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Phosphorsédurebestimmungen in Kirschen
mit dem HP-Detektor*

J. Baumler und S. Rippsféin -

Gerichtlich-medizinisches Institut Basel

Der Nachweis von Insektizidriickstinden in Lebensmitteln stellt den Analy-
tiker immer wieder vor die folgende Frage: Ist nur auf ein Spritzmittel, eine
bestimmte Gruppe zu priifen oder sollen in einem Arbeitsgang alle Insektizide
erfafit werden? Die Nachweismethoden miissen einerseits eine hohe Spezifitdt
besitzen, anderseits werden auch inbezug auf die Empfindlichkeit grofe Anspriiche
gestellt. Daher sind die Verfahren, mit denen man versucht, alle im Handel
befindlichen Insektizide gleichzeitig zu bestimmen, meist nicht einfach durch-
zufithren. Sie sind zudem zwangsldufig sehr arbeitsintensiv, weshalb das Un-
tersuchungsergebnis erst lange nach dem Verkauf der Ware erwartet werden kann.
Ueberdies erlauben der grofle Arbeitsaufwand und die damit verbundenen ho-
hen Kosten nur stichprobenartige Kontrollen. ¥

Wird auf eine rasche Analyse Wert gelegt, bei der je nach Resultat die Ware
oder mindestens ein Teil davon noch greifbar ist, so fithren diese komplizierten
Methoden nicht zum Ziel. Um Zeit zu gewinnen, miissen deshalb einfachere, den
speziellen Verhidltnissen angepafite Verfahren gesucht werden.

* Herrn Prof. Dr. J. Im Obersteg gewidmet.
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Es wird im Folgenden iiber einen Versuch von Riickstandsbestimmungen in Kir-
schen berichtet, den wir in den Jahren 1968 und 1969 in Baselland gemeinsam mit
Herrn P. Seitz (Lebensmittelinspektorat Baselland) durchfiihrten. Ausgehend von
der Tatsache, daf} zur Bekdampfung der Kirschenfliege nur einige wenige Spritzmittel
angewendet werden, haben wir unsere Methode auf den Nachweis dieser speziellen
Gruppe von Thiophosphorsidureestern beschrinkt. Dadurch war es mdoglich, das
Verfahren so zu vereinfachen, dafy die Ergebnisse nach kurzer Zeit vorlagen. Wir
haben jeweils 6—8 Proben untersucht und die Resultate innerhalb von 6 Stunden
herausgegeben. Die Kirschen der untersuchten Proben wiren also im Falle einer
Beanstandung noch greifbar gewesen. Solche rasch durchgefiihrten Kontrollen
schiitzen nicht nur den Konsumenten, sondern ermahnen auch den Produzenten
zu groflerer Umsicht. Erhilt der Bauer noch am gleichen Tag, an dem die Probe
gefallt wurde, die Mitteilung, die Spritzmittelriickstinde seien zu hoch oder nur
knapp unterhalb der Toleranzgrenze von 0,3 ppm, so wird er dadurch seiner
Sorgfaltspflicht gewissenhafter nachkommen, als wenn er erst viele Tage nach der
Ernte, nachdem er seine Ware verkauft und bereits eine andere Arbeit aufgenom-
men hat, Bericht erhalt (Eichenberger).

1. Insektizide

Auf Grund der Auskiinfte der landwirtschaftlichen Genossenschaften und der
Verteilerstellen der Spritzmittel konnten wir in Erfahrung bringen, daf} nur die
drei Insektizide Dimethoat, Formothion und Thiocron angewendet werden.

Dimethoat

Dithiophosphorsiaure-(N-methylaminocarboxymethyl)-O, O-dimethylester (Di-
methoat, Rogor, Roxin, Perfekthion).

CH;3;0 S

%
CH.07 NS L CH, - CO-NE--CH,

Schmelzpunkt: 50—51 °
Siedepunkt: (0,1 mm Hg): 117 °
Wasserloslichkeit: 2—3 %

Formothion

Dithiophosphorsidureester-O,0-dimethyl-S(N-formyl-2-mercapto-N-acetamid.
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CH,O S
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<
CH,0~ " NSLLCH, LCO-N <
CH,

Wasserloslichkeit: 0,25 %,

Thiocron
Dithiophosphorsdureester-O,0-dimethyl-S-(2-methoxyaethyl-carbamyl-
methyl-). (Anidithion).
CH,;O S
3 5 \/4
CH;0” S—CH,—CO—NHCH;CH;0CH,

Wasserloslichkeit: 2 %o

2. Extraktion

Die drei Insektizide Dimethoat, Formothion und Thiocron besitzen eine rela-
tiv gute Wasserloslichkeit. Dadurch ist es moglich, gewisse Fett- und Wachsstoffe
zuerst mit Hexan aus wafiriger Losung zu extrahieren (Eichenberger und Gay,
R. Engst und D. Kubel). Anschlieflend lassen sich die Insektizide mit Methylen-
chlorid ausschiitteln (vgl. Anliker und Mitarbeiter). Zur Ueberpriifung haben wir
experimentell die Verteilungskoeffizienten der Insektizide in den verschiedenen
Lésungsmittelgemischen bestimmt:

Verteilungskoeffizient Hexan — Wasser:

Dimethoat < 0,05
Formothion 0,1
Thiocron < 0,05

Verteilungskoeffizient Wasser — Methylenchlorid:

Dimethoat a.17
Formothion 0,2
Thiocron 0,08

Auf Grund dieser Zahlen sind bei den Extraktionen mit Hexan und Methy-
lenchlorid keine bedeutsamen Verluste zu erwarten.

Der Methylenchlorid-Extrakt kann nach dem Trocknen mit Natriumsulfat
und Abdestillieren des Losungsmittels ohne weitere Reinigung zur gaschromato-
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graphischen und diinnschichtchromatographischen Bestimmung verwendet wer-

den.

3. Gaschromatographie

Fiir den Nachweis der Insektizide wird heute vermehrt die Gaschromatogra-
phie verwendet. Mit der Entwicklung von spezifischen Detektoren wurde es mog-
lich, auch die phosphorhaltigen Verbindungen zu erkennen. Wir haben fiir unsere
Bestimmungen den von Zimmermann und Jentsch entwickelten Halogen-Phos-
phor-Detektor beniitzt.

Dieses System setzt sich aus einem gewohnlichen Flammenionisationsdetektor
(FID) und einem speziellen Halogen-Phosphor-Detektor (HP.-) zusammen. Beide
sind in einem Gehiuse eingebaut und haben eine gemeinsame Zufuhr des Triger-
gases. Der FID besitzt eine Ringelelektrode, durch welche die Verbrennungsgase
zu einer zweiten Wasserstofflamme aufsteigen kdnnen, in der sich eine mit Alkali
getrankte Platinspirale befindet. Darliber ist eine zweite Ringelektrode ange-
bracht, die nur anspricht, wenn Phosphor oder Halogene vorhanden sind.

Die Empfindlichkeit auf phosphorhaltige Substanzen ist auflerordentlich hoch.
So ergeben 2—5 ng der Thiophosphorsdureester bereits einen deutlichen Peak.
Ein weiterer Vorteil dieses Detektors liegt in der Moglichkeit, relativ unreine Roh-
extrakte in den Gaschromatographen einspritzen zu konnen. Begleitstoffe werden
im FID verbannt und fithren somit nicht zu einer Verschmutzung des HP-Detek-
tors.

In den Abbildungen 1 und 2 ist neben dem Ausschlag des HP-Detektors
auch noch der Kurvenverlauf des FID (gestrichelt) aufgezeichnet. Es ist daraus
ersichtlich, dafl neben den Phosphaten gleichzeitig auch noch andere halogen-
und phosphorfreie Substanzen den Detektor passieren. Es war daher notig, die
Empfindlichkeit des FID stark abzuschwichen.

Die gaschromatographische Auftrennung der Kirschenextrakte wurden unter
folgenden Bedingungen ausgefiihrt:

Gaschromatograph: F 20 (Perkin-Elmer)

Detektor: FID und HP

Saule: 2 m Glas

Kolonnenmaterial: (Merck fiir Gaschromatographie 5 %bo)

Silikonfett 5 %o auf Chromosorb G
AW-DMCS (80—100 mesh)

Siulentemperatur: 190 °°
Temperatur des Einspritzblockes: 280° .
Trigergas: Stickstoff. 40 ml/Min.
Abschwichung der Verstirker: FID : 128

HP : 8
Papiervorschub: 20 mm/Min.
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Da sich die Thiophosphorsdureester bei der erhohten Temperatur im Gaschro-
matographen an den Metalloberflichen zersetzen, wurde in das Einspritzrohr eine
Glaskapillare eingefiihrt. Durch dieses Glasrohrchen gelangen die Substanzen nach
dem Einspritzen ohne Beriihrung mit Metall direkt auf die ebenfalls aus Glas be-
stehende Sdule.

4. Quantitative gaschromatographische Bestimmung

Eine quantitative Bestimmung der Thiophosphorsiureester war durch Zusatz
einer sog. inneren Standardlosung moglich. Wir haben nach einer Substanz ge-
sucht, die in einem Bereich des Gaschromatogrammes erscheint, in dem keine an-
deren Peaks auftreten. Die gesuchten Insektizide und deren Metaboliten (z.T.
durch Austausch von Schwefel mit Sauerstoff entstanden) finden sich in der Zeit-
spanne zwischen 5 und 17 Minuten.

Unter den kauflichen Alkylphosphaten erwies sich Triallylphosphat mit einer
Retentionszeit von 2" 10” am glinstigsten:

Retentionszeiten: Dimethoat 7’ 45"
Formothion 117 00”
Thiocron 16" 307

Sauerstoffmetabolit von: Dimethoat 5’ 35"
Thiocron 125 50

Alkylphosphate: Trimethylphosphat 0" 50”

Diaethylphosphat 1" 15"
Triallylphosphat 210"

Vor Beginn unserer Untersuchungsreihen haben wir einige Testversuche mit
Kirschen unter Zusatz von bekannten Mengen der drei Insektizide durchgefiihrt
(sieche Abbildung 1). 100 g Kirschen wurden mit je 0,3 ppm Dimethoat, Formo-
thion und Thiocron versetzt. Auf Grund der Peakflichen im Gaschromatogramm
wurden folgende Mengen (in Prozenten) wiedergefunden:

Dimethoat: 100, 103, 95
Formothion: 80, 90, 75
Thiocron: 108;. 75,:93

5. Diinnschichtchromatographische Priifung

Parallel zur gaschromatographischen Bestimmung haben wir als Kontrolle den
Extrakt diinnschichtchromatographisch untersucht (Baumler und Rippstein):
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Abbildung 1. Gaschromatogramm eines Kirschenextraktes, dem Dimethoat, Formothion, Thiocron
und Triallylphosphat zugesetzt wurde.

Trigermaterial: Kieselgel G :
Fliefmittel: Toluol : Hexan : Aceton (1 :2 : 4)
Steighohe des Fliefimittels: 15 cm

Sichtbarmachung Palladiumchlorid
Empfindlichkeit 0,5 ug

Ri-Werte: Dimethoat 0,49—0,51

Formothion 0,70—0,72
Thiocron 0,35—0,55

Da es sich um Rohextrakte handelt, sind auch im Leerversuch zahlreiche zu-
sitzliche Flecken im Chromatogramm sichtbar. Trotzdem lassen sich noch Men-
gen bis zu ca. 0,05 ppm der drei in Frage kommenden Insektizide erkennen. Die
Empfindlichkeit liegt somit weit unterhalb der Toleranzgrenze (0,3 ppm).

Eine quantitative Auswertung der Diinnschichtchromatogramme ist allerdings
schwierig, und die Substanzmenge kann nur grob geschitzt werden. Ein Vergleich
der Werte, die durch Schitzung der Farbintensitit und Fleckengréfe im Diinn-
schichtchromatogramm erhalten wurden, mit den gaschromatographisch bestimm-
ten Riickstandsmengen (siche Tabelle 1) zeigt trotzdem eine gute Uebereinstim-
mung. Die Diinnschichtchromatographie eignet sich ohne Zweifel als Zweit-
methode zur Vorpriifung und Kontrolle.
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Abbildung 2. Gaschromatogramm
der Kirschenprobe Nr. 73. Neben
Dimethoat (0,24 ppm) sind noch
Spuren des Sauerstoffmetaboliten
erkennbar.

-
I
-4

pPIOPUDIS

=

L=
3
4]
-
Sy
o
o
a

————— o —— 2 o s gl

FID-Signal

|

L
i 1 s

0

6. Ergebnisse

Aus den in Tabelle 1 zusammengestellten Ergebnissen ist ersichtlich, daf} bei
keiner der 85 untersuchten Kirschenproben aus den Jahren 1968 und 1969 ein
tiber der Toleranzgrenze liegender Riickstandswert gefunden wurde. Drei Proben
(18, 40, 73) wiesen mit je 0,25 ppm einen Gehalt auf, der nicht nur nahe der To-
leranzgrenze lag, sondern auch deutlich von den {ibrigen Proben abwich. Das
Gaschromatogramm der Probe Nr. 73 ist in Abbildung 2 wiedergegeben. Es lief3
sich nachtriglich feststellen, dafl die Kirschen von Bauern stammten, die ihre
Baume selbst behandelt, und sich nicht den von den Genossenschaften und
den Gemeinden gemeinsam durchgefiihrten Spritzaktionen angeschlossen hatten.

Bei den Kirschen aus dem Jahre 1969 waren in den meisten Fillen keine
Rickstinde oder nur Spuren von Thiophosphorsiureestern nachweisbar. Der
Grund mag einerseits in der regnerischen Witterung vor der Ernte liegen, anderer-
seits konnte die Kontrolle im vorangegangenen Jahr zu einer strikteren Einhal-
tung der Wartefristen nach dem Spritzen gefiihrt haben.
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Tabelle 1. Proben aus dem Jahre 1968

Kirschenprobe Gaschromatographie Diinnschchicht-
Nr. (Mengen in ppm) chromatographie
1—10 — 0 0
11 Spuren Thiocron < 0,05 0
12—17 — 0 0
18 Dimethoat 0,25 +~
19 Dimethoat 0,15 + 4
20 Spuren < 0,05 +
21 — 0 0
22 Spuren < 0,05 +
23 —_— 0 0
24 Spuren < 0,05 =
25 Formothion -+ Metaboliten 0,05 =l
26 Formothion -+ Metaboliten 0,03 =
27 Dimethoat -+ Metaboliten 0,06 B
28 Formothion 0,02 e
29—31 —_ 0 0
B Dimethoat 0,06 4=
33 Dimethoat 0,1 +
34—37 — 0 0
38 Dimethoat 0,1 e
39 Dimethoat 0,1 2
40 Dimethoat 0,25 +++
41—44 — 0 0
45 Dimethoat 0,1 ++
46 — 0 0
47 Dimethoat + Metabolit 0,04 +
48—50 —_— 0 0
Proben aus dem Jahre 1969
51 Dimethoat Spuren
52—55 — 0 0
56 Metaboliten Spuren
57—58 — 0 0
59 Dimethoat Spuren
60—62 == 0 0
63 Metaboliten Spuren
64 Metaboliten von Formothion 0,01
65—66 Metaboliten Spuren
67 — 0 0
68 Metaboliten von Formothion Spuren
69 — 0 0
70 Metaboliten von Formothion Spuren
71—72 — o 0
73 Dimethoat + Metabolit 0,24 =ik
74 Dimethoat Spuren
75—76 o 0 0
77 Dimethoat Spuren
78—385 — 0 0
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In der folgenden Tabelle 2 sind die Analysenergebnisse der 85 Proben zusam-
mengefafit.

Tabelle 2

Anzahl /o
Negative Proben 56 66
Dimethoat 15 ]
Formothion 6 ’ 26
Thiocron 1 ]
Nur Metaboliten 7 8
Mengen tiber 0,1 ppm 8 10

7. Arbeitsvorschrift

100 g Kirschen und 50 ml Wasser werden in einem kriftigen Mixer zerklei-
nert und anschlieflend durch ein Gazefilter von den Steinen befreit. Die Gaze wird
mit 25 ml Wasser nachgewaschen. Nachdem die wifirige Suspension auf 5° C
abgekiihlt ist, wird mit 150 ml Hexan leicht ausgeschiittelt. Der Hexanextrakt
kann verworfen werden. Zur wifirigen Suspension werden 350 ml Methylen-
chlorid zugefiigt und kriftig durchgeschiittelt. Falls Emulsionen entstehen, werden
diese durch Zentrifugieren zerstért. Die Methylenchloridschicht wird abgetrennt,
mit wenig Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel auf dem Wasserbad
abgedampft. Zur Gaschromatographie wird der Trockenriickstand mit 0,2 ml der
Standardlosung versetzt. Diese Standardldsung enthdlt in 100 ml Aceton 5 mg
Triallylphosphat. Nach dem Umschiitteln wird von dieser Extraktlosung ca. 1 pg
in den Gaschromatographen eingespritzt. Die quantititive Auswertung der Peaks
wurde durch Ausmessen der Fliche (Dreiecksmethode) vorgenommen.

Zusammenfassung

Es wird iiber ein Verfahren berichtet, welches es erlaubt, Riickstandsbestimmungen
von Insektiziden in Kirschen innert kiirzester Zeit durchzufiihren. Durch Verwendung
eines auf Phosphor selektiven Detektors (HP-Detektor von Perkin-Elmer) konnte bei
der gaschromatographischen Bestimmung auf ein aufwendiges Extraktionsverfahren ver-
zichtet werden.

Reésume

On décrit une méthode qui permet de doser les résidus de pésticides dans les cerises
dans un minimum de temps. Cette méthode repose sur ’emploi d’un détecteur sélective-
ment sensible au phosphore (HP-détecteur de la maison Perkin-Elmer), dans le dosage
par chromatographie en phase gazeuse, ce qui permet d’éviter ’extraction du pesticide.
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Summary

The application of the halogen-phosphorous detector by Perkin-Elmer for gaschro-
matographic determination of organic thiophosphorous esters is reported.
The results a study on analyses of insecticide-residues in cherries are given.
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Untersuchungen tber den Vitamin-A- und B-Carotin-Gehalt
von Milch und Butter unter Beriicksichtigung
schweizerischer Verhaltnisse

Ch. Fafiler

Abteilung fiir Vitamin- und Erndhrungsforschung der
F. Hoffmann-La Roche & Co. Aktiengesellschaft,
Basel (Schweiz)

Einleitung

Seit Menschengedenken ist die Milch eines der Hauptnahrungsmittel. Thr aufler-
gewohnlicher Nihrwert wurde durch wissenschaftliche Forschungsergebnisse schon
frithzeitig erkannt. Neben den wichtigsten Nahrstoffen wie Fett, Kohlenhydraten,
Eiweifl und Nihrsalze gehoren auch die Vitamine zu den regelmifligen Bestand-
teilen der Milch. Die Milch ist somit als gut ausbalancierte Quelle der notwendi-
gen Nihrstoffe in der menschlichen Ernihrung zu betrachten. Die Kuhmilch ent-
hilt das Vitamin A und von den Carotinen iiberwiegend das f-Carotin im Milch-
fett gelost.

Die Art und Zusammensetzung des Futters konnen die Qualitit, den Geruch
und Geschmack der Milch und Butter wesentlich beeinflussen (1). Der Vitamin-
A-Gehalt der Milch und die natiirliche Pigmentierung der Butter wird durch die
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