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ABSTRACT 

Daminozide in appel(moes) 

Daminozid e residues in a pples and apple-sauce (in Dutch) 

Report 89 . 37 July 1989 

A. H. Roos* en F. Schonewille** 

* State Institute for Quality Control of Agricultural Products 

(RIKILT) 

PO Box 230, 6700 AE l~ageningen, The Netherlands 

** Conex BV, Pascalstraat 25, 6711 AZ Ede, The Netherlands 

1 tabl e , 9 references, 1 figure 

Analysis of damino zide a nd the metabolit e dimethylhydrazine \-lere 

carried out using the spectrafotometrie methad described in the 

Pesticide Analytica! Manual , Vol . II (PAH II). 

Recovery experiments carried out at the l-4 mg/kg level in apples

(-sauce) yielded a mean recovery of 97% (range 88- 104%). 

In apple- sauce of Dutch origine (n=10) a mean of 0 . 17 mg damino

zide/kg product (range (0.1- 0 . 36 mg/kg ) and in apples (Jonagold) (n=8) 

a mean of 0. 65 mg daminozide/kg product (range <O . 1-5 . 9 mg/kg) \<las ob

tained . Only one sample of a pples exceeded the toleranee of 5 . 0 mg/kg . 

Daminozide \<las negative (<0 . 1 mg/kg) in an apple- sauce sample from 

Italy (daminozide forbidden) and in a sample apples (Gold en 

Delicious) . 
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SAHENVATTING 

De spectrafotometrische bepaling beschreven in het Pesticide Analyti

cal Hanual (FDA) is toegepast voor de bepaling van daminozide en de 

metaboliet dimethylhydrazine. In recovery experimenten met daminozide 

uitgevoerd op het 1-4 mg/kg niveau (n=-5) in appel(moes) ~-1erd een op

brengst van gemiddeld 97% verkregen (range 88-104%). 

Onder de aanname dat de verkregen response afkomstig is van daminozide 

en niet van interferenties, is het resultaat als daminozide gerappor

teerd. 

In appelmoes van Nederlandse herkomst (n=-10) bedroeg de mediaan 0,17 

mg daminozide/kg appelmoes (range (0, 1-0,36 mg/kg) en in appels van 

het ras Jonagold (n=-8) bedroeg de mediaan 0,65 mg daminozide/kg appels 

(range <0,1-5,9 mg/kg). De norm 5,0 mg/kg ~.,erd in één monster appels 

ras Jonagold overschreden. 

In een monster appelmoes van Italiaanse herkomst (daminozide toepas

sing verboden) en in een monster appelen ras Golden Delicieus werd 

daminozide niet aangetoond d .w.z. minder dan de bepalingsgrens van 0,1 

mg/kg. De resultaten gemeten in dit onderzoek zijn vergelijkbaar met 

Amerikaanse resultaten in appelsap en appelmoes ~-1aarin de mediaan 

resp. 0,6 mg/kg en 0,2 mg/kg bedroeg. 

Voor de confirmatie zal b.v. een gaschromatografische methode nog ont

wikkeld moeten worden. 
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1 INLEIDING 

Daminozide (N- N' dimethyl- amino-succinamidezuur) is een gewasbescher

mingsmiddel dat als groeiregulator wordt toegepast in de teelt van ap

pels . Het bevordert de aanleg van gemengde knoppen, geeft vermindering 

van vruchtrui, geeft kleurverbetering en k1o1aliteitsverbetering en 

scaldbestrijding bij appels. Naast toepassing in de teelt van appels 

is er een toepassing in de teelt van peren, pootaardappels en bloemis

terijgewassen (1). 

Structuur daminozide q Q ,.cH3 
HO-ë-CH -CH- è-NH-N 

2 2 'c~ 

Het gebruik van daminozide staat ter discussie vanwege de mogelijke 

carcinogeniteit van het afbraakprodukt dimethylhydrazine dat in lage 

concentraties naast daminozide-residuen zou kunnen voorkomen. 

Na veno1erking van appels tot appelmoes zou ten gevolge van het koken 

dimethylhydrazine gevormd kunnen 1o1orden. In Amerika is de norm voor 

daminozide 20 mg/kg, in Nederland is de norm voor danlinozide inclusief 

de metaboliet dimethylhydrazine 5 mg/kg . De resultaten van het onder

zoek naar de carcinogeniteit van dimethylhydrazine bij proefdieren 

(muizen en ratten) hebben bij een extreem hoge dosering, vergelijkbaar 

met vier miljoen maal de praktijkdosering, geresulteerd in een geringe 

toename van gezwellen (2,3) . Op basis van deze resultaten heeft zowel 

de Amerikaanse overheid als de Nederlandse overheid de toelating van 

daminozide niet ingetrokken (2, 3). Om de afzet van appels en de 

export te beschermen heeft de Nederlandse Fruittelers Organisatie en 

het CAD- Fruitteelt het advies gegevens daminozide niet toe te passen 

(3). Vervanging door een ander middel is niet mogelijk, alleen maatre

gelen in de teelt als snoeien, toppen enz . zijn toepasbaar (4). In de 

bundel Analytica! Hethods for Residues of Pestieldes van de Herkgroep 

OVR (5) is de calorimetrische methode beschreven. 
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Deze methode is ontleend aan het Pesticide Analytical Manual (6). In 

de literatuur worden voor de confirmatie gaschromatografische methoden 

beschreven gebaseerd op een derivatisering van het door hydrolyse ge

vormde dimethylhydrazine met salicylaldehyde, pentafluorbenzyl chlori

de en nitrobenzaldehyde (7, 9). 

In dit verslag zijn de resultaten beschreven van het calorimetrisch 

onderzoek uitgevoerd aan monsters appelmoes en appelen. 

2 HATERIAAL EN HETRODE 

Via het Bureau voor de Tuinbouwveilingen in Nederland '"erden 8 mon

sters appelen (Jonagold) ontvangen. Verder werd uit de lokale markt in 

Wageningen een monster groene appelen (Golden Delicieus) betrokken en 

werden via 2 appelmoesfabrikanten 10 monsters appelmoes van appelen 

van Nederlandse herkomst en een monster appelmoes van Italiaanse her

komst ontvangen voor onderzoek op daminozide. Voor de bepaling van da

minozide werd uitgegaan van de spectrafotometrische met hode (6). Zie 

bijlage A. 

Door koken met loog wordt daminozide omgezet in dimethylhydrazine dat 

na destillatie en reactie met sodium aminoprusside bij pH 5 een rode 

kleur geeft. Deze kleur \YOrdt spectrafotometrisch gemeten . 

3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 

3.1 IJlijn dimethylhydrazine 

Met behulp van een standaardoplossing 1,1-dimethylhydrazine (UDHH) is 

een ijkreeks gemaakt uitgaande van 0, 125, 250, 625 resp . 1250 ~g. 

Na reactie met het kleurreagens bij pH 5 is de gevormde rode kleur, 

spectrafotometrisch gemeten bij 490 resp . 600 nm. Het maximum ligt bij 

490 nm . De meting bij 600 nm is bedoeld als correctie voor de achter

grond extinctie bij de analyse. De resultaten zijn samengevat in de 

volgende tabel. 
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~g UDMH Extinctie 490 nm Extinctie 600 nm E490-E600 

0 0,185 0,100 0, 085 

125 0,253 0,125 o, 128 

250 0,275 0,122 o, 153 

625 0,330 0,123 0, 207 

1250 0,399 0,131 0,268 

Dezelfde hoeveelheden zijn na toevoegen van UDHH aan \-later conform het 

volledige voorschrift opge\-1erkt. De recovery bedroeg nu resp. 81, 80, 

86 en 100% (gemiddeld 87%) . 

In verband met de troebeling die ontstaat na toevoegen van het kleur

reagens is een filtratiestap uitgevoerd achtereenvolgens met Hhatman 

no. 42 filter, 1 , 2 ~m Acrodiscs resp . 0,45 ~m Acrodiscs . De laatste 

gaf een duidelijke verbetering van de blanco achtergrond en is daarna 

standaard opgenomen in de \-7erl<\-7ijze (zie bijlage A). 

3 . 2 IJklijn daminozide 

Na het testen van de kleurreactie is de ijklijn voor daminozide uit

gaande van 25 , 250 , 625 resp . 1250 ~g gemaakt . Na dosering aan 200 ml 

water en omzetting van de daminozide in dimethylhydrazine door koken 

met loog is in het destillaat na reactie met het kleurreagens het om

zettingsprodill<t dimethylhydrazine spectrafotometrisch bepaald. 

De resultaten zijn, gecorrigeerd voor een tevens uitgevoerde blanco 

bepaling, in figuur 1 grafisch weergegeven . 

Extinctie 

x10-2 

(490 nm-600 nm) 

3 ~:::1 E - ;;:.· 

:1 5 

Figuur 1. IJklijn daminozide 

. .• .. 

-+ 
~g daminozide (x100) 
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Uit de resultaten blijkt dat de ijklijn na ca . 600 pg niet meer 

lineair is. Met andere woorden als bij een monsteranalyse een hoeveel

heid groter dan 600 pg daminozide wordt aangetoond dan moet bij de 

heranalyse de hoeveelheid monstermateriaal verlaagd worden . 

3.3 Recoveryexperimenten 

Door toevoegen van een standaard daminozide aan appelen ras Jonagold 

en het ras Golden Delicieus (een groene appel waarop daminozide niet 

wordt toegepast) resp. een een monster appelmoes werden gegevens ver

kregen over de recovery van daminozide vanuit de matrix met de gevolg

de lolerk~olijze. 

In onderstaande tabel zijn de resultaten samengevat . 

Jonagold 2 mg/kg niveau 94% - 102% 

Jonagold 4 mg/kg niveau 88% 

Golden Delicous 1 mg/kg niveau 99% 

Appelmoes 1 mg/kg niveau 104% . 

Het lage resultaat van het experiment op het 4 mg/kg niveau (88%) is 

,.,aarschijnlijk het gevolg van de alineariteit van de ijklijn bij 1000 

pg daminozide (=4 mg/kg niveau) . 

3 . 4 Resultaten daminozide in appel(moes) 

In appelmoes bereidt uit appels van Nederlandse herkomst (n=10) be

droeg de mediaan 0,17 mg daminozide/kg appelmoes en de range <O, 1 -

0,36 mg/kg . 

In appels ras Jonagold (n=8) bedroeg de mediaan 0,65 mg daminozide/kg 

appels en de range <O, 1 - 5,9 mg/kg. In één monster lolerd hierbij de 

norm (5,0 mg daminozide/kg produkt) overschreden en lolerd 5 , 9 mg/kg ge

meten. In het monster appelmoes van Italiaanse herkomst (daminozide 

verboden) en in het monster groene appels (Golden Delicieus) werd da

minozide niet aangetoond dat '"il zeggen minder dan 0, 1 mg/kg. 

In de volgende tabel 1 zijn de resultaten samengevat. Onder de aanname 

dat de response afkomstig is van daminozide is het resultaat als dami

nozide gerapporteerd . De ontwikkeling van een confirmatiemethode is 

dus noodzakelijk. 
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Tabel 1. Daminozidegeha1ten in appels en appelmoes 

RIKILTnr. Produkt Daminozide (mg/kg op produkt) 

9/4/1022 appelmoes 0,36 

9/4/1023 appelmoes 0,10 

9/4/1024 appelmoes <O, 10 *) 

9/4/1116 appelmoes <O, 10 

9/4/1117 appelmoes 0,22 

9/4/1118 appelmoes 0,20 

9/4/1119 appelmoes <O, 10 

9/4/1120 appelmoes 0,15 

9/4/1121 appelmoes 0,26 

9/1+/1122 appelmoes 0,23 

9/4/1123 appelmoes <O, 10 

9/4/1043 appels (Jonagold) <0,10 

9/4/1044 appels idem 5,9 

9/4/1045 appels idem 0, 62 

9/4/1046 appels idem 0,34 

9/4/1047 appels idem 1, 1 

9/4/1048 appels idem <O, 10 

9/4/1049 appels idem 1,0 

9/4/1050 appels idem 0, 69 

9/4/1115 appels (Golden Delicieus) <O, 10 

* herkomst !talie 

In de literatuur (9, 10) worden vergelijkbare daminozide resultaten 

gemeld n .l. voor appelsap (n=20) bedraagt de mediaan 0,6 mg/kg en de 

range <0 ,1 - 0,9 mg/kg en voor appelmoes (n=15) bedraagt de mediaan 

0,2 mg/kg en de range (0,1 - 0,8 mg/kg . 
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4 CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 

Uit de resultaten van het spectrafotometrisch onderzoek van daminozide 

in appel(moes) blijkt dat de daminozide besmetting in het algemeen be

neden de ca. 1 mg/kg ligt . In slechts één van de 20 onderzochte mon

sters \vordt een hoog gehalte gemeten nl. 5 , 9 mg/kg en is er sprake van 

een overschrijding van de norm van 5 , 0 mg/kg voor daminozide i nclusief 

de metaboliet dimethylhydrazine . Een en ander onder de aanname dat de 

verkregen responses afkomstig zijn van daminozide en niet van interfe

renties . Recoveryexperimenten uitgevoerd aan appels en appelmoes geven 

een gemiddelde opbrengst van 97% . 

Voor de bevestiging van de spectrafotometrische resultaten is de ont

wikkeling van een confirmatiemethode b.v. gaschromatigrafie (8) nood

zakelijk . 
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BIJLAGE A 

DE SPECTROFOTOHETRISCHE BEPALING VAN DAHINOZ IDE IN APPEL(MOES) 

Rijks -KI.,aliteitsinstituut voor land- en tuinbomo~produkten , Hageningen 

j uli 1989 

1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 

Het bepalen van daminozide residuen inclusief de metaboliet 1 ,1 - di

methylhydrazine in appels en appelmoes . De bepalingsgrens bedraagt ca . 

0 , 1 mg/kg . Recoveryexperimenten uitgevoerd op het 1-4 mg/kg niveau ge

ven een opbrengst van meer dan 90%. 

2 PRINCIPE 

Door koken met loog 1o10rdt daminozide omgezet in dimethylhydrazine dat 

na destillatie en reactie met sodium aminoprusside bij pH 5 een rode 

kleur geeft . Deze kleur wordt spectrafotometrisch gemeten en de inten

siteit is bepalend voor de hoeveelheid daminozide die aanwezig was. 

3 REAGENTIA 

3.1 Titaantrichloride, 15% oplossing in ca . 10% zoutzuur (Merck 

808307) . 

3. 2 Natriumhydroxide pellets . 

3 . 3 Citroenzuur , 2% oplossing in water . 

3 . 4 Fenolftaleine indicator, 0 , 01% oplossing in alcohol . 

3 . 5 Sodium-aminoprusside, 0 ,1 % oplossing in water. 

4 APPARATUUR 

4 . 1 Destillatieapparatuur (zie figuur 1) . 
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4.2 Acrodisc filters 0,45 pm (no. 4184). 

4. 3 Beekman DU 65 spectrofotometer, 1 cm Silica cuvet. 

4.4 Groentesnijmachine. 

5 HERKIHJZE 

5.1 Algemeen 

Analyseer bij elke serie monster een blanco bepaling uitgaande van 250 

ml water, 5 ml titaantrichloride- oplossing en 100 g natriumhydroxide

pellets, een ijkreeks (1 mg/kg, 2 mg/kg resp. 4 mg/kg niveau) en een 

recoverybepaling van daminozide toegevoegd aan een monster op het 2 

mg/kg niveau. 

Homogeniseer de monsters appelen in een groentesnijmachine. Analyseer 

de gehomogeniseerde monsters direct of bewaar ze i n een vriezer bij 

- 18°C. 

5.2 Extractie 

Heeg in een 0,5 l iter kolf 125 g gehomogeniseerd monster in (appelen 

of appelmoes). Voeg toe 5 ml titaantrichlorideoplossing, 100 g na

triumhydroxide pellets, 100 ml water en kooksteentjes. Sluit de kolf 

op de destillatieapparatuur aan (opmerking 7.1). Plaats een maatkolf 

van 50 ml waarin zich 5 ml 2% citroenzuuroplossing en een druppel 

feno lftaleine bevindt onder de koeler . Destilleer in ca. 30 min 35 ml 

destillaat over. Als tijdens de destillatie een rose kleur in het 

destillaat ontstaat wordt druppelsgewijs citroenzuuroplossing (3 . 3) 

toegevoegd tot de kleur verdwijnt. Mix het destillaat door omzwenken. 

5.3 Kleurontwikkeling 

Breng het destillaat met loog op pH 5. Voeg toe 5 ml kleurreagens 

(3.5) en vul aan tot 50 ml. Z\o1enk het geheel en laat gedurende 2 uur 

het kleurreagens met het aamo1ezige dimethylhydrazine reageren . 

Filtreer een aliquot van het destillaat over een Acrodisc ( 4. 2) en 

meet de absorptie m.b .v. de spectrofotometer bij 490 en 600 nm in een 

1 cm cuvet tegen een blanco bepaling. 
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6 IDENTIFICATIE EN BEREKENING 

Maak een ijklijn uitgaande van 125, 250 en 500 ~g daminozide (1,2 res. 

4 mg/kg niveau) en volg de ~<lerkwijze beschreven onder 5. 2 vanaf : Voeg 

toe 5 ml titaantrichloride-oplossing •..... enz. 

Bepaal de extinctie bij resp. 490 en 600 nm (opmerking 7 . 2) . Zet de 

(E490-E600) waarden (=Y) op de Y-as tegen de hoeveelheid pg daminozide 

(=x) die in bewerking is genomen op de X-as. Bepaal in de formule y = 

ax + b de richting scoëfficient van de ijklijn (=a) en de afsnede van 

de Y-as (=b) . Bereken m.b .v. lineaire regressie voor een gemeten ex

tinctie (y) de bijbehorende hoeveelheid daminozide (x) . 

Het gehalte aan daminozide in het monster bedraagt 

x 
= ~g/ g daminozide 

g 

\olaarin 

x = berekende hoeveelheid daminozide (pg) 

g aantal g produkt dat in be1o1erking is genomen (meestal 125 g). 

7 OPMERKINGEN 

7.1 Om te voorkomen dat de slij pstukken vast komen te zitten moeten 

deze ingevet worden met siliconenvet. 

7.2 Interferentie afkomstig van het monstermateriaal en kleurreagens 

veroorzaakt bij 490 nm (het maximum voor UDt-1H) ook een absorptie . Om 

deze reden wordt bij twee golflengten de absorptie bepaald nl. bij 490 

en 600 nm. Het verschil (E490-E600) van deze metingen is voor een 

blanco chemieal len minder dan 0,1 mg/kg op produkt. 

damino AR/Fr 
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Figuur 1 
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Destillatieopstelling daminozide 


