufgefuillt. Vor Ge-
brauch gibt man zu dieser Lésung noch 10 ml n/10 Ammoniak.
(Es kann auch eine Methylumbelliferonlésung ohne Ammoniakzusatz verwendet
werden. In diesem Fall mufl das Papierchromatogramm nach Besprithen unter
der UV-Lampe vorsichtig mit Ammoniak gerduchert werden.)

2. Ausfiihrung des Uerfahrens

0,4 g eines 25%vigen Formothionprdparates werden durch Zufiigen von Ace-
ton auf ein Volumen von 10 ml gebracht, so dafl in 1 pl der Losung 10 v For-
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mothion enthalten sind. Nun werden 5 pl dieser Losung mit einer geeichten®
Mikropipette auf den Startpunkt des — wie oben angegebenen — impragnierten
Papierstreifens aufgetragen. Dann chromatographiert man nach der absteigen-
den Methode unter Verwendung des FlieBmittels Acetonitril : Wasser = 1 : 4.
Die Laufzeit betrdgt bei Verwendung dieses Gemisches und bei einer Lauf-
strecke von ca. 30 cm 2,5 bis 3 Stunden. Hierauf wird das Chromatogramm aus
dem Chromatographiergefaffy genommen und getrocknet.

Zur Sichtbarmachung der Substanzen gibt man das trockene Papierchromato-
gramm einige Sekunden lang in eine mit Bromdampf gefiillte 5-Liter-Weithals-
flasche. Anschlieffend spritht man mit ammoniakalischer Methylumbelliferon-
losung und betrachtet unter der UV-Lampe. Die Substanzen erscheinen als
dunkle Flecken auf stark hellblau fluoreszierendem Untergrund. Der Rf-Wert
von Formothion liegt bei 0,20. Die Empfindlichkeit der Nachweisreaktion be-
tragt 0,3 v.

II. Quantitative Bestimmung durch Uerbrennung der Chromatogrammflecken
und darauffolgende spektrophotometrische Phosphorbestimmung
nach der Molybddnblaumethode

1. Reagentien und Apparate

Schwefelsiure p.a.: 0,2 N.

Schwefelsdure p.a.: 6 N.

Ascorbinsdure p. a.: 10 %o wassrige Losung (im Kihlschrank aufbewahren).

Ammonmolybdat p. a.: ([NHa]sMo7024 + 4H20) : 2,5 %0 wassrige Losung.

KH2POu4 p. a.

Molybdatreagens: Das Molybdatreagens wird durch Mischen von 1 Volumteil 6 N-
Schwefelsaure + 2 Volumteilen H2O + 1 Volumteil 2,5 °/0 Ammonmolybdat-
l6sung + 1 Volumteil 10°%o Ascorbinsaurelosung hergestellt. — Dieses Reagens
mufl aus den einzelnen — unbeschrankt lang haltbaren Losungen — jeden Tag neu
bereitet werden.

Uerbrennungskolben (500 oder 1000 ml) nach Schoniger mit Platinhalter.

Spektrophotometer (Metrohm), geeignet fir Messung bei 820 my. Die verwendeten
Kiivetten hatten eine Schichtdicke von I cm.

2. Ausfiihrung der Bestimmung

Nach dem Sichtbarmachen der Substanzen am Chromatogramm (I, Seite 9)
schneidet man die Chromatogrammflecken aus, faltet das Papier zusammen
und befestigt es am Platinhalter des Schliffstopfens vom Verbrennungskolben.
Hierauf verbrennt man in Sauerstoffatmosphire in einem 500 ml-Erlenmeyer-
kolben nach Schiniger. (Handelt es sich um besonders grofle Chromatogramm-
flecken, ist es zwecks Gewdhrleistung einer vollstindigen Verbrennung besser,
einen 1000 ml-Kolben zu beniitzen.)

* Zur Erzielung eciner verniinftigen Genauigkeit ist die Verwendung von geeichten
Mikropipetten unbedingt erforderlich.
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Als Absorptionsflissigkeit dienen 10 ml 0,2 N-Schwefelsaure. Nach voll-
stindiger Verbrennung schiittelt man den geschlossenen Kolben kriftig und lafit
dann noch 20 Minuten unter gelegentlichem Umschiitteln bei Zimmertempera-
tur stehen. Dann spiilt man den Stopfenhals und den Platinhalter mit destil-
liertem Wasser ab, erhitzt den Kolbeninhalt und lafit 10 Minuten lang leicht
kochen, wobei die Losung gleichzeitig auf 2 bis 3 ml eingeengt wird. Nach dem
Abkiihlen wird die Losung in einen 10 ml-Meflkolben gebracht und mit Wasser
bis zur Marke aufgefillt.

Zur photometrischen Phosphorbestimmung werden 4 ml dieser Losung in ein
graduiertes, mit Schliffstopfen versehbares Reagensglas gegeben und 4 ml des
Molybdatreagens zugefiigt. Man schiittelt um und gibt das verschlossene Re-
agensglas ungefdhr 11/2 Stunden lang in ein durch einen Thermostat konstant
auf 37° C gehaltenes Wasserbad.

Nach Herausnehmen und Abkiihlen der Losung auf Zimmertemperatur mifit
man die Extinktion in einem Spektrophotometer bei 820 mu. Von dem gemesse-
nen Wert ist noch der Blindwert abzuziehen, den man durch Verbrennen eines
leeren — an Grofle dem ausgeschnittenen Formothionfleck entsprechenden —
Chromatographierpapierfleckens erhalt. (Man kann auch durch einmaliges Ver-
brennen von mehreren verschieden grofien Papierflecken eine «Eichkurve» der
Blindwerte aufstellen.) Der Phosphorgehalt der Probe wird aus einer mit Phos-
phorstandardlosung (KH2POu) aufgestellten Eichkurve ermittelt. (Die zur Auf-
stellung der Eichkurve beniitzten Losungen wurden durch Zusammengiefien von
4 ml Molybdatreagens und 4 ml verschiedene Mengen Phosphat enthaltende
Phosphor-Eichlosungen erhalten. Die Farbentwicklung erfolgte wie oben bei
der Probelosung beschrieben.) Der Formothiongehalt ergibt sich daraus (nach
Berticksichtigung der Einwaage und des verwendeten Volumens der Losung)
durch Multiplikation mit dem Faktor 8,34 oder graphisch mit Hilfe eines Um-
rechnungsdiagramms. Die Ermittlung der vorhandenen Aktivstoffmenge kann
auch dadurch erfolgen, dafl man am Chromatogramm aufler der Probelésung
auch eine bekannte Menge einer Testlésung der betreffenden Substanz auftrigt
und nach Verbrennen der Flecken und photometrischer Phosphorbestimmung
die Extinktion der Probelésung zu der der Testlosung in Beziehung setzt. Dieses
Verfahren ist besonders dann angezeigt, wenn der Verdacht besteht, dafl der
zu bestimmende Aktivstoff eine betrachtliche Fluchtigkeit aufweist.

lla. Semiquantitative Bestimmung

Das papierchromatographische Verfahren wird ebenso ausgeftihrt, wie bei
der quantitativen Bestimmung (I, Seite 9) beschrieben. Nur trdgt man zweck-
mafligerweise nur 1 bis 5 v der zu bestimmenden Substanz auf das Chromato-
gramm auf. Neben der Substanz werden auch noch verschiedene Mengen einer
Formothionlosung (z.B. 2, 4 und 6 y Formothion enthaltend) auf das Papier
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aufgebracht. Die semiquantitative Bestimmung erfolgt nach Sichtbarmachen der
Substanzen durch visuellen Vergleich von Grofle und Intensitat der Flecken der
Probelésung mit denen der Testlosung.

B. Die Bestimmung von Formothionspritzriickstinden (Formothion und
Dimethoat) in Pflanzenmaterial

I. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

1. Reagentien und Apparate

Benzol: Kp. 80° C (Handelsware, mit Kaliumpermanganatlésung behandelt, dann de-
stilliert).

Natriumsulfat: rein, wasserfrei.

Aceton: Kp. 56° C.

Acetonatril: Kp. 79—81° C.

Petroldther: Kp. 32—35% C.

Neutrales Aluminiumoxyd: 2 kg Aluminiumoxyd Merck werden gut mit 1,6 Liter
Essigsdauredthylester vermischt. Man lafit 24 Stunden stehen, saugt dann ab und
schlammt 2mal mit je 1,6 Liter wasserfreiem Aethylalkohol auf. Nach Absaugen
trocknet man 3 Stunden lang bei 210 bis 220° und 12 mm. Das Vakuum wird so
lange beibehalten, bis die Temperatur des Aluminiumoxyds auf Zimmertempe-
ratur gesunken ist.

Chloroform: Kp.61° C, phosgenfrei.

Mixer.

Schiittelmaschine.

2. Ausfithrung der Bestimmung

100 g Pflanzenmaterial (es konnen aber auch entsprechend weniger verwen-
det werden) werden (bei Friichten mit Kernen nach vorangegangenem Entker-
nen und bei zdhfaserigem Material nach Zerschneiden in kleine Stiicke) unter
Zufiigen von 300 ml Benzol 3 Minuten im Mixer zerkleinert. Dann fiigt man je
nach dem Wassergehalt des aufzuarbeitenden Materials 75 bis 250 g wasser-
freies Natriumsulfat zu und mixt nochmals 8 Minuten lang. Der Inhalt des Mix-
bechers wird in eine Weithalsflasche (1,5 Liter) gegeben, der Becher mit 50 ml
Benzol ausgespiilt und die gut verschlossene Weithalsflasche 1/> Stunde mecha-
nisch geschuttelt. - Man saugt ab, gibt den Pflanzenbrei nochmals mit 300 ml
Benzol in die Weithalsflasche und schiittelt abermals 1/> Stunde. Nach Absau-
gen werden die beiden Filtrate vereinigt und in einem Kuderna-Danish-Kolben
(mit aufgesetztem 30 cm langem Glasrohr wegen eventuellen Spritzens der Lo-
sung) unter Wasserstrahlvakuum am Wasserbad bei 40 bis 50° C zur Trockne
eingedampft. Zum Eindampfriickstand werden mehrmals kleine Mengen Aceto-
nitril zugegeben (insgesamt 20 bis 60 ml), jedesmal kraftig verrthrt und der
Kolbeninhalt nach jeder Zugabe auf die Aluminiumoxydkolonne gebracht (10 g
neutrales Aluminiumoxyd werden mit Acetonitril in ein am unteren Ende mit

Schliffhahn versehenes Glasrohr eingefillt). Man lafit die Losung durch die
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Kolonne laufen und eluiert dann mit 200 ml Acetonitril. Das Eluat wird in
einem Kuderna-Danish-Kolben unter Vakuum zur Trockne eingedampft.

Der Rickstand wird in 50 ml Petrolather aufgenommen und in einen
Scheidetrichter gebracht. Dann schiittelt man 4mal mit je 40 ml eines Gemi-
sches Acetonitril : Wasser = 1 : 4 aus. (Sollte Emulsionsbildung auftreten, gibt
man etwas gesittigte Kochsalzlosung zu, worauf die Schichtentrennung nach
einigen Minuten eintritt.) Nach jedem Ausschiitteln wird die wassrige Phase
durch ein 11 cm-Rundfilter filtriert. Die Acetonitril-Wasser-Phase wird hierauf
5mal mit je 50 ml Chloroform ausgeschuttelt. Man filtriert die Chloroform-
losung durch eine dinne Schicht Natriumsulfat in einen Kuderna-Danish-
Kolben und dampft unter Vakuum bei ungefdhrt 40 bis 50° C zur Trockne.
Zum Schlufl wird der Riickstand in Aceton aufgenommen und in einem 10 ml-
Kolben mit Aceton bis zur Marke aufgefillt.

II. Papierchromatographie und quantitative (semiquantitative) Bestimmung

1. Reagentien und Apparate

Siehe Experimenteller Teil, A. Bestimmung von Formothion in Praparaten,
Seite 162.

2. Ausfithrung der Bestimmung

Ein aliquoter Teil* des vorgereinigten Pflanzenextraktes wird in ein unten
spitz zulaufendes Reagensglas gebracht und der grofite Teil des Acetons (bis
auf 1 bis 2 Tropfen) bei 60° C und Dariiberblasen von Luft entfernt. Die so bis
fast zur Ganze eingedampfte Losung wird mit Hilfe eines kapillardhnlich aus-
gezogenen Glasréhrchens auf den Startpunkt des impragnierten Chromato-
graphiestreifens aufgetragen. Man gibt noch 2mal je einige Tropfen Aceton in
das Reagensglas, erwarmt, lafit abkihlen und bringt jedesmal wieder auf das
Chromatogramm.

Die weitere Analysenvorschrift ist analog wie bei der Bestimmung von For-
mothion in Praparaten bereits beschrieben. Im Falle einer semiquantitativen
Bestimmung werden: neben Formothion auch Dimethoattestlosungen verschie-
dener Konzentration auf das Chromatogramm aufgetragen. Die Verbrennung
der Dimethoatflecken zwecks quantitativer Bestimmung wird genau so wie die
der Formothionflecken ausgefiihrt. Die vorhandene Menge Dimethoat erhilt
man, ebenso wie bei Formothion, aus einem Umrechnungsdiagramm oder durch
Multiplikation der gefundenen Phosphormenge mit dem Faktor 7,44.

* Um den Fehler bei der photometrischen Bestimmung moglichst klein zu halten,
soll die aufzutragende Extraktmenge so gewdhlt werden, daff die resultierende Extink-
tion grofler als 0,1 ist.
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Ergebnisse

A. Spektrophotometrische Bestimmung des Phosphors

1. Empfindlichkeit der Bestimmung

Die Aufstellung der Eichkurve erfolgte mit einer Reihe von Mefilésungen
mit Phosphorgehalten von 0 bis 4 v/8 ml (4 ml Molybdatreagens + 4 ml, ver-
schiedene Mengen Phosphat enthaltende Phosphorstandardlésungen) (Fig. 1).
Dank der groflen Empfindlichkeit der Methode kann die Extinktionsmessung
mit den iiblichen Kiivetten ausgefithrt werden (wir verwendeten Kiivetten von
1 cm Schichtdicke).

E A
0,400 / X
0,300 /zx
0,200 /‘x
0,100 X
| —»- ]
1 2 3 Y P 4

Figur 1

Eichkurve mit Phosphorstandardlésungen, Metrohm Spektralphotometer E 1007,
Kiivetten mit 1 ecm Schichtdicke, Messung bei 820 my..

Bei einem Grofiteil der von uns durchgefithrten Insektizidbestimmungen la-
gen die Extinktionswerte der Probelésungen im Bereich von 1 bis 4 v P der
Eichkurve. Doch kann die Messung auch bei hoheren Konzentrationen aus-
gefithrt werden. Extinktionsmessungen mit Phosphorstandardlosungen bis zu
12 v P/8 ml ergaben auch in diesem Bereich Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes.
Anderseits 1a8t sich natiirlich bei sehr kleinen Phosphorgehalten die Farbinten-
sitit durch Verwendung von Kiivetten mit 2 cm Schichtdicke erhohen.
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2. Einflufy von Zeit und Temperatur auf die Entwicklung der Farbintensitt
EA
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20" X/x X X 3700

0400+ / % 23°C
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20 /

Osm /l | BER | /: T T | 1

102030 60 90 120 150 180 t

b
»

Figur 2
Abhingigkeit der Farbentwicklung von Temperatur und Zeit. — Alle Messungen mit
Losungen, die 4 ¥ P/8 ml enthielten. Die Zeit ist in Minuten angegeben.

Aus Figur 2 geht hervor, daf} der Anstieg der Extinktion nur sehr lagsam
vor sich geht, wenn die Losungen bei Zimmertemperatur stehengelassen wer-
den. Bei 37° C erreicht die Farbintensitat dagegen bereits nach 1 Stunde einen
fast konstanten Wert. Danach bleibt die Extinktion der Losungen langere Zeit
praktisch unverandert, so dafl man bei der Messung nicht genau an einen be-
stimmten Zeitpunkt gebunden ist (siche auch Chen et al.®).

3. Einflufl der Saurekonzentration der Losung auf die Extinktion

Nach Chen et al. darf die Schwefelsaurekonzentration der Mefllosung zwi-
schen einer Normalitit von 0,4 bis 1,0 variieren, ohne daf} eine Beeinflussung
der Extinktionswerte stattfindet. Da dies auch nach unseren Versuchen zutrifft
(Tab. 1), behielten wir die von Chen et al. gewahlte Saurekonzentration des
Molybdatreagens (1,2 N, nach Verdiinnen mit einem gleichen Volumen neu-
traler Probelosung betragt die Normalitat der Schwefelsaure in der Mef}l6sung
dann 0,6) bei. In diesem Fall bleibt namlich die Saurekonzentration der Mef3-
l6sung auch nach Zugabe der Schwefelsdure (10 ml 0,2 N) bei der Verbrennung
der Chromatogrammflecken zwecks Hydrolyse der vorhandenen Pyro- und
Metaphosphorsaure noch betrachtlich unterhalb der erlaubten maximalen Kon-
zentration von 1 N.
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Tabelle 1

Einflufl der Schwefelsdurekonzentration auf die Extinktion
Mefiwerte nach 1'/zstiindiger Farbentwicklung bei 37° C

18 mi N e :
9 0,6 0,309
3 0,8 0,312
5 0,9 0,310
3 1,0 0,309
5 1,2 0,289
3 1,35 0,160
3 155 0,050

B. Bestimmung von phosphorhaltigen Substanzen in Chromatogramm-
flecken nach Schoniger-Verbrennung und nachfolgende photometrische
P-Bestimmung

1. Uerbrennung und P-Bestimmung nach Tiipfeln von Substanzlésungen
auf Chromatographiepapier

Um die Brauchbarkeit der Schioniger-Methode bei der Bestimmung von
Mikrogrammengen Substanz zu testen, wurden Substanzlésungen, die bekannte
Mengen (10-50 y) an verschiedenen phosphorhaltigen Stoffen enthielten, auf
Chromatographiepapier getiipfelt, das Papier nach Schoniger verbrannt und
hierauf der Phosphor photometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2,
Spalte a, zusammengestellt. Die angefiihrten Werte stellen Mittelwerte von
mehreren Bestimmungen dar.

Tabelle 2
Analyse von Reinsubstanzen
Dtaten Sgi%l.tg/f ngkew?*
Triphenylphosphin 99,8
Thiometonsulfoxyd 98,8
Dimethoate 100,9 : 99.8
Formothion 99,5 98,4
Thiometon 100,0
Thiometonsulfon 99 98,7

* Die Papierchromatographie erfolgte fir Thiometonsulfon, Dimethoate und Formothion unter Verwendung
des FlieBmittels Acetonitril : Wasser = 1:4 und einer Papierimprignierung mit einer 3%igen Lésung von
Dibutylphtalat in Chloroform.
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2. Uerbrennung von Chromatogrammflecken

Nachdem die Brauchbarkeit der Methode zur Bestimmung von Mikrogramm-
mengen Substanz erwiesen war, wurden verschiedene Substanzen chromatogra-
phiert, die Flecken mit Hilfe der Brom-Methylumbelliferon-Reaktion sichtbar
gemacht, ausgeschnitten, nach Schoniger verbrannt und der Phosphor photo-
metrisch bestimmt. Es zeigte sich (Tab. 2, Spalte b), dafl Papierimpragnierung,
Fliefmittel und Sprihreagens keinen Einflufl auf die Extinktionswerte und da-
mit auf die Brauchbarkeit der Methode austiben.

Die Genauigkeit der Methode sei durch nachstehende Extinktionswerte de-
monstriert, die durch 8 Parallelbestimmungen von Dimethoatchromatogramm-
flecken erhalten wurden:

E gemessen 0,277, 0,280, 0,284, 0,282, 0,285, 0,288, 0,279, 0,287.

3. Bestimmung von Phosphorinsektiziden in technischen Produkten

In Tabelle 3 sind einige Werte zusammengestellt, die bei der Analyse von
technischen Produkten erhalten wurden. Zu Vergleichszwecken sind auch Werte
angefiihrt, die auf Grund der semiquantitativen Bestimmung erhalten wurden.

Tabelle 3
Analysenwerte einiger technischer Produkte
: z /s gefunden® /o gefunden
Substanz "o in. Probe quantitativ semiquantitativ
Parathion 98,15 98,1
Dimethoate 25,50 25.2
Formothion 57,1 50 — 65
Formothion 45,2 40 — 60
Formothion 45,0 35 — 50
99,5

Sumithion** 98,8

* Die Papierchromatographie erfolgte fiir Dimethoate und Formothion unter Verwendung des FlieBmittels
Acetonitril : Wasser = 1 : 4 und einer Papierimprignierung mit einer 3%igen Losung von Dibutylphtalat in
Chloroform. Bei Parathion und Sumithion wurde die Chromatographie mit dem FlieBmittel Methylalkohol :

Wasser = 7 : 3 ausgefithre. Das Papier wurde mit einer 3%igen Losung von fliissigem Paraffin in Chloroform
impragniert.

** 0,0-dimethyl-0-( 3-methyl-4-nitrophenyl) phosphorothioate.

4. Bestimmung von Dimethoat und Formothion in Olivenol (Zusatzversuch)

Die Methode wurde u.a. zur Bestimmung von Dimethoat und Formothion in
Oel herangezogen (Tab. 4). Auch hier sieht man die gute Uebereinstimmung
mit den Sollwerten.
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Tabelle 4
Formothion und Dimethoatgehalte in Oel

Menge gefunden (in g)
Substanz Zugest(:gzte )Menge (Mittelwert aus Doppel-
e bestimmung)
Formothion 0,0750 0,0731
Dimethoate 0,0133 0,0136

5. Bestimmung von Phosphorinsektiziden in Pflanzenmaterial

In Tabelle 5 sind eine Reihe von Analysenwerten aufgenommen, die bei
Anwendung der Methode zur Bestimmung von Phosphorinsektiziden in Pflan-
zenmaterial erhalten wurden. Es handelt sich dabei teils um Analysen von
Spritzriickstdnden, teils um Zusatzversuche. Zu Vergleichszwecken wurden auch
die Werte der semiquantitativen Bestimmung angegeben.

Tabelle 5
Phosphorinsektizidbestimmungen in Pflanzenmaterial

Substanz Pflanzenmaterial Men‘igie] g;f;nden iﬁ?ﬁi;:?ﬁ%ﬁ?:
Dimethoate Weintrauben 0,75 0,7—0,8
Dimethoate Weintrauben %7 bq 07
Dimethoate Rubenblatter 46 40

(Eintauchversuch)
Dimethoate Zwetschgen 1,18 1—1,4
Formothion Zwetschgen 0,15 Formothion
0,40 Dimethoate
Thiometonsulfoxyd Tee (Zusatzversuch) 0,77 0,6 —0,7
Thiometonsulfoxyd Oliven ‘ 0,93 0,9—1,2
Thiometonsulfoxyd Tomaten 0,79 0,7—0,8

Zusammenfassung

Es wird eine Methode zur Bestimmung von Mikromengen organischer Phosphor-
insektizide angegeben, die sowohl zur Bestimmung von Phosphorinsektiziden in Pripa-
raten und Losungen als auch bei Rickstandsanalysen Anwendung finden kann. Das
Analysenverfahren ist ganz allgemein zur Bestimmung von Organophosphorverbindun-
gen geeignet und umfafit:

1. Eventuelle Vorreinigung der zu untersuchenden Probelésung durch geeignete clean-
up-Verfahren
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2. Papierchromatographische Trennung insektizider Substanzen untereinander und von
Begleitstoffen

3. Verbrennung der Chromatogrammflecken in Sauerstoffatmosphére

4. Spektrophotometrische Bestimmung des Phosphors nach der Molybdédnblaumethode.

Nach der beschriebenen Methode ist es moglich, in Chromatogrammflecken enthal-
tene organische Phosphorinsektizide selbst in Mengen von 5 v noch mit einer Genauig-
keit von etwa 59/p zu erfassen. UnterVerzicht auf die unter 2 angefithrte papierchro-
matographische Trennung ist die Methode auch zur Bestimmung von Totalphosphor
brauchbar.

Ferner wird eine einfach und schnell auszuftiihrende Nachweisreaktion zum Sichtbar-
machen einer Reihe von organischen Phosphorinsektiziden auf Papierchromatogrammen
beschrieben. Die Empfindlichkeit dieser Brom-Methylumbelliferon-Reaktion betragt un-
gefahr 0,3 vy.

Diese Nachweisreaktion kann auch zur semiquantitativen Bestimmung — durch vi-
suellen Vergleich von Intensitdt und Grofle der Chromatogrammflecken mit denen von
Testsubstanzen — von Phosphorininsektiziden in Fallen dienen, wo nur Spuren von In-
sektiziden vorhanden sind oder eine nicht allzu grofle Genauigkeit gefordert wird.

Die Anwendbarkeit der Methode wird anhand von Beispielen zur Bestimmung von
Formothion  (0,0-dimethyl-S-[N-mtehyl-N-formyl-carbamoylmethyl]-dithiophosphat),
Dimethoat (0,0-dimethyl-S-[N-methylcarbamoylmethyl]-dithiophosphat), Thiometon-
sulfoxyd (0,0-dimethyl-S-[aethyl-sulfoxyl-aethyl]-dithiophosphat) und Parathion dar-
gelegt.

Schliefilich wird ein clean-up-Verfahren angegeben, das fir die Aufarbeitung von
Pflanzenextrakten zur Analyse von Formothion- und Dimethoatspritzriickstinden ge-
eignet ist.

Résumé

Cette communication a pour objet une méthode de dosage de traces d'insecticides
organophosphorés qui peut servir aussi bien a lanalyse des produits et des solutions
que pour déceler les résidus dans les végétaux. Il s’agit d'un procédé analytique appli-
cable d'une fagon générale a toutes les combinaisons organophosphorées; il comprend
les opérations suivantes:

1. La purification préalable éventuelle au moyen d’'un «Clean-up» convenable de la
solution & examiner.

2. La séparation des substances insecticides et des matiéres accessoires par chromato-
graphie sur papier.

3. La combustion des taches du chromatogramme en atmosphére d’oxygene.

4. La détermination spectrophotométrique du phosphore par la méthode au bleu de
molybdene.

La méthode décrite permet de doser les insecticides organophosphorés dans les
taches du chromatogramme, méme a la quantité minime de 5 vy, avec une précision de
* 59%. En renongant a la séparation chromatographique sur papier indiquée sous
chiffre 2 ci-dessus, la méthode se préte également au dosage du phosphore total.

En outre, il est fait mention d'une réaction de détection, d’exécution simple et ra-
pide, pour révéler une série d msect1c1des organophosphorés par chromatographie sur
papier. La sensibilité de cette réaction a la bromo-méthylumbelliférone est de I'ordre
de 0,3 .

Cette réaction d’identification peut servir aussi au dosage semi-quantitatif — par
comparaison visuelle de l'intensité et de la grandeur des taches chromatographxques
avec celles des témoins — d1nsect1c1des phosphores dans les cas ou il n'y a que des
traces a déceler ou quand la précision exigée n’est pas trop grande.
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L’application de la méthode est démontrée par I'exemple des dosages
du Formothion (0,0-diméthyl-S-[N-méthyl-N-formyl-carbamoylméthyl] dithiophosphate)
du Diméthoate (0,0-diméthyl-S-[N-méthyl-carbamoylméthyl]-dithiophosphate)
du Thiométone sulfoxyde (0,0-diméthyl-S-[éthyl-sulfoxyl-éthyl]-dithiophosphate) et
du Parathion. .
Enfin, on décrit un procédé de purification («clean up») pour la préparation des
extraits de plantes destinés au dosage des résidus de Formothion et de Diméthoate.

Summary

A method is given for the determination of micro quantities of organic phosphorous
insecticides in preparations and solutions, as well as for the determination of spray
residues. The method of analysis is quite generally suitable for the determination of
organo phosphorous compounds and comprises:

1. Clean-up process for the sample, if required.

2. Paper chromatographic separation of individual insecticidal substdnces and impu-
rities.

3. Flask combustion of chromatogram spots in oxygen atmosphere.

4. Spectrophotometric determination of phosphorus by the Molybdenum blue method.

The method allows to determine organic phosphorous insecticides in chromatogra-
phic spots even in quantities of 5 micrograms with an accuracy of about 5°%. Without
the paper chromatographic separation as per point 2 this method can be used to deter-
mine the total phosphorus content.

Further, a simple method for the detection of a number of organic phosphorous
ester compounds on paper chromatograms is described. The sensitivity of this bromine-
methylumbelliferon reaction is approximately 0,8 micrograms.

By visual comparison of the intensity and size of chromatographic spots with those
of test substances this method of detection may also serve for the semi-quantitative
determination of phosphorous insecticides, in cases where only traces of insecticides
are present or where no extremely accurate results are required.

The applicability of the method is demonstrated by analyses of Formothion (0,0-
dimethyl-S-[N-methyl-N-formyl-carbamoylmethyl]-dithiophosphate), Dimethoate (0,0-
dimethyl-S-[N-methylcarbamoylmethyl] -dithiophosphate), Thiometonsulfoxide (0,0-di-
methyl-S-[ethyl-sulfoxyl-ethyl]-dithiophosphate) and Parathion.

Finally, a clean-up method for Formothion and Dimethoate containing extracts of
plant material is described.
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Dosage de l'acide Ethyléne-diamine-tétracétique
(EDTA)

dans les denrées, dans les vins notamment
Par ]. Uogel et ]. Deshusses

(Laboratoire cantonal de chimie, Geneéve)

Les propriétés chélatrices de 1'acide éthyléne-diamine-tétracétique (EDTA),
bien connues des chimistes analystes, ont récemment attiré 'attention des tech-
niciens sur I’emploi possible de cet acide dans I'industrie des denrées alimen-
taires.

Les études publiées jusqu’ici montrent que les réactions indésirables provo-
quées dans certaines denrées par des traces de métaux (de fer et de cuivre en
part1cuher) peuvent étre freinées efficacement par une addition d’'EDTA. Cest
ainsi qu'un mélange d’EDTA et d’acide sorbique permettrait de stabiliser les
mayonnaises et les sauces pour les salades, que I'action des antioxydants serait
renforcée par la présence d’EDTA, que le noircissement des pommes de terre
serait supprimé durant leur traitement industriel par un mélange de bisulfite
de sodium et ’EDTA et que I'addition d’EDTA aux vins permettrait de sup-
primer les «casses» si redoutées des vignerons .

L’Ordonnance réglant le commerce des denrées alimentaires, du 26 mai
1936, ne mentionne pas 'EDTA parmi les substances chimiques dont I’emploi
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