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Ausgangslage

Chlorpropham wird als Keimhemmungsmittel bei der Lagerung von Kartoffeln
eingesetzt, um Qualititseinbussen zu verhindern. Anhand der in den Jahren 2001 -
2003 erhobenen Chlorpropham-Riickstandsdaten, den aktuellen Verzehrshaufig-
keiten von Kartoffeln in der Schweiz und den angenommenen Portionengrossen
wird im folgenden die Chlorpropham-Exposition der Konsumenten in der Schweiz
mit Hilfe eines probabilistischen Modells abgeschitzt. Der Vorteil der probabilisti-
schen gegentiber der deterministischen Expositionsabschatzung liegt u.a. darin, dass
sie die ganze Verteilung der Exposition der betrachteten Bevolkerung abbildet und
eine Sensitivititsanalyse der einzelnen Parameter erlaubt (1).

Es ist erst seit wenigen Jahren bekannt, dass Acrylamid in gebratenen, frittierten
und gebackenen Kartoffeln gebildet wird (2). Acrylamid entsteht bei hoheren Tem-
peraturen durch Zerfall der freien Asparaginsiure, wozu zuerst die Reaktion mit
Fructose oder Glucose notig ist (3, 4). Der Asparagingehalt von Kartoffeln ist weit-
gehend konstant. Durch die Wahl von Kartoffeln mit wenig Fructose und Glucose
kann die Acrylamid-Bildung vermindert werden. Es hat sich aber gezeigt, dass die
Lagerung der Kartoffeln bei tiefen Temperaturen deren Fructose- und Glucosege-
halt erhoht (5, 6). Die Empfehlungen der Behorden gehen deshalb dahin, rohe Kar-
toffeln nicht unterhalb von ca. 8—10°C zu lagern. Bei hoheren Lagertemperaturen
bilden sich in zunehmendem Masse Keime, was zu markanten Qualititseinbussen,
erhohten Gehalten an Fructose und Glucose sowie an toxischen Glykoalkaloiden,
insbesondere Solanin und Chaconin fithren kann (7). Aus diesen Griinden diirften
in Zukunft Keimhemmungsmittel wie z.B. Chlorpropham wieder vermehrt zum
Einsatz kommen.
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Chlorpropham: Biochemie und Wirkungsweise, physikalisch-chemische,
toxikologische und gesetzliche Kenndaten

Chlorpropham (Isopropyl-(3-chlorphenyl)carbamat, Isopropyl-3-chlorcarban-
ilat, CIPC) ist ein Wachstumsregulator und ein selektives systemisches Herbizid
und gehort wie Propham zur Substanzklasse der Carbamate (8) (Abbildung 1). Es
inhibiert das Wurzel- und Keimwachstum, die Zellteilung, die Protein- und RNA-
Synthese sowie die Respiration. Zudem interferiert es mit der oxidativen Phospho-
rylierung und Photosynthese und inhibiert die Aktivitit der B-Amylase. Chlorpro-
pham hat ein Molekulargewicht von 213,7 und tragt die CAS-Nummer 101-21-3.
Der Schmelzpunkt liegt bei 38—41°C, der Dampfdruck betrigt 2,46 x102 Pa (bei
25°C) (9). Chlorpropham weist eine Wasserloslichkeit von 170 mg/L (bei 25°C) auf
und der Logarithmus des n-Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (logK,.,)
betragt 3,4 (9).

A QLI

Abbildung 1 Chemische Struktur von Chlorpropham und Propham

Der orale LDso-Wert von Chlorpropham liegt bei der Ratte im Bereich von
>2000-4200 mg/kg Korpergewicht (KG) (10). Am FAO/WHO Meeting on Pesti-
cide Residues (JMPR) im Jahr 2000 wurde die akute Referenzdosis (ARfD) bei
0,03 mg/kg KG/Tag und die akzeptierbare tigliche Aufnahme (ADI) bei 0-
0,03 mg/kg KG/Tag festgelegt (11). Wihrend der ADI die Dosis einer Verbindung
angibt, welche taglich iber die gesamte Lebensdauer via Nahrung oder Trinkwasser
eingenommen werden kann, ohne dass dies mit einem nennenswerten gesundheit-
lichen Risiko verbunden wire, bezieht sich die AR{D auf eine kurzzeitige Exposi-
tion, normalerweise auf eine Mahlzeit oder einen Tag. Der Wert von 0,03 mg/kg
KG/Tag wurde aus einer 90-Tagesstudie mit Ratten hergeleitet, in welcher der
NOAEL des kritischen Effekts von Chlorpropham, der Methimoglobinidmie, bei
10 mg/kg KG/Tag lag (10). Das JMPR wendete einen Sicherheitsfaktor von 300 an.
Es begriindete dies damit, dass es sich bei der Methimoglobinimie um einen vor-
tibergehenden Effekt handelt, bei welchem nach einer gewissen Expositionsdauer
eine Adaptation erfolgt, weshalb die Tiere nicht erst nach 90 Tagen hitten unter-
sucht werden sollen (10). Bei der Methimoglobinimie handelt es sich um einen
hamatologischen Effekt, welcher bereits nach einer Einzeldosis auftreten und somit
begriindeterweise als Basis fiir die Herleitung einer ARfD dienen kann. In der
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Zwischenzeit konnte jedoch bei anderen Verbindungen gezeigt werden, dass solche
Effekte nicht notwendigerweise bereits durch eine Einzeldosis hervorgerufen wer-
den. Das JMPR hat deshalb erkannt, dass Richtlinien zur Durchfithrung von Ein-
zeldosisstudien fiir die Untersuchung von akuten himatologischen Effekten erar-
beitet werden sollten, damit addquate ARfD-Werte hergeleitet werden konnen. Das
britische Pesticide Residues Committee (PRC) hat bereits im Februar 2003 eine
interimistische ARfD bei 0,25 mg/kg KG festgelegt (12).

In der Schweiz liegt der Toleranzwert von Chlorpropham in rohen, gewasche-
nen Kartoffeln bei 5 mg/kg (13). In den USA liegt die Hochstkonzentration (Tole-
rance Level Residues) bei 50 mg/kg (14). Das Codex Committee on Pesticide Resi-
dues (CCPR) der FAO/WHO schlagt in einem Entwurf aus dem Jahr 2004 eine
maximale Hochstkonzentration (Maximum Residue Limit) von 30 mg Chlorpro-
pham pro Kilogramm Kartoffeln vor (15), wihrend in der EU eine Hochstkonzen-
tration von 10 mg/kg in Diskussion ist.

Methodik

Chlorpropham-Riickstande in Kartoffeln

Fur eine reprasentative Marktiibersicht hat das Kantonale Labor Bern (KL BE)
die Proben in Kartoffellagern der landwirtschaftlichen Genossenschaften des Kan-
tons Bern erhoben, wihrend das Kantonale Labor Basel-Land (KL BL) die Proben
bei Grossverteilern und direkt bei Bauern im Kanton Basel-Land nahm. Die Kar-
toffeln wurden mit kaltem Wasser wie im Haushalt iblich gewaschen. Mindestens
20 Knollen wurden anschliessend homogenisiert. Zehn Gramm des Homogenats
wurden mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:1 v/v) extrahiert. Der Extrakt wurde durch
Gelchromatographie an einer Bio Beads S-X3-Saule gereinigt. Nachweis und Quan-
tifizierung erfolgte mittels GC-MSD (16). Von den 140 in den Jahren 2001-2003
erhobenen Messwerten liegt das geometrische Mittel in rohen, gewaschenen Kartof-
feln bei 0,146 mg Chlorpropham pro Kilogramm (nichtsymmetrischer 95 %-Ver-
trauensbereich von 0,096-0,222 mg/kg) mit einem Maximalwert von 43 mg/kg. Bei
15 Proben (10,7 %) wurde der Toleranzwert von 5 mg/kg tiberschritten. Die Nach-
weisgrenze von Chlorpropham betrug 0,02 mg/kg (KL BE) bzw. 0,1 mg/kg (KL
BL). Von den 92 Proben, welche durch das KL BE untersucht wurden, lagen 52 %
unterhalb der Nachweisgrenze, bei den 48 untersuchten Proben des KL BL 62 %.
In der Expositionsabschitzung wurden fiir Messdaten unterhalb der Nachweis-
grenze die Hilfte der jeweiligen Nachweisgrenze, d.h. der Wert von 0,01 mg/kg
bzw. 0,05 mg/kg angenommen.

Verzehrshéufigkeiten von Kartoffeln in der Schweiz

Im Jahr 2003 wurde ein privates Forschungsinstitut durch das BAG beauftragt,
rund 1000 Personen in der Schweiz zu ihren Verzehrshiufigkeiten von Kartoffeln
per Telefon zu befragen. Dazu wurden zwei verschiedene Befragungsarten verwen-
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det: Food Frequency Questionnaire und 24h-Recall. Es wurde zwischen gekochten
Kartoffeln (z.B. Salzkartoffeln, «Gschwellti», Kartoffelstock, Kartoffelsalat, Kar-
toffelsuppe), gebratenen Kartoffeln (in der Bratpfanne zubereitete, z.B. Rosti oder
Bratkartoffeln), frittierten Kartoffeln (z.B. Pommes Frites oder Kroketten), geba-
ckenen Kartoffeln (z.B. Kartoffelgratin, Kartoffelwahe, Backblechkartoffeln wie
Ofenfritten und Ofenkroketten) und Pommes Chips unterschieden.

Portionengréossen

Fiir die Simulation wurde eine mittlere Portionengrosse von 150 g fur gekochte,
gebratene, frittierte und gebackene Kartoffeln angenommen und fiir Pommes Chips
eine solche von 50 g. Im Weiteren wurde angenommen, dass diese Portionengrossen
normalverteilt sind und Standardabweichungen aufweisen, welche 20 % des Mittel-
werts entsprechen. Bei den Verteilungen fir gekochte, gebratene, frittierte und
gebackene Kartoffeln wurde das absolute Maximum bei jeweils 700 g festgelegt, bei
Pommes Chips bei 350 g.

Verarbeitung

Der Verlust von Chlorpropham beim Riisten (Schilen) und Kochen (Kochen,
Braten, Frittieren, Backen) wurde in Szenario 1 nicht berticksichtigt. In Szenario 2
wurde ein Verlust von 40 %, d.h. ein Verarbeitungsfaktor von 0,6 angenommen, wie
es vom britischen Pesticide Residues Committee (PRC) vorgeschlagen wurde (17).
In Szenario 3 wurden die Verarbeitungsfaktoren des JMPR tibernommen (18): bei
den gebratenen und gebackenen Kartoffeln der Faktor 0,33 fiirs Kochen und 0,027
furs Schilen (d.h. insgesamt Faktor 0,0089), bei gekochten Kartoffeln zu 80 % beide
Faktoren (0,0089) und zu 20 % nur der Faktor 0,33 (durch den Verzehr von unge-
schilten «Gschwellti»), bei frittierten Kartoffeln zu 10% der Faktor 0,15 (durch
den Verzehr von ungeschilten Pommes Frites) und zu 90 % der Faktor 0,018, sowie
bei Pommes Chips der Faktor 0,1.

Simulation

Mit Hilfe des Software-Packets @RISK (Version 4.5, Palisade Corporation,
Newfield, NY, USA) wurde eine Simulation mit 5000 Iterationen durchgefiihrt, in
welcher die tagliche Aufnahmemenge berechnet wurde. Diese setzt sich zusammen
aus der Summe der Produkte von Chlorpropham-Riickstinden mal Verzehrshiu-
figkeiten der einzelnen Kartoffelzubereitungen mal den entsprechenden Portio-
nengrossen. Der Verzehr der verschiedenen Kartoffel-Zubereitungsarten (gekocht,
gebraten, frittiert, gebacken, Pommes Chips) kann gleichzeitig an einem Tag erfol-
gen und wird als unabhingig voneinander angesehen. Bei den Chlorpropham-
Rickstainden und Kartoffel-Verzehrshaufigkeiten wurde mit den empirischen
Daten gerechnet, wihrend bei den Portionengrossen die parametrisierten Verteilun-
gen verwendet wurden. Die Verzehrshiufigkeiten der verschiedenen Zubereitungen
wurden als diskrete Variablen ins Modell implementiert. Die tiglichen Aufnahme-
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mengen wurden auf die Person und nicht auf das Kilogramm Korpergewicht bezo-
gen, da keine Angaben zu den Personengewichten aus der Kartoffelverzehrsbefra-
gung vorlagen. Fir den Vergleich mit der akzeptierbaren tiglichen Aufnahmemenge
wurde die Annahme gemacht, dass eine Person 60 kg wiegt.

Resultate

Berechnete Anzahl Tagesportionen von Kartoffelzubereitungen

Der Maximalwert der verzehrten Kartoffelzubereitungen, d.h. von gekochten,
gebratenen, frittierten und gebackenen Kartoffeln sowie Pommes Chips zusammen,
liegt nach 5000 Iterationen bei 4 Portionen pro Person und Tag, welche nur auf
0,06 % der Iterationen zutrifft. Bei 0,82 % der Iterationen werden 3 Portionen, bei
7,3 % 2 Portionen, bei 35,6 % 1 Portion und bei 56,2 % keine Portion einer Kartof-
felzubereitung konsumiert. Der berechnete Mittelwert liegt nach 5000 Iterationen
bei ca. 0,53 Portionen pro Person und Tag, welcher sich zusammensetzt aus 0,25
Portionen gekochten Kartoffeln, 0,12 Portionen gebratenen Kartoffeln, 0,05 Portio-
nen frittierten Kartoffeln, 0,065 gebackenen Kartoffeln und 0,04 Portionen Pommes

Chips.

Chlorpropham-Exposition

Zur Abschitzung der tiglichen Exposition wurde mit allen 140 Riickstandswer-
ten (Szenario A) gerechnet respektive ohne die Riickstandswerte, welche tiber dem
Toleranzwert von 5 mg/kg liegen (Szenario B). Dabei wurde der Chlorpropham-
Verlust wahrend dem Riisten und Kochen nicht berticksichtigt (Szenarien A1, B1)
bzw. berticksichtigt (Szenarien A2, A3 und B2, B3). Die Resultate der Simulationen
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Basierend auf der ARfD von 0,03 mg/kg
KG/Tag betragt die akzeptierbare tigliche Aufnahme fiir eine 60 kg schwere Person
1,8 mg. Ohne Berticksichtigung des Chlorpropham-Verlusts wihrend dem Riis-
ten/Kochen (Szenario A1) liegt die mittlere Exposition bei 0,13 mg, beim 99-Per-
zentil bei 1,86 mg (Abbildung 2). Die ARID wird beim 98,88-Perzentil erreicht,
unter Berticksichtigung eines Chlorpropham-Verlusts von 40% beim Riisten/
Kochen (Szenario A2) beim 99,62-Perzentil. Unter Berlicksichtigung der vom
JMPR vorgeschlagenen Verarbeitungsfaktoren (Szenario A3) betrigt die mittlere
Aufnahme nur noch 5,6 pg/Person/Tag, beim 99-Perzentil 0,15 mg/Person/Tag, was
klar unterhalb der ARfD liegt. Die ARfD wird erst beim 99,98-Perzentil vollstindig
ausgeschopft. Ohne Berticksichtigung der Riickstandswerte oberhalb des Toleranz-
werts von 5 mg/kg (Szenario B) resultieren im Mittel und bei den hohen Perzenti-
len klar tiefere Chlorpropham-Expositionswerte (Abbildung 3). So wird ohne
Bertcksichtigung der Verarbeitungsfaktoren (Szenario B1) die ARfD erst beim
99,96-Perzentil erreicht.
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Rel. Haufigkeit

X <=1.86

Mittelwert = 0.13] 99%

-0.2 0.2 0.6 1.0 14 1.8 22 2.6 3.0

mg/Person/Tag

Abbildung 2 Verteilung der Chlorpropham-Exposition (Szenario Al).

Es wurden alle Riickstandswerte berticksichtigt und kein Chlorpropham-
Verlust wihrend dem Risten/Kochen angenommen. Das Diagramm zeigt
einen Ausschnitt der ganzen Verteilung.
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Abbildung 3 Verteilung der Chlorpropham-Exposition (Szenario B1).

Es wurden nur die Riickstandswerte unter dem Toleranzwert von 5 mg/kg
berticksichtigt und kein Chlorpropham-Verlust wihrend dem Risten/Kochen
angenommen. Das Diagramm zeigt einen Ausschnitt der ganzen Verteilung.
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Beitrag der einzelnen Zubereitungsarten

In Abbildung 4 ist der Beitrag der einzelnen Zubereitungsarten zur gesamten
Chlorpropham-Exposition unter Berticksichtigung der JMPR-Verarbeitungsfakto-
ren (Szenario A3) fir den Mittelwert von 0,0056 mg/Person/Tag dargestellt. Mit
einem Anteil von 78 % tragen gekochte Kartoffeln mit Abstand am meisten zur ge-
samten Chlorpropham-Exposition bei, wihrend der Beitrag der anderen vier Zube-
reitungsarten weniger gewichtig ausfallt.

gekocht
gebraten
frittiert
gebacken

O R 0OM@O

Pommes Chips

Abbildung 4 Beitrag der einzelnen Kartoffel-Zubereitungsarten auf die Chlorpro-
pham-Aufnahme (Szenario A3).
Diese Beitrage gelten fir die mittlere Aufnahme von 0,0056 mg/Person/Tag
unter Berticksichtigung der JMPR-Verarbeitungsfaktoren.

Sensitivitdtsanalyse

Eine Sensitivititsanalyse fiir Szenario A1 zeigt, dass von den variablen Faktoren
die Chlorpropham-Riickstandsdaten den grossten Einfluss auf die Verteilung der
Chlorpropham-Exposition ausiiben (Abbildung 5). Im Vergleich dazu ist der Ein-
fluss von anderen variablen Faktoren, d.h. von den Verzehrshaufigkeiten und den
Portionengrossen der verschiedenen Kartoffelzubereitungen deutlich geringer. Die
Sensitivititsanalyse von Szenario A3 unterscheidet sich nicht wesentlich von derje-
nigen von Al. Wie in Szenario B (Tabelle 1) aufgezeigt, wird mit der vollstindigen
Einhaltung des Toleranzwertes von 5 mg/kg eine wesentliche Reduktion der Auf-
nahmemengen erreicht, so dass fir alle drei Szenarien (B1, B2, B3) ab dem 99,96-
Perzentil die ARID eingehalten werden kann.
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Chlorpropham-Rickstande in Kartoffeln 0.594
Verzehrshaufigkeit von gekochten Kartoffeln
Verzehrshaufigkeit von gebratenen Kartoffeln

Verzehrshaufigkeit von gebackenen Kartoffeln

Verzehrshaufigkeit von frittierten Kartoffeln

Portionengrésse von gekochten Kartoffeln 0.038

0 02 04 06 08 1.0
Std b Coefficients

Abbildung 5 Sensitivititsanalyse: Einfluss der wichtigsten variablen Faktoren auf die
Verteilung der Chlorpropham-Exposition (Szenario A1).
Es wurden alle Rickstandswerte berticksichtigt und kein Chlorpropham-
Verlust wihrend dem Riisten/Kochen angenommen.

Vergleich mit Gesamtverzehrsstudien und anderen
Expositionsabschatzungen

Die obigen Abschitzungen geben ein erginzendes und aktualisiertes Bild zur
Schweizer Gesamtverzehrsstudie aus den Jahren 1991-1995, in welcher basierend
auf einem Chlorpropham-Riickstand von 0,17 mg/kg in zubereiteten Kartoffeln
und einer mittleren Kartoffel-Verzehrsmenge von 132 g/Person/Tag eine tagliche
Chlorpropham-Aufnahme von 22 pg pro Person ermittelt wurde (19). Bei einem
Korpergewicht von 60 kg pro Person entspricht dies 0,37 pg/kg KG/Tag (Tabelle 2).
In einer Gesamtverzehrsstudie in Kanada aus dem Jahr 1998 lag die tigliche Auf-
nahme uber alle Altersklassen bei 0,88 pg/kg KG/Tag. Am stirksten exponiert
waren Kleinkinder im Alter zwischen 1-4 Jahren mit einer tiglichen Aufnahme von
2,16 pg/kg KG/Tag (20) (Tabelle 2). Das JMPR hat fiir eine typische europiische
Ernihrungsweise eine langfristige tigliche Aufnahme (International Estimated
Daily Intake=IEDI) von 14,5 png/kg KG/Tag abgeschatzt (18) (Tabelle 2).

Zur Ermittlung der Kurzzeit-Aufnahmemenge hat das JMPR den International
Estimated Short-Term Intake (IESTT) fiir den Fall 2a berechnet (21). Darin wird die
Variabilitit der Chlorpropham-Riickstinde zwischen den einzelnen Kartoffelknol-
len mitberticksichtigt. Der Variabilititsfaktor wurde bei 7 und die Chlorpropham-
Hochstkonzentration bei 23 mg/kg festgelegt. Werden die vom JMPR ermittelten
Verarbeitungsfaktoren fiirs Schilen und Kochen eingesetzt, liegt die tigliche Auf-
nahme der Kleinkinder bei 12 pg/kg KG/Tag, wodurch die ARID zu 40 % ausge-
schopft wird (18).
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Diskussion

Unter Berlicksichtigung der JMPR-Verarbeitungsfaktoren und unter der
Annahme, dass eine Person 60 kg schwer ist, liegen die berechneten tiglichen Auf-
nahmemengen im Mittel und beim 99-Perzentil deutlich unterhalb der AR{D des
JMPR (Szenario A3), welche erst beim 99,98-Perzentil erreicht wird. Allerdings
diirfte bei Kindern und Jugendlichen die mittlere Aufnahme, bezogen auf das Kor-
pergewicht, etwas hoher liegen. Da die ARID von 0,03 mg/kg KG/Tag aufgrund
von konservativen Annahmen hergeleitet wurde, kann aus der Expositionsabschit-
zung gefolgert werden, dass kein gesundheitliches Risiko fir die allgemeine Bevol-
kerung besteht.

Die taglichen Chlorpropham-Aufnahmemengen wurden basierend auf den Ver-
zehrsgewohnheiten von ca. 1000 Konsumenten in der Schweiz berechnet. Im Expo-
sitionsmodell wurde die Annahme gemacht, dass der Verzehr der funf verschiede-
nen Kartoffel-Zubereitungsarten (gekocht, gebraten, frittiert, gebacken und
Pommes Chips) probabilistisch und unabhingig voneinander erfolgt. Fiir den Kreis
der Konsumenten, welche systematisch mehrere unterschiedliche Kartoffelzu-
bereitungsarten am Tag verzehren, miisste die Chlorpropham-Aufnahme gesondert
berechnet werden.

Wie obige Simulationen zeigen, sind die abgeschitzten Aufnahmemengen stark
von der Wahl der Verarbeitungsfaktoren abhingig. In der Literatur finden sich
betrichtliche Unterschiede zwischen den angegebenen Verarbeitungsfaktoren (9,
17, 18, 20, 24). Das JMPR hat die Verarbeitungsfaktoren fiir Chlorpropham bei der
Kartoffelverarbeitung am detailliertesten analysiert und dokumentiert, weshalb
diese am fundiertesten erscheinen (9, 18). Es stellt sich jedoch die Frage, inwieweit
diese Faktoren fur alle Verarbeitungsarten reprasentativ sind. Um diese Unsicher-
heit in der Expositionsabschitzung zu minimieren, wire eine genauere Charakteri-
sierung der Verarbeitungsfaktoren fiir Schweizer Verhiltnisse nttzlich.

Der Zusammenhang zwischen Kiihllagerung von Kartoffeln, der damit verbun-
denen erhohten Fructose- und Glucose-Gehalten und der erhohten Acrylamid-Bil-
dung beim Braten, Backen und Frittieren wurde erst vor kurzem aufgeklirt. Sollte
in den kommenden Jahren vermehrt auf die Kartoffel-Kiihllagerung verzichtet wer-
den, diirften Keimhemmungsmittel wie Chlorpropham verstirkt zum Einsatz
gelangen. Es wird interessant sein zu beobachten, wie sich die Chlorpropham-
Riickstinde in Kartoffeln in den nichsten Jahren entwickeln werden. Aus diesem
Grunde sollte der Kontrolle der Keimhemmungsmittel in den nichsten Jahren
besondere Beachtung geschenkt werden. In der Schweiz wurden im Jahr 2002
70300 t Kartoffelprodukte und 173800 t Kartoffeln fiir den Frischkonsum umge-
setzt. Kartoffeln fir Kartoffelprodukte werden seit mehreren Jahren zu 90 % nicht
mehr kiihl gelagert. Bei den Kartoffeln fir den Frischkonsum, welche zum Backen
und Frittieren bestimmt sind, wird von der Kiihllagerung auf Keimhemmungsmittel
umgestellt (22).
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In der Schweiz werden verschiedene Formulierungen von Keimhemmungsmit-
teln mit Chlorpropham als Wirkstoff angeboten (23). Dabei wird zwischen drei ver-
schiedenen Anwendungsweisen unterschieden: i) der Heissvernebelung, ii) der
Spritzapplikation auf Forderbiandern und iii) der Staubapplikation. Wahrend sich
die fliissigen Formulierungen fiir die ersten beiden Applikationen bei den Grossan-
wendern (z.B. in den Lagern der landwirtschaftlichen Genossenschaften) durchge-
setzt haben, werden die Staubformulierungen iii) bei den Bauern im kleineren Mass-
stab eingesetzt. Die gesetzliche Wartefrist nach der letzten Chlorpropham-
Anwendung bis zum Konsum der Kartoffeln betragt fiir alle dreit Anwendungsarten
vier Wochen. Im Gegensatz zu den beiden ersten Applikationen diirfte bei Anwen-
dung iii) eine homogene Verteilung des Wirkstoffs nur schwierig zu erreichen sein.
Die beanstandeten Proben konnen jedoch nicht einer bestimmten Anwendungs-
weise zugeschrieben werden.
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Zusammenfassung

Chlorpropham wird als Keimhemmungsmittel bei der Lagerung von Kartoffeln
eingesetzt. Mit Hilfe eines probabilistischen Modells wurde die Chlorpropham-
Exposition der Schweizer Konsumenten tiber den Verzehr von Kartoffeln abge-
schitzt. Als Datenbasis dienten die im Jahr 2003 von rund 1000 Schweizer Konsu-
menten erhobenen Kartoffel-Verzehrshaufigkeiten sowie 140 in den Jahren 2001 bis
2003 von den Vollzugsorganen erhobene Riickstandsdaten. Unter Berticksichtigung
der Verarbeitungsfaktoren, welche vom FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues
(JMPR) vorgeschlagen worden sind, liegt die berechnete tagliche Aufnahmemenge
im Mittel bei 0,0056 mg/Person/Tag und beim 99-Perzentil bei 0,15 mg/Person/Tag.
Das JMPR hat eine akute Referenzdosis (ARfD) von 0,03 mg/kg Korpergewicht/
Tag festgelegt, was bei einer 60 kg schweren Person einer tiglichen Aufnahme
von 1,8 mg entspricht. Aus der probabilistischen Expositionsabschitzung geht her-
vor, dass diese ARID erst beim 99,98-Perzentil vollstindig ausgeschopft wird. In
Anbetracht dessen, dass die ARfD konservativ hergeleitet wurde, ist kein gesund-
heitliches Risiko fir die allgemeine Bevilkerung in der Schweiz erkennbar. Die
berechneten Aufnahmemengen sind stark abhingig von den verwendeten Verarbei-
tungsfaktoren, bei welchen betrichtliche Unterschiede in der Literatur festgestellt
wurden, weshalb hier noch Klarungsbedarf fiir die verschiedenen Kartoffelzuberei-
tungen besteht. In den kommenden Jahren diirfte die Kithllagerung wegen dem
erhohten Risiko der Acrylamid-Bildung an Bedeutung verlieren und als Folge
davon Keimhemmungsmittel wie z.B. Chlorpropham in verstirktem Masse zum
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Einsatz gelangen. Es wird deshalb empfohlen, die Entwicklung der Riickstinde von
Chlorpropham und anderen Keimhemmungsmitteln in Kartoffeln in den kommen-
den Jahren genau zu verfolgen.

Résumé

Le chlorprophame (CIPC) est utilisé dans la conservation des pommes de terre
en tant qu’inhibiteur de germination. L'exposition au CIPC que la consommation
de ce tubercule engendre pour la population suisse a fait I’objet d’un modele d’éva-
luation probabiliste basée sur deux éléments: d’une part, la fréquence de consom-
mation de plats a base de pommes de terre, recensée aupres d’un millier de consom-
mateurs suisses en 2003; d’autre part, un total de 140 occurrences de résidus de
CIPC identifiés par les organes d’exécution de 2001 4 2003 sur des pommes de terre
crues. Sur la base des facteurs de traitement préconisés par la réunion conjointe
FAO/OMS sur les résidus de pesticides (JMPR ), la dose journaliere ingérée est en
moyenne de 0,0056 mg/ personne/jour, et de 0,15 mg/personne/jour au 99e percen-
tile. La JMPR a fixé une dose de référence aigué (DRfA) de 0,03 mg/kg de poids
corporel/jour, correspondant a une ingestion quotidienne de 1,8 mg pour une per-
sonne pesant 60 kg. I”évaluation probabiliste de I’exposition au CIPC montre que la
DRfA n’est entierement atteinte qu’au 99,98e percentile. La DRfA ayant été fixée de
facon conservative, on ne peut en déduire aucun risque pour la santé de la popula-
tion en Suisse. Le calcul des doses ingérées est fortement fonction des facteurs de
traitement, entre lesquels la littérature constate des différences marquées; il y a donc
lieu d’étudier les différents modes de préparation des plats & base de pommes de
terre de fagon plus circonstanciée. Ces prochaines années, on peut s’attendre a voir
régresser la conservation a froid, car ce mode de stockage engendre un risque accru
de formation d’acrylamide au stade de la cuisson. Le traitement antigerminatif, a
base de CIPC, par exemple, devrait de ce fait gagner du terrain. D’oti la recomman-
dation d’assurer le suivi des résidus de CIPC et d’autres inhibiteurs de germination
sur les pommes de terre au cours des années 2 venir.

Summary “Probabilistic exposure assessment for chlorpropham through
potato consumption”

Chlorpropham is applied as sprouting inhibitor in potato storage. In this study,
the probabilistic intake to chlorpropham for Swiss consumers was assessed based on
recent food frequency data of approximately 1000 Swiss consumers for potato
dishes and 140 chlorpropham residual data in raw potatoes which had been analysed
by two cantonal laboratories between 2001 and 2003. Applying the processing fac-
tors which had been proposed by the FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues
(JMPR), the mean daily intake was 0.0056 mg per person and the 99 percentile
0.15 mg per person. The JMPR had derived an acute reference dose (ARID) of
0.03 mg/kg body weight/day corresponding to 1.8 mg per day for a person weigh-
ing 60 kg. As result, the ARID is reached at the 99.98th percentile. Taking into
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account that the ARfD had been derived under conservative consumptions, the gen-
eral population in Switzerland is not at critical risk. The calculated exposure
strongly depends on the applied processing factors which differ markedly in the lit-
erature. To minimize this uncertainty in the exposure assessment, the processing
factors may be characterized in more detail for the different potato products and
dishes. It had been shown that more acrylamide is formed during cooking of pota-
toes which had been stored at cold temperature. For that reason, fewer potatoes
might be stored in cold-storage depots in the future, while sprouting inhibitor like
chlorpropham may be applied in increasing amounts. It is recommended to monitor
the residues of chlorpropham and other sprouting inhibitors in potatoes in the
coming years.

Key words
Chlorpropham residues in potatoes, sprouting inhibitors, probabilistic intake assess-
ment, storage of potatoes
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Introduction

The protection of human health from exposure to pesticide residues in food-
stuffs remains a major objective. Pesticides constitute a very important group of
chemical compounds due to their widespread use in agricultural practice for field
and post harvest protection. As they are often toxic, the survey of their residues in
food is of very large interest. Indeed, over 1000 compounds may be applied to agri-
cultural crops in order to control undesirable moulds, insects or weeds. To ensure
the food safety for consumers, numerous legislations as the EU directives (1) or the
Swiss regulations (2) as well as Codex alimentarius of FAO/WHO have established
maximum residue limits (MRL) for pesticides in foodstuffs. For pesticide monitor-
ing, gas chromatography (GC) with electron capture detection (ECD), nitrogen-
phosphorus detection (NPD) and mass spectrometry (MS) detection are the most
widely used techniques since many years (3). Recently, some applications using
GC-MS/MS for pesticide determination in fruits and vegetables have been
described in the literature (4, 5). However, many of them, which are thermally
unstable or non-volatile such as carbamates, benzimidazoles or triazoles, are diffi-
cult or impossible to analyze using these techniques. Liquid chromatography (LC)
coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS) offers a powerful tool for the
determination of these compounds in food samples (6-8). A LC-MS/MS method
with a simplified extraction procedure was developed as a complement to tradi-
tional GC pesticide determination in order to carry out an effective control of pes-
ticide residues in fruits and vegetables (9).

This paper presents the overall procedure for pesticide residues analysis and its
application for the survey of pome (apples and pears) and tomatoes of local production
in comparison with imported products. Around 150 apples and pears were sampled
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directly from Geneva area farmers from September to October 2002. For tomatoes,
there are about 85 samples of the Geneva production, which were taken and analyzed
between May and September 2003. In parallel, imported samples of apples, pears and
tomatoes were also analyzed and the results compared with local production.

Experimental
Sampling

Pome

Samples were taken directly from Geneva area farmers, in local cooperatives and
on the market in Geneva area: 131 apples and 31 pears from almost all local farmers
were taken during September—October 2002. In addition, imported products were
sampled directly on the Geneva market during two years (2002-2003). This repre-
sents 35 apples and 36 pear samples from Argentina, Belgium, Chile, France, Italia,
New-Zealand, Portugal, South Africa, Spain and Turkey.

Tomatoes

Geneva has 26 tomato farmers located in its territory or in French free zone bor-
der. With a volume of around 4500 tons per year, this corresponds nearly to 20% of
the Swiss tomato production. This production is commercialized on the Swiss mar-
ket; 30 % in the Geneva area. In order to perform a survey of pesticides residues in
tomatoes of local production, we collaborated with the “Union Maraichere de
Geneve (UMG)” which is the major cooperative for fruits and vegetables from local
farmers. The UMG has accepted to control its overall production before commer-
cialisation on the Swiss market and collected samples directly at the farmer. Between
May and September 66 lots of tomatoes provided by the UMG with the indication
of the pesticide treatments done for each sample were analysed. Simultaneously,
since the beginning of 2003, Swiss and imported tomatoes were collected from the
Geneva market or directly from importer. Finally, 169 tomato samples were ana-
lyzed for pesticides residues 85 Swiss samples (mainly from Geneva) and 84 samples
originating from Spain, Netherlands and Morocco. Among these 169 samples,
14 samples originated from certified organic agriculture.

Analytical Methods

In order to screen a very large number of pesticides, we used two different mul-
tiresidue methods. The overall schematic procedure is shown in figure 1.

Apolar pesticides such as organochlorine and organophosphorous fungicides and
insecticides are extracted with acetonitrile. After addition of water, pesticides are
extracted by liquid-liquid extraction with hexane. The hexane portion is collected
and analyzed by gas chromatography (GC) on analytical capillary columns of differ-
ent polarities (DB-5 and SPB-20) with electron capture (ECD) and nitrogen-phos-
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[Analytical strategy for pesticide residue analysis]

g

Volatile substances: Polar substances:
mainly organochlorine and Various chemical families
o

rganophosphorous compounds (carbamates, imidazoles, ...

g g

I Acetonitrile-Hexane extract I I Ethyl acetate extract I
GC-EDC, NPD, FPD analysis LC-MS/MS analysis and
GC-MS confirmation confirmation

Figure 1 Overall scheme of the analytical strategy for the pesticide residues survey

phorus (NPD) detection. In case of ambiguous identification or for not compliant
samples, confirmations are carried out with mass spectrometry (MS) detection.
Polar pesticides such as carbamates, benzimidazoles or triazoles, are extracted from
samples with ethyl acetate. Except for a concentration step, no additional clean-up is
necessary. Analyses are performed by liquid chromatography coupled to electrospray
ionization and tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS) (9). This multiresidue
method allows the determination of 74 pesticides commonly used in crop protection.

Results and discussion

Pome

In table 1 the results obtained for apples and pears of Swiss and foreign origin
are summarised. Results showed that 75 % of samples contained pesticide residues.
However, for almost all samples, the pesticides concentrations were far below the
MRUL’s. This demonstrates that treatments were done correctly and that dose, num-
ber of applications and withdrawal times before harvest were respected.

Table 1
Results of the survey of pesticide residues in Swiss and foreign apples and pears
Fruits Origin Number of Samples Samples with Samples with
samples without residues residues
residues below MRL above MRL
Apples Swiss 131 26 (20%) 104 (79 %) 1(1%)
Foreign 35 16 (46 %) 19 (54 %) -
Pears Swiss 31 16 (52 %) 15 (48 %) -
Foreign 36 10 (29 %) 25 (69 %) 12%)
Total 233 68 (29%) 163 (70%) 2(1%)
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For apples, 20 active substances used as fungicides or insecticides were detected.
The most frequently used pesticides are given in Table 2, with indication of the min-
imum and maximum residue levels measured and the corresponding Swiss MRLs.
For example, the fungicide folpet was present in 50 % of the samples with a maxi-
mum concentration of 1.51 mg/kg and a Swiss MRL of 3 mg/kg. The following pes-
ticides were found in less than 5% of samples: dichlofluanid, diphenylamine,
acetamiprid, carbendazim, pyrimethanil, hexythiazox, bromopropylate, difeno-
conazol, sulfur, carbaryl, myclobutanil, penconazole, vamidothion, thiabendazol.
In only one case, the Swiss MRL was slightly exceeded for the fungicide pencona-
zole. This apple lot was kept during three months in the refrigerator before com-
mercialisation and after this period, the level of penconazole was compliant to the
Swiss MRL. The comparison between Swiss and foreign apples showed only few
differences, except the use of diphenylamine (35 % of positive sample of foreign ori-
gin) for post-harvest treatment to ensure the fruit’s quality during transportation.
As shown in Figure 2, numerous samples contained more than one pesticide
residue. Sometimes, six different active substances were observed in the same sam-
ple. In addition, analysis method improvements, as the very high sensitivity and
selectivity of the LC-MS/MS, allowed showing up residues, which were not
detected few years ago. For pears, approximately the same substances as for apples
were found: captan, cyprodinil, fenitrothion, fenoxycarb, fenpropathrin, fludiox-
onil, flusilazole, folpet, indoxacarb, procymidone and trifloxystrobin. One MRL
exceedance was observed for flusilazole in a foreign product. As shown in Figure 2,
the number of residues per sample in pears was also lower than for apples.

Table 2
Frequeently found substances in pome, median, maximum and minimum levels and
corresponding Swiss MRL

Pesticide % of positive Levels min-max Median Swiss MRL
samples [mglkg] [mg/kg] [mg/kg]

Folpet 49 % 0.02-1.51 0.11 3
Pirimicarb 30% 0.01-0.10 0.02 1
Trifloxystrobin 27% 0.02-0.22 0.03 0.5
Indoxacarb 15% 0.01-0.05 0.02 0.5
Fenoxycarb 11% 0.01-0.06 0.01 0.3
Captan 7% 0.01-0.61 0.06 3

According to the results of this survey, even if pesticide residues were present in
a majority of samples, the level was generally low and the quality of pome sold in
Geneva area was very satisfying. Almost all samples were compliant with the Swiss
regulations (2).
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Figure 2 Number of pesticide residues found per sample. A) Apples; B) Pears

Tomatoes

Table 3 summarises the results obtained from the tomato survey. Unlike the
results of pome, a significant difference has been observed between local and
imported products. More than 50 % of indigenous tomatoes were free from pesticide
residues and no MRL exceedance was recorded. The pesticides found in the 36 posi-
tive indigenous samples were mainly fungicides and more rarely insecticides. This
can be explained by the intention of the local farmers to use as far as possible biolog-
ical predators (as for example Macrolophus caliginosus) as auxiliaries rather than
chemical products against pests. Table 4 shows the list of pesticides found in indige-
nous products, with indication of the maximum concentration found and the corre-
sponding Swiss MRL’s. The mixture of cyprodinil and fludioxonil (Switch®), carben-
dazim and chlorothalonil were the most used pesticides against mould. However, it
must be noted that 2003 was a year particularly favourable for the local farmers due
to a very dry summer, which had greatly limited the hazards of mould development.
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Table 3
Results of the survey of pesticide residues in Swiss and foreign tomatoes

Production Origin ~ Number of ~ Samples ~ Samples with ~ Samples with
samples without residues residues
residues below MRL  above MRL
Tomatoes Swiss 82 46 (56 %) 36 (44 %) -
Foreign 73 14 (19%) 54 (74 %) 5(7%)
Tomatoes from Swiss 3 3 (100%) - -
organic agriculture  Foreign 11 10 (90 %) - 1(10%)
Total 169 73(#43%) 90 (53%) 6 (4%)
Table 4
Substances found in 82 indigenous tomato samples: F: fungicide; I: insecticide
Pesticides Type Number of Levels min-max ~ Median — Swiss MRL
positive samples [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Cyprodinil F 14 0.01-0.28 0.02 0.5
Carbendazim F 9 0.01-0.07 0.04 0.5
Chlorothalonil F 9 0.01-0.99 0.09 2
Fludioxonil F 8 0.03-0.20 0.05 0.5
Diethofencarb F 6 0.01-0.04 0.01 0.5
Dimethomorph F 5 0.02-0.18 0.07 0.2
Propamocarb F 4 0.03-0.09 0.03 0.2
Fenhexamid F 3 0.60-0.90 0.61 1
Pymetrozine I 3 0.01-0.10 0.03 0.5
Folpet F 2 0.16-0.30 - 3
Myclobutanil F 2 0.01-0.02 - 0.1
Triforine F 2 0.04-0.07 - 0.1
Buprofezine I 1 0.14 - 0.3
Pirimicarb I 1 0.05 - 1
Pyrimethanil F 1 0.01 - 2

F: fungicide; I: insecticide

80% of the imported samples contained pesticide residues and MRL exceedance
was observed for 5 samples. In 2 cases, several substances with concentration above
the MRL were found. As shown in Table 5, imported tomatoes were more contami-
nated by pesticide residues than indigenous samples. Effectively, 32 different pesti-
cides were detected with about 1/3 of insecticides and 2/3 of fungicides. These results
can be explained by the diversity of the samples origin (Italy 30 samples, Spain 16,
Tunisia 11, Morocco 6, Netherlands 4, France 3, various 3) and therefore the various
practices and legislations concerning plant health treatments of each country.

Approximately the same substances as in Switzerland were detected beside the
very often used procymidone, iprodione and azoxystrobin. It must also be noted
that some pesticides found (indicated in Table 5 with an asterisk) are not approved
by the Swiss legislation and therefore not allowed in Switzerland for tomatoes. In
these cases, the MRL indicated in Table 5 corresponds to the recommendations
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given by the Swiss federal office of public health. Concerning samples with MRL
exceedance, the measured concentrations were much higher than the MRL.

Table 5
Substances found in 73 tomato samples of foreign origin
Pesticide Type  Number of Levels min-max ~ Median ~ Swiss MRL
positive samples [mg/kg] [mg/kg]  [mg/kg]
Carbendazim F 21 0.01-0.07 0.02 0.5
Procymidone F 20 0.07-1.80 0.38 2
Cyprodinil F 15 0.01-0.25 0.04 0.5
Chlorothalonil F 14 0.03-11.6 0.15 2
Iprodione F 11 0.03-0.24 0.15 5
Azoxystrobin F 11 0.01-0.18 0.02 2
Pyrimethanil F 6 0.01-0.12 0.02 2
Fludioxonil F 6 0.01-0.10 0.03 0.5
Oxadixyl F 5 0.01-0.25 0.08 0.10
Dichlofluanid F 5 0.05-0.15 0.11 5
Metalaxyl F 4 0.03-0.10 0.05 0.05
Difenoconazole F 4 0.02-0.06 0.03 0.5
Acetamiprid * 1 4 0.01-0.02 0.02 0.2
Buprofezine I 3 0.01-0.20 0.02 0.3
Endosulfan I 3 0.01-0.10 0.08 0.5
Thiophanate methyl ~ F 3 0.01-0.09 0.04 0.5
Carbofuran I 3 0.01-0.05 0.03 0.1
Pyridaben * I 3 0.01-0.03 0.01 0.1
Cymoxanil F 2 0.02-0.09 - 0.05
Diethofencarb F 2 0.01-0.08 - 0.5
Tebuconazol * F 2 0.02-0.04 - 0.2
Mepronil * F 1 1.07 - 0.05
Captan F 1 0.33 - 3
Chlorpyrifos I 1 0.25 - 0.5
Thiabendazol F 1 0.09 - 0.05
Imazalil F 1 0.06 - 0.5
Malathion I 1 0.06 - 3
Penconazol F 1 0.05 - 0.2
Methiocarb I 1 0.04 - 0.05
Myclobutanil F 1 0.03 - 0.1
Imidacloprid * I 1 0.03 - 0.3
Indoxacarb * I 1 0.02 - 0.2

F: fungicide; I: inseticide; * Substance not allowed in tomato cultivation in Switzerland.

This survey included also some samples issued from certified organic culture. The
great majority of these samples were imported, mainly from Italy. Only one sample
was detected with pesticides residues and consequently was not in accordance with the
Swiss law concerning organic agriculture (10). However, the concentration levels meas-
ured were very low: 0.01 mg/kg cyprodinil and 0.01 mg/kg pyrimethanil. For such low
concentration levels, pesticide residues derive probably from a contamination occur-
ring from a pesticide treatment of a neighbouring field or during the handling or con-
ditioning of the tomatoes but not from an intentional plant protection treatment.
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Conclusion

The analytical methodology presented in this work for the survey of pesticide
residue in crops is efficient and allows the detection of a very large number of plant
health treatments. Pesticide residues in pome and tomatoes were under the MRL for
indigenous production. These results demonstrate that crop treatments were done
correctly and that dose, number of applications and withdrawal times before harvest
were respected. Few differences were observed between local and foreign pome
production except the use of the fungicide diphenylamine. For tomatoes, the for-
eign production was contaminated with higher levels of pesticides and more insecti-
cides were found. Furthermore, several MRL exceedances, sometimes with high
levels, were observed.

Summary

Pesticide residue analysis in food remains a continuous problem. This survey
becomes increasingly difficult due to the fact that many active substances are used
today in modern agriculture. In order to obtain an efficient screening, our labora-
tory has developed an analytical strategy with the complementary analysis of apo-
lar pesticides by GC with ECD, NPD and MS detection and polar pesticides with
LC-MS/MS. This methodology was applied to the survey of pome and tomatoes,
which are the most important fruit production in the Geneva area. The results
from samples directly collected from farmers were compared with imported sam-
ples. For local products, the situation was very satisfying for both crops. Pome
health treatments were numerous, but were correctly carried out. The imported
tomatoes showed a higher contamination with pesticides and several non compli-
ant samples.

Résumé

L’analyse de résidus de pesticides dans les denrées alimentaires reste un pro-
bleme d’actualité. Cette recherche de résidus est de plus en plus difficile car de tres
nombreuses matieres actives sont utilisées aujourd’hui dans [Pagriculture
moderne. Afin de pouvoir couvrir le plus large spectre possible, notre laboratoire
a développé une stratégie analytique comprenant I’analyse complémentaire des
pesticides apolaires par chromatographie gazeuse avec détection ECD, NPD et
MS, et des pesticides polaires par LC-MS/MS. Ces analyses ont été appliquées a
deux programmes de contrdle concernant les fruits a pépins (pommes et poires) et
les tomates. En effet, ces deux productions sont importantes pour la région gene-
voise et il était intéressant de faire une étude quant aux résidus de pesticides conte-
nus dans ces cultures locales. Les résultats issus d’échantillons prélevés directe-
ment chez les producteurs ont été comparés a ceux d’échantillons d’origine
étrangere. Globalement, la situation genevoise est trés bonne pour les deux types
de cultures. Les traitements phytosanitaires des fruits 2 pépins sont nombreux,
mais correctement effectués puisqu’un seul léger dépassement des normes en
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vigueur a été constaté. Pour les tomates, la situation locale est encore meilleure,
surtout comparée aux productions étrangeres.

Zusammenfassung

Die Pestizidanalytik von Lebensmitteln bleibt ein aktuelles Problem. Die Riick-
standuntersuchungen werden immer anspruchsvoller, da heute in der Landwirt-
schaft eine grosse Zahl von Wirkstoffen eingesetzt wird. Um ein moglichst breites
Analysenspektrum abzudecken, hat unser Labor eine analytische Strategie entwi-
ckelt, welche nebst der Priifung auf apolare Pestizide mit Gaschromatographie mit
ECD-, NPD- und MS-Detektion, die Analyse von polaren Pestiziden mit
LC/MS/MS umfasst. Diese Analysenstrategie wurde in Rahmen von zwei Kontroll-
programmen erprobt. Kernobst (Apfel und Birnen) und Tomaten sind wichtige
Landwirtschaftsprodukte der Genfer Region. Es war deshalb von besonderem
Interesse, die Riickstandssituation bei diesen Produkten genauer zu untersuchen.
Die direkt bei den inlindischen Erzeugern erhobenen Stichproben wurden mit aus-
lindischer Ware verglichen. Insgesamt waren Kernobst und Tomaten aus der
Schweiz beziiglich Riickstinde als gut zu bezeichnen. Das Kernobst wurde mit
zahlreichen Wirkstoffen behandelt. Jedoch erfolgte die Anwendung der Spritzmittel
vorschriftsgemdss und fihrte deshalb selten zu Toleranzwertiiberschreitungen.
Inlindische Tomaten waren noch weniger mit Riickstinden belastet als das Kern-
obst, besonders im Vergleich zur auslindischen Ware.

Key words
LC-ESI-MS/MS, tandem mass spectrometry, pesticides residues, food analysis
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Einleitung

Cadmium kann in Boden natiirlich oder anthropogen vorkommen. Aufgrund
seiner potentiellen Toxizitdt fiir den Menschen unterliegt der Konsum von cadmi-
umbelasteten Lebensmitteln weltweit strengen Richtlinien. In der Schweiz sind
diese durch die Umweltschutz- und Lebensmittelgesetzgebung geregelt [Verord-
nung uber Belastungen des Bodens: VBBo (1); Verordnung uber Fremd- und
Inhaltsstoffe in Lebensmitteln, Fremd- und Inhaltsstoffverordnung: FIV (2)].
Umfassende Zusammenstellungen zum Cadmium und seiner Pflanzenverfiigbarkeit
finden sich in Alloway (3) und Merian (4). Im Folgenden meint «Weizen» bezie-
hungsweise «Getreide» immer die Korner der Pflanze. Untersucht wird Brotweizen.

Ab Mitte der 1980er Jahre ist weltweit die zum Teil starke anthropogene oder
naturbtirtige Cadmiumbelastung der Boden bestimmter Anbaugebiete — und damit
des auf ihnen gezogenen Getreides — in den Blickpunkt wissenschaftlichen und
offentlichen Interesses geraten (5). Dies zog Untersuchungen zur Anreicherung des
Cadmiums in der Nahrungskette nach sich, zum Beispiel in Kanada (6), Frankreich
(7, 8), Osterreich (9, 10, 11), Deutschland (12) und den USA (25, 26). Auch in der
Schweiz wurden seit Mitte der 1980er Jahre Schwermetallgehalte der Boden
ermittelt (5, 13) und Transportmechanismen in der Pflanze untersucht (14, 15).

Immer wichtiger wurde die Einsicht, dass es nicht gentigt, Spezies zu verglei-
chen, sondern innerhalb einer Spezies auch die diversen Sorten. Der Begriff «Sorte»
beschreibt die Unterart einer domestizierten Spezies. Sorten weisen einen von der
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urspriinglichen Wildform zum Teil sehr weit abweichenden Phinotyp auf, mit dem

auch eine Anderung des Genotyps einhergeht. Dies hat zur Folge, dass unterschied-

liche Sorten einer gleichen Pflanzenart unterschiedlich auf Umwelteinfliisse reagie-
ren. Der Mensch macht sich diese Anpassungsfihigkeit der Pflanzen zunutze,
indem er ertragreichere Sorten ziichtet. In der Schweiz wird die Ziichtung neuer

Getreidesorten an den Landwirtschaftlichen Forschungsanstalten in Changins und

Zirich-Reckenholz und von verschiedenen Saatgutproduzenten erforscht. Haupt-

ziele der Zucht sind Steigerung der Qualitit (Eiweissgehalt, Gehalt hochwertiger

Gluteinproteine, Fallzahl, usw.), der Resistenz gegentiber Krankheiten, Witterung

0.4. und des Ertrags (16). Oftmals werden dabei unerwiinschte Nebeneffekte tiber-

sehen, zum Beispiel die Fihigkeit, mit unterschiedlichen Akkumulations- und

Transferraten Schwermetalle anzureichern. Die heute in der Schweiz gebriuchlich-

sten Weizensorten sind: Arina, Galaxie, Runal, Titlis und Greina (16). Die For-

schung nach wenig Cadmium akkumulierenden Weizensorten liegt auch im wirt-
schaftlichen Interesse, da viele Weizen produzierende Linder auf zwar Cadmium
belasteten aber landwirtschaftlich wertvollen Boden Getreide erzeugen, wie bei-

spielsweise Kanada (28).

Bislang gibt es dazu noch kaum Ergebnisse aufgrund gross angelegter, und vor
allem langfristiger Untersuchungen auf Boden mit besonders hohen Cadmiumge-
halten. Forschungen zu Aufnahme und Transport des Cadmiums in der Pflanze
sind meist Laborversuche (14, 17, 27). Diese Untersuchungen sind statistisch meis-
tens nicht aussagekraftig, da sie auf geringen Probenzahlen [(18): n=5-13 pro Sorte;
(10): n=4 pro Sorte] oder Gefassversuchen (2) beruhen. Sie konnen somit auch nicht
in Anbauempfehlungen miinden.

1994/95 wurden erhohte Cadmium-Werte in zwei Getreideproben des Gebietes
Blauen-Nenzlingen festgestellt (19, 20). Daraufhin erfolgten 1996 und 1998 zwei
grossflachige Erhebungen zur Akkumulation von Cadmium in Brotweizen, deren
Ergebnisse in Genoler & Dubois (20), Wenk et al. (19) und Frossard et al. (18) verof-
fentlicht wurden. 2003 erfolgte eine dritte Beprobung, die im vorliegenden Bericht
besprochen wird.

Aus den oben aufgefiihrten Arbeiten ergibt sich eine Reihe neuer Fragestellungen:
®  Wie reihen sich die Ergebnisse des langfristigen Monitorings von Blauen-Nenz-

lingen in die heutige Forschung ein?

e Entsprechen die anlisslich der Untersuchung des Cadmiumtransfers vom Bo-
den ins Getreide 1996 und 2003 gemessenen Cadmium-Totalgehalte des Bodens,
den von Genolet & Dubois (20) prognostizierten?

e Lassen sich Zusammenhinge zwischen einzelnen Bodenparametern und dem
Cadmiumgehalt des Weizens feststellen?

e Welche Resultate ergibt der Sortenvergleich beziiglich der Akkumulation, wenn
die Ergebnisse aller Untersuchungen zusammen ausgewertet werden?

® Welche Empfehlungen konnen den Landwirten gegeben werden?
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Material und Methoden

Gesetzgebung in der Schweiz

Die schweizerische Gesetzgebung regelt den qualitativen Schutz der Boden in
der Verordnung tiber Belastungen des Bodens (1). Verschiedene Werte instrumenta-
lisieren den Umgang mit belasteten Boden (Tab. 1). Die Bodenfruchtbarkeit — im
Sinne der Multifunktionalitit und der Regenerationsfihigkeit des Bodens - ist bei
Belastung unterhalb des Richtwertes langfristig gewahrleistet und die Nutzung
uneingeschrinkt moglich. Bei Belastungen zwischen dem Richt- und dem Priifwert
ist die Bodenfruchtbarkeit beeintrichtigt, es besteht aber noch keine Nutzungsge-
fahrdung. Oberhalb des Priifwertes ist eine Nutzungsgefihrdung moglich; es muss
geprift werden, welche Nutzungen moglich sind. Oberhalb des Sanierungswertes
ist die Nutzungsgefihrdung gegeben (21); es gilt ein Nutzungsverbot und unter
bestimmten Bedingungen eine Sanierungspflicht.

Tabelle 1

Gesetzliche Werte fiir Cadmium in Boden und Weizen (in mg/kg TM). Der Grenzwert
wurde von Frisch- zu Trockenmasse umgerechnet.

Valeurs légales pour le cadmium dans le sol et le blé (en mg/kg MS);

Legal values for cadminm in soil and wheat (in mg/kg DM )

1: VBBo; 2: FIV
Cdt (mg/kg TM) Cdl (mg/kg TM) Cdw (mg/kg TM)
Cd Totalgehalr Loslicher Cd Gehalt Cd Gehalt des
des Bodens des Bodens Weizens
Valeur totale en Valeur soluble en Teneur en
Cd du sol Cd du sol Cd du blé
Soil’s total Soil’s soluble Wheat’s
Cd content Cd content Cd content
RW: Richtwert! 0,8 0,02 -
valeur indicative
guide level
PW: Priifwert! 2,0 0,02 -
senil d’investigation
investigation limit
SW: Sanierungswert! 30 0,1 -
seuil d’assainissement
sanitation level
GW: Grenzwert? - - 0,23

valeur imite
boarder value

Die zulissige Belastung der Lebensmittel wird in der Verordnung tiber Fremd-
und Inhaltsstoffe in Lebensmitteln (2) mit Toleranz- und Grenzwerten geregelt.
Wird ein Toleranzwert uiberschritten, ist das Lebensmittel verunreinigt oder sonst
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im Wert beeintrichtigt. Liegt die Belastung tiber dem Grenzwert, ist das Produkt
nicht mehr fir die menschliche Ernihrung geeignet und muss als Futtermittel ver-
wendet oder vernichtet werden. Die FIV (2) wurde im Marz 2002 revidiert: Per
01.05.2002 wurde der Grenzwert fiir Cadmium in Weizen von 0,3 auf 0,2 mg Cd/kg
FM gesenkt, der Toleranzwert aufgehoben. Unter der Annahme, dass frische
Getreidekorner 15% Feuchte enthalten, wird fiir den Vergleich der auf Trocken-
masse berechneten Resultate ein um 15% hoherer Grenzwert von 0,23 mg Cd/kg
TM verwendet.

Beprobung und Probenaufbereitung

2003 wurden 44 Weizen- und Bodenproben auf jeweils ca. 12 m? genommen:
Vom Boden wurden mit einem 30 mm Stechbohrer zwolf Einzelproben aus 0-
20 cm Tiefe zu einer Mischprobe vereinigt; vom Weizen wurde ca. 1 kg Ahren ent-
nommen. Die Probenahme erfolgte in mindestens 10 m Abstand vom Wegrand; mit
einer Ausnahme handelt es sich hierbei um unversiegelte Feldwege. Die Bodenpro-
ben wurden luftgetrocknet, gemorsert (zerstampft), auf <2 mm gesiebt, von Skelett-
und Pflanzenanteilen befreit und bei 40°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Die Totalgehalte des Cadmiums und anderer Schwermetalle wurde mittels ICP-
OES bestimmt (Perkin Elmer 4100 DV). Die Messung der l6slichen Cadmiumge-
halte erfolgte mittels einem elektrothermischen Atomabsorptionsspektrometer
(Perkin Elmer 4100 ZL). Der pH wurde in einer CaCl,-Losung potentiometrisch
mittels kombinierter Glaselektrode gemessen.

Die entspelzten Kornerproben wurden gemahlen, in Quarzgefassen mit HNOs
und H20O, unter Hochdruck aufgeschlossen und mittels ICP-MS gemessen (Per-
kin-Elmer Elan 6100). Zur Qualititssicherung des Analyseverfahrens wurden ISE-
Ringversuchsproben mitaufgeschlossen und gemessen, sowie einige Proben doppelt
aufgeschlossen und gemessen. Die friheren Beprobungen und Probenaufbereitun-
gen sind ausfihrlich geschildert in Wenk et al. (19) und Frossard et al. (18).

Die Beprobungen der Jahre 1996 und 2003 wurden in Zusammenarbeit mit den
betroffenen Landwirten durchgefiihrt. Die Proben stellen einen Ausschnitt der im
Untersuchungsgebiet tatsichlich angebauten Weizensorten dar (Tab. 2). 1998 wur-
den die Proben im Rahmen eines Anbauversuches auf speziell ausgesuchten Flichen
gezogen. Die Gesamtzahl der Probenpaare (Boden/Weizen) belduft sich auf 143.

Bei den Proben aus der Getreideannahmestelle handelt es sich um Mischproben
aus Einzelkornern, welche bei der Umschuttung vom Erntewagen des Landwirtes
ins Zwischenlager kontinuierlich mengenproportional entnommen wurden. Sie
widerspiegeln den durchschnittlichen Cadmiumgehalt eines oder mehrerer Felder.
Dementsprechend konnen diesen Proben keine prazisen Bodendaten zugeordnet
werden.
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Tabelle 2

Anzahl der Probenpaare (Boden/Weizen) der in den verschiedenen Beprobungsjahren
untersuchten Weizensorten

Nombre des paires d’échantillons (sol/blé) des variétés de blé prises durant les différentes
années d’échantillonage

Number of sampling pairs (soil/wheat) of the wheat breeds taken in the different sampling
years

Weizensorte 1996 1998 2003 nTot

Titlis - 13 20 33
Arina 12
Arina & Tamaro (1:1) 18
Lona 1
Greina 1
Runal -
Tamaro -
Arina & Tamaro (1:2) 6
Bowal -
Danis -
Galaxie -
Titlis & Greina -
Titlis & Runal -
Arbola

unbekannt -
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Resultate

Resultate 2003

Von den 44 untersuchten Bodenproben weisen 21 Cadminm-Totalgehalte (Cdt)
unterhalb des Richtwertes auf (Abb. 1a). Weitere 20 liegen zwischen diesem und dem Priif-
wert. Lediglich drei Proben tibersteigen letzteren (2,1; 2,27; 2,72 mg Cdt/kg TM Boden).

Die im Jahr 2003 beprobten Weizensorten sind: Titlis, Greina, Arina und Lona;
hinzu kommen ein Titlis/Greina und ein Titlis/Runal Gemisch sowie eine nicht
eruierte Weizensorte (Tab. 2). Von den insgesamt 44 Proben liegen 29 unter dem
halben Grenzwert (fritherer Toleranzwert), 13 zwischen diesem und dem Grenz-
wert und zwei iber dem Grenzwert. Titlis weist eine weite Streuung tiber alle Werte
auf. Diese ist auch bei den anderen Sorten angedeutet, aber aufgrund der geringeren
Probenzahl nicht sehr deutlich.

Alle Weizenproben, die auf Boden mit einem Cdt unterhalb des Priifwertes
gezogen wurden, weisen keine Uberschreitung des Grenzwertes auf. Beide iiber
dem Grenzwert liegenden Weizenproben, weisen einen Cdt im Boden tiber dem
Prifwert auf (Abb. 1a).

Bezuglich der loslichen Cadminmgebalte (Cdl) liegen lediglich 11 der 44 Boden-
proben oberhalb der Bestimmungsgrenze von 0,002 mg/kg TM (Abb. 2). Fur die
Darstellung in Abbildung 1 wurde den nicht bestimmbaren Proben ein fiktiver
Wert von 0,001 zugeordnet.
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Abbildung 1 Cadmiumgehalt des Weizens in Abhingigkeit des Cadmium-Totalgehal-
tes des Bodens.
Teneur en Cd du blé en dépendance de la tenenr totale en cadminm du sol.
Cd content of the wheat in dependance of the soil’s total cadminm content.
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Abbildung 2 Einfluss des 16slichen Cadmiumgehaltes des Bodens auf A: den Cadmium-
gehalt im Weizen und B: den Transferkoeffizienten (nur Beprobung 2003);
grau: nur Proben mit >0,002 mg Cd/kg TM, schwarz: alle.

Influence de la teneur en Cd soluble des sols sur A: la teneur en Cd du blé et B:
le coefficient de transfert. gris: seulement échantillons avec >0,002 mg Cd/kg
TM, noir: tous.

Influence of the soil’s soluble Cd on A: the Cd content of wheat and B: the
transfercoefficient. grey: only samples with >0,002 mg Cd/kg TM, black: all.
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Bei der Korrelation der 16slichen Cadmiumgehalte des Bodens mit den Cadmi-
umgehalten des Weizens (Cdw) (Abb. 2a) weist die lineare Regression fir die
bestimmbaren Cdl Proben eine leichte Ubereinstimmung steigender Cdl- und stei-
gender Cdw-Gehalte aus. Werden jedoch die nicht bestimmbaren Proben hinzuge-
zogen, wird deutlich, dass kein Zusammenhang zwischen Cdl- und Cdw-Gehalten
herzustellen ist. Die beiden Standorte mit Weizenproben, deren Cadmiumgehalt
uber dem Grenzwert liegt, einen nicht bestimmbaren Cdl-Gehalt aufweisen.

Dasselbe gilt fir die Korrelation der Cdl mit dem Transferkoeffizienten (Abb.
2b). Der Transferkoeffizient ist ein indexierter Wert des Verhaltnisses des Schwer-
metallgehaltes in der Pflanze und dem Schwermetallgehalt im Boden eines Proben-
paares (Verhiltnis Cdw/Cdt), der bei dhnlichem Cdt des Bodens und ihnlichen
Umweltbedingungen als Mass fiir das Anreicherungsvermégen in der Pflanze
betrachtet werden kann (18). Obwohl die Steigung der linearen Regression einen
Zusammenhang andeutet, ist aus der Darstellung deutlich ersichtlich, dass die hoch-
sten Transferkoeffizienten nicht bei den hochsten Cdl-Gehalten liegen.

Resultate 1996 bis 2003

Abbildung 1 zeigt die Probenpaare aller Beprobungsjahre. 1998 sind alle Wei-
zenproben im Rahmen eines Anbauversuches auf Boden gezogen worden, die zwi-
schen 1,4 und 2,2 mg Cdt/kg TM aufweisen. Die Daten weisen auf eine lineare
Abhingigkeit hin, doch r? bleibt <0,5. Die Probenpaare der Jahre 1996 und 2003
hingegen weisen eine breite Streuung des Cadmium-Totalgehaltes im Boden auf.
Die lineare Regression (r?>0,5) weist auf eine Abhingigkeit des Cdw vom Cdt hin.

In Abbildung 3 sind die Probenpaare aller drei Jahre zusammen dargestellt. Optisch
ist in der Punktwolke eine Zunahme des Cdw bei steigendem Cdt wahrnehmbar. Bei
einzelnen Cdt konnen jedoch ganz unterschiedliche Cdw auftreten. Ab 1,6 mg Cdt/kg
TM Boden finden sich Weizenproben mit Grenzwertiiberschreitungen. Bis 2,0 mg
Cdt/kg TM Boden bleiben sie jedoch die Ausnahme. Ab 2,0 mg Cdt/kg TM Boden ist
eine deutliche Zunahme der Grenzwerttberschreitungen im Weizen festzustellen. Dabei
gilt: a) Weizenproben tiberschreiten den Grenzwert nie auf Boden, deren Cdt unter dem
Richtwert liegt; b) Drei der Weizenproben tberschreiten den Grenzwert auf Boden,
deren Cdt zwischen dem Richtwert und dem Priifwert liegt; ¢) Von den 13 Weizenpro-
ben auf Boden, deren Cdt knapp tber dem Priifwert liegt, iiberschreiten sechs den
Grenzwert nicht, sechs weitere knapp und eine deutlich; d) Weizenproben tiberschreiten
den Grenzwert deutlich auf Boden, deren Cdt deutlich tber dem Prifwert liegt.

Rechts in Abbildung 3 sind die in der Getreideannahmestelle 1998 und 2003
gezogenen Proben dargestellt. Da diese Mischproben gesamte Felder reprasentie-
ren, kann ihnen kein Cadmium-Totalgehalt im Boden zugeordnet werden. 1998
liegt eine Weizenprobe mit 0,326 mg Cdw/kg TM deutlich iiber dem heute zulassi-
gen Grenzwert, allerdings unter dem bis 2002 giiltigen Grenzwert von 0,345 mg
Cdw/kg TM. 2003 weist eine Probe den gemessenen Cd-Gehalt von genau 0,230 mg
Cdw/kg TM auf. In beiden Fillen handelt es sich um die Sorte Titlis.
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Abbildung 4 vergleicht die Cadmiumgehalte des Weizens (Cdw) und die Cad-
mium-Totalgehalte des Bodens (Cdt) jedes Probenpaares. Sie sind nach Sorte und
von oben nach unten abnehmender Probenzahl (n) dargestellt. Auf die Darstellung
der Gemische und der Sorten mit n <9 wird verzichtet. Es zeigt sich:

1. Die Cdt-Gehalte der Boden, auf denen die verschiedenen Weizensorten ge-
pflanzt wurden, sind sehr unterschiedlich.

So wurde Greina hauptsichlich auf Boden unterhalb des Richtwertes beprobt.

Titlis und Arina weisen die beste Verteilung auf, obwohl ein Uberwiegen der

Cdt zwischen Richt- und Priifwert festzustellen ist. Auch Runal, Tamaro, Lona

und die tibrigen Sorten wurden hauptsichlich auf Boden beprobt, die zwischen

Richt- und Prifwert liegen.

2. Der in der jeweiligen Punktwolke angedeutete Anstieg des Cdw bei steigendem
Cdt wird durch die lineare Regression verdeutlicht. Obwohl die Aufschlisse-
lung nach Sorten unterschiedliche Resultate liefert, weist die lineare Regression
vor allem bei Arina, Lona, Runal und Tamaro mit r>>0,5 auf eine starke Abhin-
gigkeit des Cdw vom Cdt hin. Diese lineare Abhingigkeit wird auch bei Be-
trachtung aller Probenpaare (Abb. 3) deutlich.

Abbildung 5 stellt die Transferkoeffizienten (Cdw geteilt durch Cdt) der Wei-
zensorten dar. Bei den Sorten mit geringer Probenzahl — ausgenommen Greina —
liegen die Minimal- nahe bei den Maximalwerten, wihrend die Sorten mit hoher
Probenzahl grossere Unterschiede aufweisen. Die Maximalwerte liegen oft ein Viel-
faches tiber den Mittelwerten. Der Einfluss der Probenanzahl pro Sorte beeintrach-
tigt so die Vergleichbarkeit. Um Extremwerte einerseits darstellen, andererseits aber
auch abgrenzen zu konnen, wurden fiir die Sorten mit den hochsten Extremwerten —
Titlis und Greina — sowohl die Gesamtzahl der Proben dargestellt als auch der
80%-Bereich (hochste und niedrigste Werte entfernt). Der Transferkoeffizient
schwankt zwischen 0,077 fiir Danis und 0,124 fiir Arina.

Der Zusammenhang zwischen dem Bodenreaktionszustand (pH) und dem
Transferkoeffizienten ist in Abbildung 6 dargestellt. In den verschiedenen Reak-
tionszustinden befindet sich eine unterschiedliche Anzahl Probenpaare: Es tiber-
wiegen Proben aus dem sehr schwach alkalischen und dem sehr schwach sauren
Zustand. Um den Einfluss dieser Unterschiede zu eliminieren, wird in Abbildung
6b der gemittelte Transferkoeffizient pro Reaktionszustand dargestellt. In beiden
Abbildungen wird das in der Punktwolke optisch angedeutete Gefille, von hohen
zu niedrigen Transferkoeffizienten bei steigendem pH, durch die Kurve der nicht
linearen Regression verdeutlicht. Alle Proben mit Transferkoeffizient <0,1 weisen
einen pH>6 auf. Der Grossteil der Proben mit Transferkoeffizient 0,1<x<0,3 liegt
uber pH 6 (82%); nur wenige (18 %) liegen unter pH 6. Alle Proben mit Transfer-
koeffizient >0,3 weisen einen pH <5.5 auf.

Der Vergleich der Bodenproben der Jahre 1996 und 2003 mit der mittels Kriging
[geostatistisches Interpolationsverfahren (29, 30)] von Genolet & Dubois (20)
erstellten Karte «Estimation des concentrations en Cadmium par krigeage ordinaire
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(blocs de 60x60 m)» weist sudlich km 255,5 (Schweizer Koordinatensystem) eine
gute Ubereinstimmung mit der Prognose auf. Die meisten nordlich davon gelege-
nen Proben weichen von der Prognose ab. Aus dem Bereich «Vor Langg» — der am
starksten belasteten Zone - liegen nur zwei Proben vor, von denen eine von der
Prognose abweicht. Sehr stark ist die Abweichung zwischen «Oberfeld» und
«Langimatthollen». Hier wird eine Belastung von hochstens dem doppelten Richt-
wert (1,6 mg Cdt/kg TM) vorausgesagt, de facto reicht der Cdt der Bodenproben
1996 und 2003 bis weit tiber den Priifwert (bis 3,6 mg Cdt/kg TM). Eine dhnliche,
wenn auch nicht gar so starke Abweichung findet sich im Bereich des «Usserfeldes».
Umgekehrt befindet sich zwischen dem «Usserfeld» und «Hinterhasli» ein Bereich,
der mit einer viel hoheren Belastung prognostiziert wird, als er mit den Proben 1996
und 2003 gemessen wird. Auf eine systematische Cross-Validation mit den fritheren
Arbeiten wurde jedoch verzichtet.

Diskussion

Das Untersuchungsgebiet in Blauen-Nenzlingen liegt mit Cadmiumgehalten im
Boden bis tiber 4 mg/kg TM iber dem schweizerischen und europiischen Durch-
schnitt (5, 23). Der Cadmiumgehalt von 12 der 143 Weizenproben des langfristigen
Monitorings ubertrifft den heutigen Grenzwert (Abb. 3), bei drei Proben sehr
deutlich. Alle Weizensorten weisen eine weite Streuung des Cadmiumgehaltes der
Weizenproben (Cdw) auf, aber nicht alle Sorten zeigen Grenzwerttiberschreitun-
gen. Dies dirfte aber eher auf die unterschiedliche Anzahl Proben zurtckzufithren
sein, als auf die jeweiligen Weizensorten.

Die weitverbreitete Lehrmeinung (1, 2), der Cadmium-Totalgehalt im Boden sei
der bestimmende Faktor bei der Cadmium Aufnahme durch die Pflanze, wird in
aktueller Fachliteratur oftmals in Frage gestellt (7, 8, 24). Die vorliegenden Daten
bestitigen die Lehrmeinung teilweise. So dndert sich die Steigung der linearen
Regression, je nachdem welcher Ausschnitt der Probenmenge (Abb. 1, Abb. 4)
betrachtet wird. Bei Probenpaaren unter dem Richtwert ist Cdt nicht der bestim-
mende Faktor fir den Transfer des Cadmiums vom Boden in die Pflanze. Die
Bedeutung des Cdt diesbeziiglich steigt bis zum Priifwert, bleibt aber in toto eher
gering. Erst bei Uberschreiten des Priifwertes wird Cdt zum bestimmenden Trans-
ferfaktor.

Es kann keine lineare Abhingigkeit zwischen den loslichen Cadmiumgehalten
(Cdl) im Boden und dem Cadmium im Weizen oder dem Transferkoeffizenten fest-
gestellt werden (Abb. 2). Da die meisten Proben unterhalb der Bestimmungsgrenze
liegen, ist die Datengrundlage aber zu gering fiir eine sichere Aussage. Es wire
denkbar, dass die lineare Abhingigkeit bei hoheren Cdl-Gehalten (26) steigt;
immerhin liegt der Richtwert nach VBBo fir Cdl bei 0,02 mg Cd/kg TM (Tab. 1).

Auch der Bodenreaktionszustand (pH) ist laut Lehrmeinung ein fiir Schwerme-
talle bestimmender Faktor des Boden-Pflanzen-Transfers. Dies kann aufgrund der
in vorliegender Untersuchung berechneten Korrelationskoeffizienten nicht mit
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Sicherheit bestitigt werden, eine Beobachtung die auch Wenzel et al. (10) gemacht
haben. Die lineare Regression weist jedoch einen Zusammenhang zwischen pH und
Transferkoeffizient aus (Abb. 6), der bei Zusammenfassung der Proben in Klassen
sehr hoch ist. Die nicht lineare Regressionsberechnung deutet einen Wiederanstieg
des Transferkoeffizienten im schwach alkalischen Zustand an (Abb. 6b). Da die in
Blauen-Nenzlingen untersuchten Boden den pH von 7,5 nicht tibersteigen, lisst
sich diese Aussage aber nicht erhirten. Ein Hinweis auf Analogien in anderen
Untersuchungsgebieten findet sich bei Sappin-Didier (7).

Zur Bestimmung, welche Weizensorten wieviel Cadmium akkumulieren, wird
der Transferkoeffizient (1) herangezogen. Er ist ein indexierter Wert des Verhaltnis-
ses des Schwermetallgehaltes in der Pflanze und dem Schwermetallgehalt im Boden
eines Probenpaares (Verhiltnis Cdw/Cdt), der bei dhnlichem Cdt des Bodens und
dhnlichen Umweltbedingungen als Mass fiir das Anreicherungsvermdgen in der
Pflanze betrachtet werden kann (18). Der Transferkoeffizient variiert fiir die Einzel-
proben sehr stark, von 0,049 bis 0,426 (Abb. 5). Er zeigt sich im Mittelwert der ein-
zelnen Weizensorten jedoch stabiler, mit einem Schwankungsbereich zwischen 0,09
und 0,124, wenn die Extremwerte nicht berticksichtigt werden (80%-Bereich).
Diese Ausgliederung ist gerechtfertigt, da die Proben mit dem hochsten Transfer-
koeffizienten auf den sauersten Boden gezogen wurden. Titlis kann somit zu den
drei gering akkumulierenden Weizensorten gezahlt werden (Tamaro: 0,090; Titlis:
0,092; Lona: 0,095).

Der Sortenvergleich ergibt im wesentlichen dieselben Resultate, wie sie Frossard
(18) nachwies. 2003 wurden vor allem jene Weizensorten beprobt, die frither schon
zahlreicher vertreten waren. Dies fiihrt dazu, dass die einzelnen Weizensorten mit
sehr unterschiedlichen Probenanzahlen vertreten sind (Tab. 2), was eine statistische
Auswertung, beziehungsweise den Vergleich der Sorten, erschwert. Es fithrt auch
dazu, dass nur bei den Sorten Titlis und Arina die Cadmium-Totalgehalte im Boden
eine weite Bandbreite aufweisen. Dies wiederum liegt v.a. an der Beprobung von
1998, die auf Versuchsflichen durchgefithrt wurde, die einen relativ homogenen Cdt
aufwiesen (iiber dem Richtwert bis knapp tiber dem Priifwert). Greina gehorte nicht
zu diesem Anbauversuch und wurde wihrend aller Beprobungsjahre anscheinend
nur auf Boden mit geringem Cdt angepflanzt (Abb. 4). Wie die grosse Variabilitat
der Cadmiumgehalte im Weizen zeigt (Abb. 4), ist es in Freilandversuchen dringend
notig, pro untersuchtem Parameter (Sorte, Cdt, Cdl, pH, Bodentyp usw.) eine aus-
reichende Probenzahl zu erheben, um statistisch auswertbare Daten zu erhalten.
Empfehlenswert wire n=25 oder grosser pro Parameter.

Mittels Kriging wurde 1996 eine Karte erstellt, um die raumliche Verbreitung
des Cadmiumgehaltes der Boden zu schitzen. Die Schitzung beruht auf 168 Boden-
proben. Die 1996 und 2003 durchgefiihrten Untersuchungen des Cadmiumtransfers
vom Boden ins Getreide liefern zusitzliche 96 Bodenproben, anhand derer die
Karte visuell aber nicht durch Cross-Validation uiberpriift wird: Entsprechen die
Cadmium-Totalgehalte in der siidlichen Halfte des Untersuchungsgebietes weitge-
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hend den von der Kriging-Karte prognostizierten, so zeigen sich starke Abwei-
chungen von der Prognose in der nordlichen Hilfte. Ein Vergleich mit der von
Genolet & Dubois (20) publizierten Karte der Probenahmestandorte zeigt, dass die
starksten Abweichungen in jenen Gebieten zu finden sind, in denen keine Verdich-
tungsproben gezogen wurden. Leider betrifft dies auch jene Zone, die als am stark-
sten belastete ausgewiesen wurde.

Bezogen auf die gesetzlichen Werte der VBBo lassen sich beim gegenwirtigen
Stand der Untersuchung folgende Aussagen machen: Auf unter dem Richtwert liegen-
den Boden gezogener Weizen Uberschreitet den Grenzwert nach Lebensmittelgesetz
nie (Abb. 3). Auf Boden, deren Cdt zwischen Richt- und Prifwert beziehungsweise
knapp oberhalb des letzteren liegt, ist eine Uberschreitung des Grenzwertes selten. Je
mehr der Cdt den Priifwert tibersteigt, desto eher wird auch der Grenzwert im Weizen
Uberstiegen. Einzelne Proben konnen aber von dieser Grundregel abweichen.

Die Weizenproben aus der Getreideannahmestelle (Abb. 5) Laufen bestitigen die
Ergebnisse der Untersuchungen. Deutlich zu erkennen ist die Streuung der Cadmi-
umgehalte bei der am meisten beprobten Weizensorte Titlis. Sie ist auch bei anderen
Sorten Galaxie, Greina und Lona angedeutet. Erfreulich ist, dass in beiden Bepro-
bungsjahren die jeweils gliltigen Grenzwerte nicht tiberschritten wurden und dass die
durchschnittliche Cadmium-Belastung im Weizen von 0,13 auf 0,1 mg Cd/kg TM
abgenommen hat. Da den Proben keine Bodendaten zugeordnet werden konnen, lasst
sich fiir diese Beprobungen leider kein Zusammenhang zum Cdt erstellen.

Schlussfolgerungen und Ausblick
e Wie reiht sich das Projekt Blauen-Nenzlingen in die aktuelle Forschung ein?

» Das langfristige Monitoring in Blauen-Nenzlingen stellt eine umfassende
Freiland-Beprobung sowohl des Bodens als auch des Getreides dar, was bis-
lang selten ist.

» Wird die Beprobung fortgesetzt, empfiehlt es sich, auf eine statistisch aus-
wertbare Probenmenge pro Parameter Wert zu legen.

» Eineintensive Beprobung von Weizen, der auf Boden mit Cdt >2 mg/kg TM
gezogen wurde, wire von wissenschaftlichen Interesse, da solche Daten
kaum vorliegen. Dies war im vorliegenden Fall nicht méglich, da die Land-
wirte aufgrund der veroffentlichten Anbauempfehlungen den Anbau von
Weizen auf stark belasteten Boden vermeiden.

e Entsprechen die 1996 und 2003 gemessenen Cadmium-Totalgehalte des Bodens
den mittels Kriging prognostizierten?

» Die Bodenproben entsprechen im mehreren Zonen des Untersuchungsgebie-
tes nicht den von der Kriging-Karte prognostizierten Cdt, insbesondere in den
stark belasteten Gebieten. Ursache hierfiir ist die beschrinkte Anzahl der
Bodenproben, die dem Kriging in den nordlichen Zonen des Untersuchungs-
gebietes zugrunde liegt. Aus Aufwandgrinden wurde auf eine cross-validation
und ein erneutes Kriging mit dem erweiterten Datensatz verzichtet.
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Lassen sich Zusammenhinge zwischen einzelnen Bodenparametern und dem

Cadmiumgehalt des Weizens feststellen?

» Es kann eine Korrelation zwischen Cadmiumtotalgehalt (Cdt) des Bodens
und Cadmiumgehalt des Weizens nachgewiesen werden, die mit zunehmen-
dem Cdt an Bedeutung gewinnt. Unterhalb des Richtwerts ist jedoch keine
Korrelation nachweisbar.

» Der Bodenreaktionszustand (pH) scheint einen Einfluss auf den Transferko-
effizienten und damit auf die Aufnahmerate des Cadmiums durch die
Pflanze zu besitzen.

» Eskann kein Zusammenhang zwischen den [6slichen Cadmiumgehalten des
Bodens und dem Cadmium im Weizen festgestellt werden.

Welche Resultate ergibt der Sortenvergleich beztglich der Akkumulation?

» Aufgrund der Transferkoeffizienten lassen sich die Sorten zwar von
schwicher zu stirker akkumulierenden gliedern, letztendlich sind die Unter-
schiede aber minim.

Empfehlungen an die Landwirte:

» Auf Boden, deren Cadmium-Totalgehalt unter dem Priifwert liegt, kann
Brotweizen angebaut werden.

» Bei einem iber dem doppelten Richtwert liegenden Cadmium-Totalgehalt
des Bodens, empfiehlt sich allerdings eine regelmissige Kontrolle im Sinne
der Eigenverantwortung der Produzenten.

» Boden, deren Cadmium-Totalgehalt tiber dem Priifwert liegen, eignen sich
kaum zum Anbau von Brotweizen.

» Zu beachten ist, dass auch der Bodenreaktionszustand einen Einfluss auf den
Schwermetalltransfer vom Boden in die Pflanze haben kann. Somit sollte der
Weizenanbau auf mittel sauren bis sauren Boden (pH <6) einer Kontrolle
unterliegen, auch wenn die Boden nur schwach (unter dem Richtwert) mit
Cadmium belastet sind.

» Da die Bandbreite der Schwankung des Transferkoeffizienten sehr eng ist,
erweist sich eine Sortenempfehlung als schwierig. Aufgrund der vorhande-
nen Datenlage lassen sich noch am ehesten die Sorten Tamaro, Titlis und
Lona empfehlen, allerdings unter dem Vorbehalt, dass sie auf Boden gezogen
werden, deren Cadmium-Totalgehalte unterhalb des Priifwertes liegen und
die allenfalls nur schwach sauer sind.

Das Fehlen von Weizenfeldern in den am hochsten belasteten Bereichen des

Untersuchungsgebietes und die seit 1996 stark gesunkenen Hochstgehalte des

Cadmiums in den einzelnen Weizenproben und in den Sammelproben der Ge-

treideannahmestelle bestitigen, dass die betroffenen Landwirte auf den Anbau

von Brotweizen in den belasteten Gebieten verzichten.
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Zusammenfassung

Die Boden und der darauf angebaute Brotweizen im Gebiet Blauen/Nenzlingen
konnen natiirlicherweise mit Cadmium belastet sein. 2003 wurde das Gebiet neu
beprobt. Die Ergebnisse werden mit den bisherigen Daten und der Literatur ver-
glichen. Untersucht werden 143 Boden- und Weizenproben. Oberhalb des Richt-
wertes (0,8 mg Cdt/kg TM Boden) besteht mit steigendem Cadmium-Totalgehalt
des Bodens (Cdt) eine Korrelation zum Cadmiumgehalt des Weizens. Der Cdt wird
oberhalb des Prifwertes (2 mg Cdt/kg TM Boden) zum bestimmenden Transfer-
Faktor. Es besteht jedoch keine Korrelation unterhalb des Richtwertes. Ein niedri-
ger Bodenreaktionszustand (pH) scheint die Aufnahmerate des Cadmiums durch
den Weizen zu steigern, so dass es auch auf gering belasteten Boden zu Uberschrei-
tungen des Lebensmittelgrenzwertes kommen kann. Die 16slichen Cadmiumgehalte
des Bodens weisen keine Korrelation zum Cadmiumgehalt des Weizens auf. Die
verschiedenen Sorten konnen von schwicher zu stirker akkumulierenden geglie-
dert werden, die Unterschiede sind aber minim. Schliesslich erlauben die Ergeb-
nisse, Empfehlungen und Massnahmen fiir den Weizenanbau zu formulieren.

Résumé

Les sols et le blé de la région de Blauen/Nenzlingen peuvent étre contaminés
naturellement en Cadmium. En 2003 a eu lieu une nouvelle prise d’échantillons. Les
résultats ont été comparés aux dates antérieures et a la littérature. 143 échantillons
de sol et de blé sont examinés. Au dela de la valeur indicative (0,8 mg Cdt/kg MS),
une corrélation est mise en évidence entre la teneur croissante en Cadmium total du
sol (Cdt) et la teneur en Cadmium du blé. Au dela du seuil d’investigation (2 mg
Cdt/kg MS), le Cdt devient le facteur de transfert déterminant. Cependant il n’existe
aucune corrélation au-dessous de la valeur indicative. Un bas degré d’acidité du sol
(pH) semble augmenter le grade d’absorption du Cadmium par le blé, ce qui peut
provoquer ’outrepassement de la valeur limite pour aliments méme sur des sols fai-
blement contaminés. La teneur en Cadmium soluble du sol ne montre aucune corré-
lation avec la teneur en Cadmium du blé. Les différentes variétés de blé peuvent étre
ordonnées de moindre a plus forte accumulation, mais les différences sont minimes.
Finalement, les résultats permettent de formuler des conseils et mesures concernant
la culture du blé.

Summary “Long-Term Monitoring of Cadmium in Soils and Wheat in
Blauen/Nenzlingen, Basel-Landschaft”

The soils and the wheat of Blauen/Nenzlingen can naturally be polluted with
Cadmium. In 2003 a new survey took place. The results are discussed with earlier
data and literature. 143 soil and wheat samples are analysed. Above the guide level
(0,8 mg Cdt/kg DM), a correlation is established between the soil’s growing Cad-
mium total content (Cdt) and the wheat’s Cadmium content. Above the investiga-
tion limit (2,0 mg Cdt/kg DM), Cdt becomes the determining transfer factor. How-
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ever, there is no correlation beneath the guide level. A low degree of soil’s acidity
(pH) seems to increase the Cadmium accumulation by wheat, so that the boarder
value of foodstuff can be exceeded even on weakly polluted soils. The soil’s soluble
Cadmium contents (Cdl) show no correlation to the the wheat’s Cadmium content.
The different wheat breeds can be ordered from weakly to stronger accumulating,
but the differences are minimal. Finally, the results allow the formulation of recom-
mendations and measures for wheat cultivation.

Key words
Cadmium, soil, wheat, transfer coefficient, accumulation, monitoring

Literatur und URL's

1 VBBo: Verordnung tiber Belastungen des Bodens (VBBo), SR 814.12. Bundesamt fiir Bauten
und Logistik. Eidg. Drucksachen- und Materialzentrale, Bern (1998)

2 FIV: Verordnung tiber Fremd- und Inhaltsstoffe in Lebensmitteln (Fremd- und Inhaltsstoff-
verordnung, FIV), SR 817.021.23. Eidg. Drucksachen- und Materialzentrale, Bern 1995,
geandert (2002)

3 Alloway B.]. (Hrsg.): Schwermetalle in Boden — Analytik, Konzentrationen, Wechselwirkun-
gen. Springer Verlag Berlin Heidelberg (1999)

4 Merian E. (Ed.): Metals and Their Compounds in the Environment — Occurence, Analysis
and Biological Relevance. 803-852, VCH Verlagsgesellschaft mbH, Weinheim (1991)

5 SU32: Cadmium in der Schweiz. Schriftenreihe Umweltschutz Nr. 32 Hrsg. Bundesamt fiir
Umweltschutz, Bern (1984)

6 Tong M.: S’attaquer 2 la racine du probleme — Des chercheurs tentent de réduire ’absorption
de cadmium dans le blé des Prairies. Nouvelles du RCCT (printemps 2002) — besucht am
28.08.2004; http://www.uoguelph.ca/cntc/publicat/cntc_news/2002/cntcnewss02-fre.pdf

7 Sappin-Didier V., Brayette S., Jade C., Baize D., Masson P. et Mench M.: Phytodisponibilité
du cadmium pour le blé. Réle des paramétres pedologlques et agronomiques (programme
QUASAR). in: Les éléments traces métalliques dans les sols: approches fonctionnelles et
spatiales. Baize D. et Tercé M. (Eds) INRA (2001)

8 Sappin-Didier V., Mench M., Baize D., Brayette, S., Jade C. and Masson P.: Relationship
between indicators of Cd exposure and Cd in wheat grain (QUASAR programme,
FRANCE). 6% Int Conf. Biogeochemistry Trace Elements, Guelph. pp 596 (2001)

9 Puschenreiter M. and Horak O.: Influence of different soil parameters on the transfer factor
soil to plant of Cd, Cu and Zn for wheat and rye. Die Bodenkultur — Austrian Journal of
Agricultural Research 51. Band Heft 1 (2000)

10 Wenzel W.W., Blum W.E.H, Brandstetter A., Jockwer F, Kochl A., Oberforster M., Ober-
linder H.E., Riedler C., Roth K. and Vladeva I.: Effects of soil properties and cultivar on
cadmium accumulation in wheat grain. Z. Pflanzenernihr. Bodenk., 159, 609-614. VCH
Verlagsgesellschaft mbH, Weinheim (1996)

11 Wenzel W.W. and Jockwer F: Accumulation of heavy metals in plants grown on mineralised
soils of the Austrian Alps. Environmental Pollution 104, 145-155 (1999)

12 Klose R.: Sortenabhingige Cadmiumaufnahme bei Winterweizen. Sichsische Landesanstalt
fiir Landwirtschaft — besucht am 28.08.2004
http://www.smul.sachsen.de/de/wu/Landwirtschaft/Ifl/fachinformationen/
ressourcenschutz/cadmium

13 NFP22: Schwermetallgehalte in den Boden der Schweiz. Bericht 40 des nationalen Forschungs-
programmes «Nutzung des Bodens in der Schweiz» (NFP22). Liebefeld-Bern (1989)

464 Mitt. Lebensm. Hyg. 95 (2004)



14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Tanner V.: Auswirkungen von Cadmium auf das Wachstum, den Wasser- und den Nihr-
stoffhaushalt unterschiedlich Cd-resistenter Kulturpflanzen bei verschiedenen Umgebungs-
bedingungen. Inauguraldissertation der Phil.-Nat. Fakultit der Uni Bern (1992)

Herren T. and Feller U.: Transport of cadmium via xylem and phloem in maturing wheat
shoots: Comparison with the translocation of zinc, strontium and rubidium. Ann. Bot., 80:
623-628 (1997)

Fossati D. & Brabant C.: Die Weizenzlichtung in der Schweiz. AGRARForschung — Journal
of Swiss Agricultural Research 10 (11-12): 447-458, Posieux (2003)

Page W.A. et Feller U. : Transport du cadmium, du zinc du manganese, du cobalt et du nickel,
dans le systeme racinaire et vers les feuilles de jeunes plantes de blé. In: Devenir et Effets des
Contaminants Métalliques dans les Agrosystemes et Ecosystemes terrestres — Influence de
I’usage des sols. Résumés des communications orales et des posters, ISA Lille (2003)
Frossard R., Bono R., Schmutz D., Buser A., Simon P, Wenk P. und Schaub H.: Cadmium in
acht Weizensorten — Ergebnisse eines Anbauversuchs in Nenzlingen, Basel-Landschaft; Mitt.
Gebiete Lebensm. Hyg. 91, 473—483 (2000)

Wenk P, Bono R., Dubois ].-P. und Genolet F.: Cadmium in Boden und Getreide im Gebiet
Blauen/Nenzlingen, Basel-Landschaft. Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 88, 570-592 (1997)
Genolet F. et Dubois ].-P.: Etude de la teneur en cadmium dans les sols de la région de Blauen-
Nenzlingen (Canton de Bale-Campagne). Ecole polytechnique fédérale de Lausanne, IATE-
Pédologie et Amt fiir Umweltschutz und Energie, Lausanne et Liestal (1996)

BUWAL: Erlduterungen zur Verordnung von 1. Juli 1998 tber Belastungen des Bodens
(VBBo). Hrsg.: Bundesamt fiir Umwelt, Wald und Landschaft, Bern (2001)

AG Boden: Bodenkundliche Kartieranleitung. 4. Auflage Hannover (1994)

BUSTAT: Umweltstatistik Schweiz — Boden. In der Reihe Statistik der Schweiz des Bunde-
samtes fiir Statistik, Bern (1996)

Mench M., Baize D., Sappin-Didier V., Sagot S., Sterckeman T. and Courbe C.: Trace ele-
ments contents in winter wheat grain depending on soil types (QUASAR programme,
France). 6% Int Conf. Biogeochemistry Trace Elements, Guelph (2001)

Wu J., Norvell W.A., Hopkins D.G. and Welch R.M.: Spatial Variability of Grain Cadmium
and Soil Charachteristics in a Durum Wheat Field. Soil Sci. Soc. Am. J. 66: 268-275 (2002)
Norvell WA., Wu J., Hopkins D.G. and Welch R.M.: Association of Cadmium in Durum
Wheat Grain with Soil Chloride and Chelate-Extractable. Soil Cadmium. Soil Sci. Soc. Am. J.
64:2162-2168 (2000)

Harris N.S. and Taylor G.J.: Cadmium uptake and translocation in seedlings of near isogenic
lines of durum wheat that differ in grain cadmium accumulation. (article available from:
www.biomedcentral.com/1471-2229/4/4 — besucht am 28.08.2004)

Fox S.: Breeders address cadmium levels in durum wheat. Western Grains Research Founda-
tion — besucht am 28.08.2004; http://www.westerngrains.com/endow/1993_07.html
Werkzeuge zur numerischen Modellierung — Raumliche Interpolation. Universitit Miinster —
besucht am 30.08.2004
http://ifgivor.uni-muenster.de/vorlesungen/Num_Modellierung/Raum_Interpol/
KrigingSemiar_3_Teil.html

von Waldow H.: Einfithrung in die Geostatistik. FU Berlin (1998) — besucht am 30.08.2004
http://www.geog.fu-berlin.de/~jkrywkow/harald/geostatistik/referat.html#as-h2-2202

Kontaktadresse: Amt fiir Umweltschutz und Energie BL, Roland Bono, Fachstelle
Bodenschutz, Rheinstrasse 29, CH-4410 Liestal, E-Mail: roland.bono@bud.bl.ch,
www.bl.ch/boden

Mitt. Lebensm. Hyg. 95 (2004) 465



Original papers

Determination of clandestine
Corticosteroids in Cosmetics with
LC/DAD/MS

Urs Hauri and Christopher Hohl, Kantonales Laboratorium Basel-Stadt, Basel
Received 26 January 2004, accepted 26 August 2004

Introduction

Many people with skin disorders are confident that phytotherapeutic products
contain only active ingredients from natural sources. Such products should there-
fore not provoke side effects which can occur when using products containing syn-
thetic corticosteroids. There are however reports which show that corticosteroids
are sometimes used as adulterants in natural herbal products (1-3). The aim of such
adulterations is to offer a natural and effective “cosmeceutical” and at the same time
to evade tedious registration procedures required for drugs. In this paper we would
like to present our method which we used successfully for detecting triamcinolone
acetonide and betamethasone di propionate in phytotherapeutic ointments (4).

Experimental

Materials and instruments

Analytical balance (AT 200, Mettler Toledo, Greifensee), ultrasonic bath (Bran-
son 3510, Merck, Zirich), centrifuge (Heraus Biofuge Primo, BGB, Anwil), vortex
(Genie, Bender & Hobein, Ziirich).

Quaternary gradient HPLC system consisting of a low pressure mixing quater-
nary gradient pump (Thermo Separations P4000), an autosampler (Thermo Separa-
tions AS3000), a photo diode array detector (Thermo Separations UV6000LP fitted
with 2 pl 10 mm flowcell), an ion trap MS/MS mass spectrometer (LCQ Duo) and a
data station (Excalibur), all from Thermo Finnigan (Spectronex, Birsfelden).

Analytical column: Phenomenex Prodigy ODS-3, 3 pm, 100x2 mm (Brech-
buhler, Schlieren), PTFE-Syringe filters, 13 mm diameter, 0.45 pm pore size (Titan
Filtration Systems, Schmidlin, Neuheim).
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Chemicals

Methanol for LC/MS (RdH), demineralised water for HPLC (J.T. Baker),
ethanol p.a. (Merck), acetone p.a. (Merck), N,N-dimethylformamide p.a. (Merck).
All reference substances and materials are listed in table 1.

Table 1

Reference substances and materials

Nr. Analyte CAS-Nr. Assay Product

1 hydrocortisone 50-23-7 >98% Sigma H0888

la hydrocortisone 50-23-7 10 mg/g Pfizer Terracortril
Ointment

2 dexamethasone 50-02-2 >98% Sigma D1756

2a dexamethasone 50-02-2 1 mg/g Medinova Dexalocal
Scal

3 triamcinolone acetonide 76-25-5 >99% Sigrrrl)a T6501

3a triamcinolone acetonide 76-25-5 1 mg/g Sanofi Mycolog Cream

4 fluocinolone acetonide 67-73-2 >98 % Sigma F8880

4a  fluocinolone acetonide 67-73-2 0.25mg/g  Griinenthal Synalar
Ointment

5  prednisolone 21-acetate 52-21-1 2.5 mg/g Spirig Premandol
Ointment

6  hydrocortisone 21-acetate 50-03-3 >98 % Sigma H4126

6a hydrocortisone 21-acetate 50-03-3 2.5mg/g  Spirig Alfacorton
Cream

7 methylprednisolone aceponate  86401-95-8 1 mg/g Lederle Advantan
Cream

8  clobetasol 17-propionate 25122-46-7 0.5 mg/g Glaxo Wellcome
Dermovate Cream

9  prednicarbate 73771-04-7 2.5 mg/g Knoll Prednitop
Ointment

10 betamethasone 17-valerate 2152-44-5 1 mg/g Essex Celestoderm V
Cream

11  betamethasone 5593-20-4 0.64 mg/g  Essex Diprosalic

17,21-dipropionate Ointment

12 mometasone 17-furoate 83919-23-7 1 mg/g Essex Elocom Cream

13 flumetasone 21-pivalate 2002-29-1 0.2 mg/g Novartis Locasalen
Ointment

Procedures

Calibration

20 ml solutions of 10 mg of corticosteroids in ethanol were prepared. These
solutions are stable for at least one month if stored in the dark at 4°C.
1 to 20 ng/pl calibration solutions were prepared by dilution with ethanol.
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Sample preparation

500 mg of sample were weighed into two 50 ml erlenmeyer flasks. 25 ml of
ethanol were added to one and 25 ml of acetone to the other flask. Each flask was
vortexed thoroughly for one minute and then sonicated for 15 minutes in an ultra-
sonic bath at 40°C. If the sample either could not be dissolved or did not give a
homogenous suspension, N,N-dimethylformamide or a mixture of 70% ethanol
with 30 % water were used as alternative solvents. This may especially be favorable
for the polar corticosteroids 1 to 6. Raising the extraction temperature to 50°C can
be a another powerful tool to improve extraction, but stability of the analytes has to
be taken into account. Sample solutions were filtered through a 0.45 pm PTFE
HPLC filter.

HPLC parameters

HPLC analysis was performed with a gradient elution as described in table 2.
Flow rate was 0.25 ml/min, run time was 27 minutes and column temperature 30°C.
The usual injection volume was 1 pl.

Table 2

Gradient time table

time/min acetonitrile methanol water
0 10% 45% 45%
5 10% 45% 45%

12 20% 50% 30%

16 20% 50 % 30%

19 35% 65 % 0%

23 35% 65 % 0%

23.1 10% 45 % 45 %

27.1 10% 45% 45%

Spectra were recorded in the scan range of 220 nm to 360 nm, with a bandwith
and a resolution of 1 nm at a rate of 1 Hz. One discrete channel at 240 nm was
recorded with a scan rate of 10 Hz and a bandwith of 5 nm.

MS parameters

Quantitative measurements were made in the atmospheric pressure chemical
ionisation (APCI) positive mode. For screening or verification purposes negative
and positive mode were used in the same run. Vaporizer temperature was set at
400°C, heated transfer capillary temperature at 170°C. Sheath gas flow was held at
a rate of 38 arbitrary units, no auxillary gas was used. Source voltage was set at 6 kV,
source current was set at 5 pA and capillary voltage was set at 37 V.
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Results and discussion

Extraction and chromatography

Many papers deal with the determination of corticosteroids in drugs. Most of
them describe the determination of one single corticosteroid in a drug where
dosages are high (per mil or even per cent range) and a very high precision and accu-
racy is required by law. Other published methods deal with the determination of
one specific corticosteroid in biological fluids. In all these cases the identity of the
analyte and the matrix is known in advance. Detecting stealth corticosteroids in
phytocosmetics however presupposes a method capable of screening for up to
40 corticosteroids (5) in several matrices such as creams, ointments, gels or lotions.
Several HPLC methods (6-9) were available but none of them comprised coupling
to an MS or dealing with a wide range of analytes. Accurate quantification of
towards 40 corticosteroids can only be done with an ad hoc validation in the case of
positive samples. The method should also be capable of detecting recently intro-
duced (respectively previously unknown) corticosteroids. This is possible with a
group specific detection method. As corticosteroids contain the same chromophore
(Fig. 1) and therefore almost identical UV spectra, diode array detection is the
method of choice. Reliable identification of individual components however can
only be done by MS.

[u]

Figure 1 Chromophore of corticosteroids

Extraction and chromatography were optimised with thirteen often used corti-
costeroids of different polarity containing different functional groups (Table 1). The
best results were achieved using a ternary gradient system with water, methanol and
acetonitrile on a Prodigy ODS-3 column. Acetonitrile used as a modifier for LC
often leads to a loss of sensitivity in APCI-MS detection. Sensitivity was also
decreased in this case using 10 % to 35 % acetonitrile but was still acceptable with-
out using acid. This eluent allowed to reliably record UV spectra down to an analyte
amount of about 1 ng on column (Fig. 2). As a further benefit, changing MS condi-
tions from APCI positive to APCI negative mode could be done without modifying
the chromatographic system. For a qualitative analysis, switching between negative
and positive mode was even possible in the same run. This further meant a higher
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Figure 2 Chromatograms and UV-spectra of a phytocosmetic sample containing
40 mg/kg (above) and a drug containing 1000 mg/kg (below) triamcinolone
acetonide

identification reliability as most compounds also gave a signal in the APCI negative
mode. Although no formic acid was used, the MS system obviously contained
enough formic acid to form formiate adducts in the negative mode. All analytes that
gave signals in the negative mode had masses of detection of M+44 corresponding
to the mass of the molecule plus formiate.

Surprisingly MS/MS detection was often more sensitive in the negative mode
whereas full scan MS showed better sensitivity and reproducibility in the positive
mode. Detection limits (LOD?’s) of all thirteen compounds were below 20 mg/kg
which is only a fraction of the concentrations applied in drugs (per mil or low per
cent range). Determination of corticosteroids by LC/MS is usually performed using
electrospray ionisation (ESI). The ion trap mass spectrometer used in this study
however proved to be more sensitive in the APCI mode. In table 3 the retention
times and masses of detection of 13 corticosteroids are given. No interferences were
observed when analysing drugs. This was also the case for the three illegal phyto-
cosmetic samples we analysed. However, due to the many ingredients which can be
encountered in cosmetics, interfering mass peaks can not be ruled out in general.
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Table 3
Retention times and detection masses of selected corticosteroids

Substance min M/z (MH+)
hydrocortisone 4.1 363.1
dexamethasone 6.3 393
triamcinolone acetonide 6.7 435
fluocinolone acetonide 7 453
prednisolone 21-acetate 7.3 403
hydrocortisone acetate 7.4 405.2
methylprednisolone aceponate 16.7 473
clobetasol 17-propionate 17.1 467
mometasone furoate 17.7 520.9
prednicarbate 17.5 489
betamethasone 17-valerate 18.3 477
flumethasone 21-pivalate 19.3 495
betamethasone 17,21-dipropionate 19.8 504.9

The precision of the method was evaluated with two phytocosmetics. One
contained between 15 and 40 mg/kg triamcinolone acetonide depending on the lot
number. The maximum difference found between double determinations of four lots
was 4 %. Analysis precision in the other product, which contained about 600 mg/kg
of beta-methasone dipropionate was 7 % (relative standard deviation; n=4).

Analysis of a phytocosmetical formulation containing 1000 mg/kg triamci-
nolone acetonide gave good recovery rates with several detection modes (Table 4).
The extraction was performed with ethanol, which works well with the polar corti-
costeroids 1 to 6 (of table 1). The phytocosmetical product having an in situ concen-
tration of about 600 mg/kg of the non polar betamethasone dipropionate was
extracted with three different solvents. In comparison to acetone being the best
solvent for non-polar corticosteroids (Table 1, analytes 7 to 13), N,N-dimethyl-
formamide (DMF) only gave a relative recovery rate of 17% whereas ethanol
yielded 41 %. An efficient extraction requires the sample to be either dissolved or to
be transformed to a slurry. In some cases adding small portions of water may help
break up clumps resulting in better recovery rates. Extraction temperature was
limited to 40°C as we did not have data on all analytes concerning their thermosta-
bility, but raising the temperature can improve recovery rates if the compounds of
interest are thermally stable.

Table 4

Method accuracy

Detection mode Trace Content* Recovery*
uv at 240 nm 0.100% 100 %
APCI(+): Full Scan 230-600  at 435 (MH+) 0.102% 102%
APCI(-): Full Scan 230-600 at 479 (MFormiat(-)) 0.112% 112%

*using a 0.1 % triamcinolone acetonide containing phytocosmetical ointment
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Linearity for triamcinolone acetonide and betamethasone di propionate in the
APCI(+) mode is established at least between 0.25 and 5 ng on column and similar
results can be expected for the other substances if the necessary sensitivity can be
achieved.

In samples with analyte concentrations above 100 mg/kg and with no observed
interferences, quantification with the UV detector should be prefered because of its
higher precision and stability. Nevertheless MS detection also proved to be reliable
for quantitation when compared to data obtained by UV detection (Table 4).

Analysis of samples

The development of our method was triggered by the results of a clinical double
blind study (4). In this study, a well sold phytocosmetical product, which was mar-
keted in an European country for treating skin disorders, proved to have a thera-
peutic effect in patients with atopic dermatitis. The screening of the product for
clandestine corticosteroids revealed, that it contained between 15 and 40 mg/kg
triamcinolone acetonide, depending on the lot number. Parabens, sunscreen filters
as well as over 20 other ingredients in the ointment did not interfere with UV detec-
tion of triamcinolone acetonide (Fig. 3) but parabens could interfere if earlier elut-

LCAY: 240 nrn
methyl-, ethyl, propylparabene
ST

triamcinolane acetanide

LCMIS: Base peak, miz = 230 - 600

triamcinolone acetonide

T Aanan: T T u T T anan T T T anas: T
i tiamcinolone acetonide LCAS: miz = 435

1487

Figure 3 Comparison of HPLC/DAD with HPLC/APCI(+)- MS (base peak of full scan
and m/z=435) of a phytocosmetic sample containing about 40 mg/kg triamci-
nolone acetonide
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Figure 4 APCI(+) MS spectra of triamcinolone acetonide in a phytocosmetic sample
and a reference solution
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Figure 5 APCI(-) MS/MS spectra of triamcinolone acetonide in a phytocosmetic sample
and a reference solution
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ing steroids were present. Group specific detection with DAD was possible even at
this low concentration, which was shown by the spectrum of 0.7 ng triamcinolone
acetonide in this sample compared to 4 ng triamcinolone acetonide in a drug (Fig. 2).
The identification of triamcinolone acetonide was carried out with LC/MS in the
positive (Fig. 4) and LC/MS/MS in the negative mode (Fig. 5).

This content is far below the 500 to 25000 mg/kg of corticosteroid used in
drugs. Triamcinolone acetonide is normally applied at concentrations of about
1000 mg/kg. Other papers dealing with clandestine corticosteroids in phytocosmet-
ics found concentrations which correspond well to those of pharmaceuticals (1-3).
5000 mg/kg prednisolone were detected in a traditional chinese medicine ointment
(3). Clobetasol propionate in zinc pyrithione topical products was found to be in
the range of 200 to 600 mg/kg (2). Five locally prepared drugs in Pakistan contained
902 and 1400 mg/kg betamethasone di propionate, 1100 and 278 mg/kg pred-
nisolone and 320 mg/kg cortisone acetate (1).

Fluorinated corticosteroids such as triamcinolone acetonide seem to be effective
even in the lower mg/kg range (10). This is confirmed by the clinical study (4) and
clearly stresses the importance of using sensitive screening methods when analysing
suspicious phytocosmetics. Screening for about 40 corticosteroids in the mg/kg
range calls for a method capable of zeroing in on the peaks of interest. UV detection
proved to be a useful tool for sorting out peaks.
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Figure 6 Comparison of HPLC/DAD with HPLC/APCI(+)- MS and HPLC/APCI(+)-
MS/MS of a phytocosmetic sample containing about 600 mg/kg Betametha-
sone di propionate; LC/DAD notation: spectrum maximum (nm); LC/MS
notation: m/z of most intense ion (base peak)
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The analysis of two other suspicious phytocosmetic samples revealed in both
cases betamethasone dipropionate in a concentration of about 600 mg/kg which
equals the dosage found in skin care drugs (Fig. 6). No compounds interfered with
the determination.

As a conclusion, the combination of PDA-UV with MS detection allows a
reliable screening, identification and quantification of stealth corticosteroids down
to a concentration of about 20 mg/kg depending on the specific compound and
sample matrix. When using LC/MS and UV detection in combination, screening for
40 corticosteroids in phytocosmetics could be achieved with a rather easy sample
preparation.

Summary

A method of detecting stealth corticosteroids in phytocosmetics is presented.
Sample preparation is by extraction either with ethanol for polar compounds or
with acetone for non-polar corticosteroids. Separation is performed with HPLC
and peaks of interest are detected by their UV spectra. The identification of corti-
costeroids is based on LC/MS and LC/MS/MS spectra.

The method was suscessfully used in revealing the presence of corticosteroids in
three suspect products.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Methode erlaubt die Bestimmung von Corticosteroiden in
Phytokosmetika. Die polaren Corticosteroide werden mit Ethanol, die unpolaren
mit Aceton extrahiert. Eine weitere Probenvorbereitung ist nicht notwendig. Die
Trennung erfolgt mit HPLC. Die UV-Spektren der Peaks dienen zur Selektion auf
Corticosteroide. Die Identifizierung der Corticosteroide erfolgt iiber die Auswer-
tung der LC/MS- und LC/MS/MS-Spektren.

Die Methode wurde erfolgreich zur Entdeckung von drei Corticosteroiden in
verdichtigen Produkten verwendet.

Résumé

La méthode présentée permet de détecter des corticostéroides interdits clandés-
tins dans les produits phytocosmétiques. La préparation des échantillons se fait par
extraction avec de I’éthanol pour les substances polaires ou avec de I’acetone pour les
composants non-polaires. La séparation est faite par HPLC et les pics importants
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sont détectés par leur spectre UV. L’identification des corticostéroides se base sur les
spectogrammes de masses par LC/MS et LC/MS/MS.

La méthode a été utilisée avec succes et a permis de révéler la présence de corti-

costéroides dans trois produits du marché.
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Corticosteroids, Cosmetics, LC/MS
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