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KARBAMAT GRUBU PESTISITLERLE
DENEYSEL ZEHIRLENMELERDE ZEHIRIN IC ORGANLARDAN
EKSTRAKSIYONU, IDENTIFIKASYONU VE TAYINI UZERINDE
KIMYASAL ARASTIRMALAR

Chemical investigations for extraction, identification and
determination of the poisons from animals’ vicera that poisoned
. experimentally with carbamate. groubs pecticides

H. Ahmet ACET (*)

Summary : It is fact that agricultural drugs, especially pesticides,
have been used unconsciously in the regions where intensive agriculture
is made in this country. Carbamate pecticides of these were studied to
determine under our laboratory conditions. '

The identifications of carbaryl, baygon, mesurol, methomyl, matacil,
primicarbe and promecarbe of carbamate pecticides were made with
thin - layer chromatograms. I -

The spoted layers were developed with ten different solvent systems.
Dibromoquinonchlorimide, ninhydrin, rhodamin B, rhodamin B - AgNO,,
bromin - fluorescein reagents and UV light with short wave (254 nm)
were used to determine the spots on the developed layers. The sensitivitiy
limits_and the color reactions of seven various carbamate pecticides were
also determined with the aid of this reagents.

Carbaryl, baygon-and carbaryl+baygon mixture were given orally
to ten rabbits and three dogs in LDy, doses. After administering of the
drugs’was seen that all ‘qnimals were died. Stomach intestine, liver, kidney

and spleen of these animals were removed. After the results of our
research was determinde the above stated chemical compounds in this
organs. Carbamate pecticides were determinde at the levels of 0,5 pg or

- more with the aid of dibromoquinonchlorimid in this tissues samples on

this laboratory conditions.

(*) Yrd. Doc. Dr.: S. U. Veteriner Fakilltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Bilim
- Dal1. . Konya - TURKEY
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Ozet : Ulkemizde, entansif tarim yapildig1 bélgelerde, tarimsal ilag-
larin &zellikle pestisidlerin bilingsiz bir sekilde kullanildigi bir gercektir.
/Bunlardan karbamat pestisidlerinin laboratuvarimiz k0§ullar1nda tesbi-

tine caligildi.

Ince - tabaka kromatografi ile karbamat pestisidlerin karbaril, bay-
-gon, mesurol, metomil, matasil, primikarb ve promikarb’in teghisi yapildu.

Uygulama yapilmig plakalar on degisik solvan sistemi ile develope
edildi. Dibromokinonklorimid, ninhidrin, rodamin B, rodamin B-AgNO;,
bromin - fluoressein ayiraglar: ve kisa dalga (254) UV 15181, develope edil-
mis plakalardaki lekeleri tayin etmek i¢in kullanildi. Bu ayiraglarla ay-

rica yedi cesit karbamat pestisidin duyarlik smirlar1 ve renk reaksiyon-- »

lar1 saptandi.

On tavsan ve i¢ kopege afiz yoluyla karbaril, baygon ve karbari1+ |

baygon karigimi LD;, dozda verildi. Hayvanlarin tiimiiniin ila¢ verildik-
ten sonra ¢ldigi goriildii. Bu hayvanlarin mide - barsak, karaciger, bob-
rek ve dalaklari alindi. Aragtirmada bu organlarda yukarida belirtilen
. maddeler saptandi. Bu, laboratuvar kogullarinda doku oOrneklerinde dib-
romokinonklorimid ayiraci ile karbamat pestisidleri 0,5 pg veya daha
fazla diizeylerde tesbit edildi.

Girig
Bugiin diinyanin ve yurdumuzun hemen her bolgesinde, tarimsal
tiretimin ve besinlerin kalitesinin artirilmasi veya yiyeceklerin saklan-

masi ile ilgili olarak tarim zararlilarina karsgi, genis anlamda pestisid ads
verilen kimyasal maddeler yaygin ve agir1 bir bicimde kullanilmaktadir.

Modern tarim tekniklerinin uygulandig: tiim iilkelerde, tarimsal iire-
timdeki 6nemli artiglarin biiyiik 6l¢iide pestisid ve yapay giibre kullani-
mi ile baglantili oldugu bir gercektir (2). Her gegen giin bu amagla yeni
bilesikler sentezlenerek pratife sokulmaktadir. Tiirkiye'de entansif tari-
min yapildigr bélgelerde, pestisidler 6zellikle karbamat grubu pestisidler,
genis tarimsal alanlara ugak ve pulverizatorlerle uygulanmaktadir. Bu-
nun koétii bir sonucu olarak insan ve hayvanlarda akut zehirlenme ve
6liim olaylari meydana gelmektedir (13). Ayn1 zamanda bunlar doéa;;a

dagilarak bitkisel ve hayvansal besinlere de girmektedir.

Ulkemizde; tarimsal savagimda ve veteriner hekimliginde bu grub
ilaglardan karbaril (1-naftil N - metilkarbamat), baygon (2 -izopropok-
sifenil N - metilkarbamat) ve mesurol (4 -metiltiyo -3, 5 - ksilil N - metil-
karbamat) yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
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Evcil hayvanlarimizda, karbamat grubu pestisidlerle olugan zehirlen-
me olaylarinda, kliniksel belirtilere gore zehirlenmenin tani ve sagitimi
hemen hemen imkansizdir. Ancak laboratuvarlarda yapilacak toksikolo-
jik analiz sonucu zehirin kimligi saptanabilir. Bu aragtirmada, karbamat
grubu pestisidlerden ileri gelen zehirlenmelerin tani ve sagitima yardim-
c1 olabilmek i¢in, deney hayvanlarina 6ldiiriicii dozlarda verilen karbaril
ve baygonun i¢ organlardan -ekstraksiyonu, identifikasyonu ve tayini
tizerinde caligilda.

Bu calisma karbamat pestisidlerle zehirlenmelerde, zehirin tanisi ‘

icin ¢abuk, basit ve duyarli bir yéntemin uyarlanmasi amaci ile yapil-
migtir. '

Materyal ve Metod

Bu aragtirmada deney hayvani olarak 10 adet tavsan ve 3 adet kopek
ile, ila¢ olarak da karbamat grubundan olan hektavin 85 W. P. (karbaril)
ve baygon 50 W. P (baygon) kullanilda.

Pestisid Standartlar

Karbaril: 1-Naftil N - metilkarbamat

Baygon: 2 - Izopropoksifenil N - metilkarbamat
Mesurol: 4 - (metiltiyo) 3,5 -ksilil N - metilkarbamat
Matasil: 4 - Dimetilamino - 3 - tolil N - metilkarbamat
Metomil: Metil tiyoasetamidoksim N - metilkarbamat
Primikarb: (Dimetilamino - 2 - dimetil - 5,6 - primidil - 4)

" N,N - dimetilkarbamat
Promikarb: 3 - Metil -5 - izopropoksifenil N - metilkarbamat
Ayirag ve Coziiciller \
a - Developman ¢éziiciiler

Benzol: Etil metil keton (90+10) (13)
Benzol: Etil metil keton (80+20)
Benzol: Aseton (441) (5)
H,0 : MeOH (5+5) (1D

H,0: Aseton (6+4) (11)

Hekzan: Aseton (70430) (1,7)
Kloroform: Aseton (904-10) (7)
Kloroform: Metanol (90410) (1)
Kloroform: Asetonotril (80+420) (7)
Eter: Hekzan (804-20) (7)
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b - Kromojenik ayiraglar

Ninhidrin ayiraci: %1'lik ¢dzeltisi piridin icinde hazirland: (7,10)
Dibromokinonklorimid ayiraci: %0.5°lik ¢ozeltisi bidistile suda hazir-
land1 (12).

Rodamin B ayiraci: %0.5'lik ¢ozeltisi bidistile suda hazirland: (8).

Rodamin B - AgNO; ayiract: IN HCI (50 ml) ve 0,02N AgNO, (50m1)
karigiminda rodamin B (0,2 g) cozdiiriildi ve slizgeg kagidindan
stizlilerek hazirlandi (11).

Bromin - Fluoressein ayiraci: ‘Fluoressein’in %27lik ¢6zeltisi etanolde
hazirland: (11).

Deneysel olarak zehirlenmis hayvanlarin dokularinda elde edilen
ekstraktlardaki karbamat rezidiilerin tayininde gerekli plakalarin hazir-
lanmasi, tank havasinin saturasyonu, numunelerin uygulanmasi, deve-
lopman iglemi ve zehirin dokudan ekstraksiyonu agamalarinda Tewari
(13, Ramasamey (12) ve Hoof'un (9) yontemleri esas .olarak alindi.

Plakalarin hazirlanmasi

~ Temizlenip kurutulmus, 20X20 cm boyutlarindaki beg adet plaka yay-
ma tablas1 {izerine yerlegtirildi. Adsorban/su karigim oranmi olarak 30 g.
silikajel G/60 ml su seklinde bes plakay: 0,300 mm kalinhkta kaplamak
iizere, hazirlanan karigimla yayma iglemi yapildi. Oda sicaklifinda 45 da-
kika kurumaya terk edildi ve etlivde 110°C de bir saat tutularak aktive
edildi.

* Pestisidlerin uygulanmas1 ve developman

Adsorbanli plakalara, developman yoniine parelel olarak 1,5 cm ara-
Iiklarla kolonlar ¢izildi. Plakalarin alt kenarindan 2 eém uzaklikta bag-
langi¢ noktalarina, mikrolitrelik pipetler ile gerek standart cozeltiler, ge-
rekse deney hayvanlarindan elde edilen doku ekstratklar: bir biriyle egit
caplardaki lekeler halinde uygulandi. Uygulama noktasindan baglamak
iizere 10 cm yukarisindan, adsorbanli plakalar uygulama noktalarina pa-
relel bir sekilde gizilerek developman smiri tesbit edildi ve karbamat
standartlar: veya deney hayvanlarindan elde edilen doku ekstraktlari

" uygulanmig plakalar -1 saat énceden developman ¢dziiclisii konmus- tan-

ka yerlestirilir. Adsorban katmanda ytiikselen coziicliniin {ist s iga-

* retlenen cizgiye ulastiginda, plaka tanktan gikartilarak acik havada ku-

rutuldu.
" Leke yerlerinin saptanmasi

- 1-Uygulama yapilmig plakaya, metanolde hazirlanmig 1,5 N sodyum
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hidroksit piiskiirtiildiikten sonra, 2,6 - dibromokinonklorimid ayiraci ile
karbaril mavi, mesurol gri- yesil, matasil gri - yesil, promlkarb acik-ma-
vi renkler verdigi saptandi (9, 12, 13) '

2-Uygulama yapilmig plakaya rodamin B c¢ozeltisi plskiirtiildi. Pla-
ka sa¢ kurutma makinasinin sicak hava akimiyla kurutulduktan sonra,
kisa dalga (254 nm) UV igi1 altinda incelenerek florasans veren lekeler
saptand1 (7, 8, 11).

3 -Hazirlanan plakalara rodamin B - AgNO, ¢6zeltisi puskiirtiiliip
30 dakika kisa dalga (254 nm) UV 1181 altinda tutularak karbaril (koyu
mavi), baygon (koyu mavi), mesurol (mor), matasil (kirmizi), metomil
(mor), promikarb (agik mor) ve primikarb (agik mor) lekeleri belirlen-
di (11).

4 - Ninhidrin ayiraci plskiirtiildiikten sonra plaka etiivde 100°C 1s1-
da 30 dakika bekletilerek karbaril (kirmizi), baygon (kirmizi), mesurol
(kirmiz1), matasil (kirmizi), metomil (kirmizi) ve promikarb (kirmizi)
lekelen saptandi (7).

5 - Plaka kisa dalga (254 nm) UV 1g181 altinda incelendi ve floresans
~veren lekeler gosterildi (11, 13).

6 - Onbes dakika brom buharina tutulan plakaya fluoressein ¢ozelti-
si plskiirtiildiikten sonra, karbamat lekelerinin- tiimiiyle sar1 renk ver-
dikleri gorildii ve kisa dalga UV 15181 altinda mor lekeler verdigi sap-
tand1 (11). '

Ayirag duyarhk s1n1r1ar1n1n saptanmasi

Karbamat pestisid standartlarinin metanolde %0,1'lik gozeltllen ha-
zirlandiktan sonra 0,1-0,2-03-04-05-1-15-2-25-3-3,6-4-45-5
‘mikrogram miktarlarinda, silikajel G adsorbanli plakalara uygulandi.
~ Her bir ayracin sonug¢ verdigi en diigiik pestisid miktar1 bulundu: Ayi-
raglar plaka . {izerine piskiirtiildiikten hemen sonra meydana gelen leke-
lerin biiyiikliigli ve renk reaksiyonlar: belirlendi.

Karbamatlarla deneysel hayvan zehirlenmeleri ve organlardan ze-
hirlerin ekstraksiyonu ‘

Tablo 1'de gésterilen miktarlarda, karbaril, baygon ve karbaril--bay-
gon karigimi, cinsiyet fark: gézetmeksizin 10 tavsan ve 3 kopege agiz yo-
luyla verildi. Zehirlenme olaylarinda, numunelerin toksikoloji - labora-
tuvarlarina en azindan 5- 6 saatlik bir siire gegtikten sonra analizinin ya-
pilabilecegi gbz oOniinde bulundurularak, hayvanlarin 6liimiinden yakla-

sik 5- 6 saat sonra organlar1 ve ekstraksiyon iglemleri yapildi.
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Karbaril, baygon ve karbaril+baygon karigimi verilerek 6ldiiriilen
deney hayvanlarinin organlarindan zehirlerin ekstraksiyonunda, bir kag
degisiklik ile Tewari (11)’nin yéntemi aynen uygulandi; bu degisiklik
20 g. doku yerine 5 g. doku alinmasini ve kloroform tabakasinin ugurul-
masi igleminde hem madde kaybini énlemek hem de zamandan tasarruf -
etmek gayesi ile sicak su banyosu yerine, rotari vakum evaporator ciha-
zinin kullanilmasini igermektedir.

Zehirlenerek oldiiriilmiiy hayvanlarin i¢ organlari otopsi ile g¢ikaril-
diktan sonra, her birinin zehir igerigi ayri ayri ekstrakta edildi- Organ-
larin tiimiine uygulanan ekstraksiyon igleminde; 5 g. organ (mide - bar-
sak, karaciger, bobrek, dalak) once bir makasla ufak parcalar halinde ke-
silerek homojenizatore kondu ve iizerine 25 ml asetonitril katilip 10 da-
kika iyice komojenize edildi. 250 ml'lik ayirma hunisine slizge¢ kagidi
-yardim ile siiziildii. Ayni islem iki kez 25 ml asetonitril ile tekrarlandi
100 mli distile su ve 30 ml doymug sodyum siilfat solusyonu ilave edildi ve
10 ml kloroform konarak 5 dakika calkalandi. Kloroform tabakasi, {ize-
rine susuz sodyum siilfat konmug slizge¢ kagidindan bir huni yardimi
ile siiziildii. Ayn1 iglem 10 ml kloroform ile tekrarlandi ve birlestirilen
kloroform ekstraklari-50°C de rotari vakum evaporatér de kuruyuncaya
kadar ucuruldu. Bu kalintiyr 10 ml asetonda coézdiirerek 60° de su ban-
yosunda, mililitre béliimlii konik cam tiipte 1 ml’ye kadar yogunlagtiri-
lip incetabaka kromatografisine uygulamaya hazir duruma getirildi.

Tablo 1 :.Deneysel olarak zehirlenen hayvanlar ve verilen
karbamat cegitleri

Verilen ilag Hayvanin tlird Verilen miktar (mg/ kg)'
Baygon : Kopek - 200
Karbaril Kopek 800
Karbaril+baygon - Kopek 8004200

Tavsan 150
Baygon ’ Tavsan 150
Tavgan 150
v Tavsan ' 710
Karbaril Tavgan 710
Tavsan 710
- Tavsan ' © 7104150
Karbaril Tavsan 7104150
‘ Tavsan 7104-150

Tavsan : . 7104150
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Bulgular

- 1-Tablo 2'de goriildigii gibi, karbamat pestisidlerin ince tabaka kro-
matografisinde silikajel G adsorban kullanilarak cesitli developman sol-
vanlari-ile verdikleri Rf X 100 degerleri saptandi. ‘

2 - Developman solventi olarak benzol : etil metil keton (90--10) kul-
lanildiginda karbamatlarin Rf X 100 degerleri bakimindan birbirlerinden
kolaylikla ayirt edilebilen degerler elde edildi (Tablo 2).

3-Uygulama yapilmis . plakalara, cesitli ayraclar piiskiirtiildiikten
sonra verdikleri renkler ve duyarlik sinirlari tablo 3 ve 4 de gdsterilmig-
tir. '

a) Dibromokinonklorimid ayiraci :

Develope edilmig plaikalara, 1,5 N‘ NaOH uygulandiktan sonra anilan
ayirag pliskiirtlildii. Tablo 3, 4 ve resim I’de goriildigii gibi karbamatlar-

dan karbaril, baygon mavi, mesurol gri-yesil ve promekarbin ise agik
mavi bir renk verdigi saptandi. Karbaril ve baygon 0,5 pg, mesurol ve
matasil 4 pg, promikarb ise 3 pg diizeylerinde belirlendi. Bu ayirag piis-
kiirtiildiikten hemen sonra incelenerek renk degerlendirilmesi yapildu

b) Rodamin B ayiraci :

Rodamin B ayirac1 pliskiirtiilmiiy plakalar sicak hava akiminda ku-
" rutulduktan sonra kisa dalga (254 nm) UV 15181 altinda incelendi. Pla-

kalara uygulanmig karbamatlarin floresans verdikleri saptandi. Karba--

matlardan primikarb ve metomil, digerlerine gére daha tatminkar bir
duyarlik diizeyi verdigi gorildi.

¢) Rodamin B - AgNO, ayirac::

Bu ayira¢ karbamatlar uygulanmis plakaya pliskiirtiildiikten sonra,

kisa dalga (254 nm) UV ;181 altinda 30 dakika bekletildi. Tablo 3 ve 4’de
goriildiigii gibi karbaril ve baygon koyu mor, mesurol ve metomil mor,

primikarb ve promikarb agik mor, matasil ise kirmizi renk verdigi belir- -

lendi. Karbamat leleri 1-2 pg diizeylerinde saptandi.

d) Ninhidrin ayiwraci :
Anilan ayirag, uygulama yapilmig plakaya piiskiirtiildiikten sonra,

“etiivde 100°C de 30 dakika bekletildi. Uygulanan karbamatlardan meto- -

mil'in duyarlik smnir1 0,5pg, digerlerinin ise 1 pg oldugu saptandr. Kul-
lanilan 7 cesit karbamatdan bu ayiraci en duyarlt olaninin metomil oldu-
gu belirlendi (Tablo 3, 4 ve resim 2). Yapilan tiim uygulamalarda da pri-

- mikarbin bu ayiraca kargi cevap vermedigi goriildii. Ayirag etkinliginin
: ' F.: 4)
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korunabilmesi icin, hazirlandiktan sonra karanlhk bir yerde tutulmasi
gerektigi anlagildi. Keza ayiracin plakaya fazla plskirtiilmesiyle karba-
mat lekelerini maskeleyen kirmizi bir katman olugturdugu belirlendi.

e) Bromin - fluoressein ayirac: :

Karbamat uygulanmig plakalar, brom buharinda 15 dakika bekletil-
dikten sonra fluoressein g¢dzeltisi pliskiirtiildii. Karbamat lekeleri sar1 ze-
min iizerinde pembe renkte, kisa dalga (254 nm) UV 15181 altinda ise mor
lekeler halinde goriildii. Tablo 3 ve 4'de goriildiigli gibi karbaril, baygon,
mesurol, promikarb 1 pg, matasil 3 pg ve primikarb 1,5 pg dlzeylerinde
saptandi. Yogun brom buharinda tutulmug plakalara fluoressein ¢ozel-

tisi pliskiirtiildiigiinde koyu bir zemin tabakasmin olugtugu goriildii.
Bundan dolayi, diigiik konsantrasyonda brom buharina tutulduktan-son-
ra ﬂuoressein piskirtilmesinin uygun oldugu gériildii.

f) Kisa dalga (254 nm) UV 1181 altinda inceleme :

Karbamatlar uygulanmig s111ka3e1 Gl plakalar develope ed11d1kten
sonra karanlikta kisa dalga UV 15181 altinda incelendi. Uygulanmig kar-
bamatlardan yalniz primikarbin 0,1 pg diizeyinde net ve parlak mavi

renkte floresans verdigi saptandi. '

4 - Deneysel olarak agizdan karbaril, baygon ve karbaril+baygon ka-
rigim1 verilerek oldiiriilmiis deney hayvanlarinin i¢ organlarindan elde .
edilen ekstraklardaki karbamat varlig: silikajel G'li plakalarda 2,6 - dip-
romokinonklorimid aylram kullanilarak incelendi. Resim 3, 4, 5, 6, 7 ve
8'de goriildiigii gibi mide - barsak, bobrek, karaciger ve dalak’dan elde
edilen tlim doku ekstraklarinda zehirin kimligi saptandi. Deney hayvan-
larina verilen karbamatlarin mide - barsakta en yiiksek karaciger, bob-
rek ve dalakta ise daha az diizeylerde oldugu belirlendi.

Tablo 2. Karbamat pestisidlerin silikajel G adsorban {izerinde
deg1§1k gozlclilerde hazirlanan kromatogramlarda verdigi
Rf X 100 degerleri

Coziiciller @~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Adsorban S 8 8 8 S S s s s s
Karbil 4 66 72 9 9% 51 80 93 8 66
Baygon 37 65 72 88 98 53 - 79 94 8 70
Mesurol 52 73 80 8 95 56 82 96 93 72
Matasil 35 52 65 8 92 55 61 92 76 61
Metomil 15 26 32 73 94 27 55 .98 70 10
Primikarb 3 55 72 82 89 59 62 98 77 50

Promikarb 56 75 80 90 98 57 - 86 97 93 (i
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COZUCULER : ] _ ,
I. 1-Benzol: Etil metil keton (904-10) 6 - Hekzan: Aseton (70-+30)
2 - Benzol: Etil metil keton (804+20) 7 - Kloroform: Aseton (90--10)

3-Benzol: Aseton (4+1) _ 8 - Kloroform: Metanol (90410)
. 4-H,0: MeOH (54-5) 9 - Kloroform: Asetonitril (80-420)
5-H,0: Aseton (6-+4) 10 - Eter: Hekzan (804-20)

ADORBON : S=Silikajel G (0,300 mm)

Tablo 3. Karbamat Pestisidlerinin silikajel G adsorban iizerindé
cesitli ayiraglarla vermis olduklar1 renkler.

Ayirac "1 2 3 4 5 6

Karbaril  Mavi - Floresans Koyu-mavi Kirmizi© Mor —

Baygon Mavi Floresans Koyu - mavi Kirmizi Mor —

Mesurol - Gri-yegil Floresans Mor Kirmizi Mor —

Matasil Gri - yesil Floresans Kirmizi -Kirmizi - Mor —

Metomil — Floresans Mor Kirmizi Mor —

Promikarb Ac¢itk mavi Floresans A¢ik mor  Kirmizi Mor —

Primikarb — Floresans Acik mor -— Mor Floresans
AYIRAC

1 — Dibromokinonklorimid 4 — Ninhidrin ,

2 — Rodamin B " 5 — Bromin - fluoressein

3 — Rodamin B-AgNO, . 6 — UV 15181 (254 nm)

~ Tablo 4. Karbamat pestisidlerinin silikajel G adsorban lizerinde
cesitli ayiraclarla vermis olduklari duyarlik sinirlar1 (pug olarak)

Ayirag _ 1 2 3 -4 5 6
Karbaril 05 5 1 11—
Baygon 0,5 4 2 1 1 —
Mesural 4 5 2 1 1 —
Matasil 4 2,5 1 1 05 —
Metosil — 1 15 05 3 —
Promikarb 3 5 1 1,5 1
Primikarb , - 05 1 — 15 05
AYIRAC
1 — Dibromokinonklorimid 4 — Ninhidrin
2 — Rodamin B. . 5 — Bromin - fluoressein

3 — Rodamin B - AgNO; 6 — UV 1181 (254 nm)
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TARTISMA | | | L

Karbamat pistisidlerin analizi ile ilgili gegitli yontemler geligtirilmis-
tir. Gaz kromatografi, spektrofotometrik, fluorometrik ve ince tabaka
kromatografisi yontemleri en sik bagvurulanlar arasinda bulunur. Ince
tabaka kromatografisi yanhiz bagina oldugu kadar gaz kromatografisiyle
yapilan analiz sonuglarinin dogrulanmasinda da deger kazanmistir. Ince

.tabaka kromatografisinde ¢ok iyi bir seperasyon yapilabilir. Analiz edi-

len madde plakadan kazindiktan sonra spektrofotometri, gaz kromatogra-
fi ve diger tekniklerle nicel dl¢iimleri yapilabilecegi gibi (1, 3, 4), dogru-

" dan da ince tabaka iizerinde leke alanlarmnm ve renk yogunluklarinin

standartla kargilagtirilmasi suretiyle yari-nicel analiz yapilabilir. Gaz
kromatografls1, ince tabaka kromatografisine gore daha duyarli olmakla
beraber, hazirlanan ekstraktin kirlilikten g¢ok iyi armndirilmig olmasi ge- .
rekmektedir (1). Gaz kromatografi, infraruj mass spektroskopi, segici ve
duyarli olduklar1 halde pahali aletlere ihtiyag gostermekte, kagit kroma-
tografisi ise fazla seckin olmadifindan bu amagla seyrek kullanilmakta-
dir. Ince tabaka kromatografisine gelince, nisbheten basit uygulamalari
gerektirmesi, ucuz aygitlarla yapilmasi ve yeterli derecede se¢kin olmasi
nedenleriyle, bugiin pek c¢ok laboratuvarda fazlaca kullanmilir (4). Biyolo-
jik maddede ekstrakte edilen karbamat pestisidlerin toksikolojik analiz-
leri igin ince tabaka kromatografisi yontemi ekonomik ve cabuk oldugu
kadar, saf olmayan maddelerin daha ileri derecede temizlenmesine ge-
rek kalmadan anlizine olanak vermesi ve duyarlik sinirinin elverigli ol-

-masl nedeniyle analizlerimizde tercih edildi.

ince tabaka kromatografisinde; karbaril, baygon, mesurol, matasil,
metomil, primikarb, promikarb igin uyguladifimiz yontem bu pestisid-
lerin kalitatif analizleri icin yeterli bulunmaktadir., Ayrica yontemin si- .
likajel G adsorban iizerinde on degisik developman solvanina dayandiril-
mast karbamatlarin toksikolojik analizinde solvan sistemini segme ola-
nagin vermektedir. Lekelerin belirlenmesi igin, beg ayr1 reaktif ve UV -

S1s1imin (254 nm) kullanilmasi, analiz sonuglarinin dogrulanmas1 yoniin-

den yeterli giivence saglamaktadlr

Karbamat pestisidlerin ince tabaka kromatografisinde belirtilmesi
igin gesitli ayiraclar denenmigtir. Bunlardan p -ritrobenzen diazonium
fluoborat (8, 9, 11), dibromokinonklorimid (9, 12, 13), bromin - fluoressein
(11), rodamin B (8), rodamin B - AgNO, (4), ninnidrin (7, 10), fast blue B
(13) en fazla bagvurulanlar arasindadir. p - Nitrobenzen diazonium fluo-
borat diger ayiraclara gore yeterli derecede seckin ve duyarhidir. Fakat
matasil, zektran, C 13963 2 (1,3 - dithiolan -2 - yl) - fenil N - metilkarba-
mat) ile reaksiyon vermemekte ve aymi zamanda kimyasal olarak sen-



_ Karbamat Grubu Pestisitlerle Deneysel Zehirlenmelerde... - B3

tezlenmesi (6) ve taze hazirlanip uygulanmas: gibi islemleri gerektirmek-
tedir.’ N, n - dimetilkarbamatlar-i¢in rodamin B ayirac: uygun bulunmug-
tur (8). Deneysel olarak karbaril ve baygon vererek zehirlemis oldugu-
muz deney hayvanlarindan elde edilen doku ekstraklarindan, zehirin tes-
hisi icin, istenilen 6l¢iide duyarlik sinirina sahip olmasi ve karbamat le-
kelerinin seckin bir sekilde belirlenmesi bakimindan 2,6 - dibromokinonk-
lorimid ayiract kullanildr (Resim 4, 5, 6, , 8,9). :

-Karbamat pestisidlerin ince tabaka kromatografisinde tayini iglem-
lerinde uygulanan yéntemler genellikle bir hidroliz isleminden sonra se-
killenen fenoliin p - nitrobenzen diazonium fluoboratla baglanmast, di-
~“azotiazit siilfanilik asitle baglanmasi veya dibromokinonklorimid ayira-
c1 ile tepkimeye girmesi esasina dayanir (7, 9). Caligma alkali piiskiirtme
© ¢ozeltisi olarak Hoof'in (9) kullanmis oldugu metanoldeki IN KOH yerine
metanoldeki 1,5 N NaOH cozeltisi kullanildi. S6z konusu ayiracin piis-
kiirtmeyle uygulanmasindan sonra karbamatlar kolayca fenollere hidro-

lize olabilmektedir. Dibromokinonklorimid ayirac: kullanildiginda 0,3-

0,5 pg duzeyleri arasmdak1 karbaril ve baygon mavi lekeler geklinde or-
taya cikmaktadir.

. Ramasamy (12), silikajel G’nin alummyum oksid G’ye gore yuksek
duyarhk gosterdigini ve aluminyum oksid G’ye nazaran daha iyi sonug-
lar verdigini ve aluminyum oksid G’li plakanin alkaliligi developman ig-
lemi miiddetince baz1 karbamatlarin, 6rnegin mobam’in (4 - benzol thienil
metilkarbamat) kismi dekompoz1syonuna sebep oldugunu ve karbamat-
lar icin daha az duyarlik gosterdigini bildirmektedir. Bu aciklamalarin
1g181 altinda aragtirmamizda adsorban olarak silikajel G kullanildi Kul-
lanilan yedi cesit (karbaril, baygon, mesurol, matasil, metomil, primikarb,
promikarb) karbamat insektisidin silikajel G adsorbanli plaka iizerinde

rodamin B, rodamin B - AgNO;, bromin - fluoressein ve ninhidrin ayira- -

c1 ile (primikarb diginda) tiimiiniin tani ve tayini yapilabilmektedir. Boy-
lece silikajel G ve belirtilen ayiraglarla karbamat grubu pestisidlerin ye-
terli diizeylerde tani ve tayinlerinin yapilabilecegi anlasiimistir (Tablo
6, 7). Hoof (9), caligmasinda adsorban olarak AIO,G (tip E) plaka iizerin-
de metanolde 1 n KOH’le alkali hidrolizi yapildiktan sonra etanolde %1’-
‘lik dibromokinonklorimid aywraci pliskiirterek yaptigi caligmada en dii-
slik duyarhk diizeyi olarak 0,1 pg karbaril, 1 pg baygon, 5 pg promikarb,
5 11g mesurol, 5 pg matasil lekelerini ortaya cikartabilmistir. Aragtir-
mamizda silikajel G adsorbanli plakalar iizerinde aynmi ayirac kullanila-
rak 0,5 pg karbaril, 0,5 pg baygon, 4 pg mesurol 4 pg watasil ve 3pg
promikarb varlig: saptandi.

Nagasawa (11), calismasinda - polyamidli tabakada - developman sol-
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venti olarak su:MeOH (5+45) ve su:aseton (6+4) kullanarak bilhassa
karbaril ve baygon’un g¢ok iyi bir ayrimini saglamistir, Aragtirmamizda
ekonomik olabilecegi diigiincesiyle silikajel G adsorban plakalar {izerin-
de ayni oranda yapilan developmandan sonra karbamanlarin RfX100 de-
‘gerlerinin hemen hemen esit, ¢ok yiliksek ve ayni zamanda kompakt ol-
mayan lekeler halinde goriilmesi lizerine, uygun bir ayrim saglayamaya-
cagl kanisina varilmigtir. Developman solventi olarak 10 ayri sistem de-
nendi ve bunlardan silikajel G adsorbani {izerine uygulanan yedi karba-
matin en uygun ayrimini saglayan solvent sistemi olarak benzol : etil
metil keton (90+10) karigimi bulundu. Aragtirmamizda uygulanilan de-
velopman solvent sistemi developman tankinda 1 saat bekletildikten son-
ra silikajel G'li plaka lizerinde yedi karbamat gesidinin ¢ok kolay ve ye-
terli Olglilerde birbirinden ayrildig géruldd.

Karbamat pestls1d1er1 ile meydana gelecek zehirlenme olaylarinda
organ ve iceriklerdeki karbamatlarin toksikolojik analizi igin biyolojik
maddelerden ayrilmasini 6ngtren etkin bir ekstraksiyon teknigi gerek-
mektedir. Bu grup pestisidlerin biyolojik maddelerden ekstraksiyonu igin
aragtirmamizda Tewari (13)'nin uyguladig1 ekstraksiyon teknigi, bir kac
ufak degisiklik yapilarak kullanildi; s6z konusu ekstraksiyon tekniginde
kloroformlu ekstrakt: 80°C de benmari iizerinde ugurarak yogunlagtir-
migtir. Aragtirmamizda bu ugurma igleminin kisa slirede olmas1 ve rezidii
kaybini onleme yoniinden rotari vakum evaporator cihaziyla yapildi.
Kloroform ekstrakti - kuruyana kadar ugurulduktan sonra, kloroforma
nisbeten diisiik 1s1da cok daha kolay ugabilen asetonda kalint1 ¢ozdiiriile-
‘rek, mililitre boliimlii konik cam tiipe aseton ekstrakt: aktarilarak diigiik
sicaklikta 1 ml’ye kadar su banyosu iizerinde uguruldu. Bu degisiklikte
bir 6lciide rezidii kaybi 6énlenmis ve zamandan tasarruf edilmis oldu.

Tablo 1’de goriildigii gibi deney hayvanlarina karbaril, baygon bar-
" baril4+baygon LD;, dozlarinda agiz yoluyla verildi. Gerek tek, gerekse
karisim seklinde verilen tiim dozlarda hayvanlar yaklagik 15- 30 dakika-
lik siire icinde siddetli semptomlar gostererek 6ldiigli goriildii. Oliimle-
rinden 4 - 6 saat sonra hayvanlrain mide - barsak karaciger, bobrek ve da-
laklar1 ¢ikarilip 5 g. tartilarak her bir doku i¢in yukarda anlattifimiz ge-
kilde ekstraksiyon iglemi uygulandi. Tewari (13), bu ekstraksiyon isle-
minden 20 g doku kullanmasina karsin, ¢alismamizda 5 g alinmas: yeter-
1i bulundu, Elde edilen doku ekstraklari resim 3, 4, 5,6, 7, 8de goriildiigi
gibi silikajel G adsorbanli plakalar iizerinde herhangi bir kirlilik s6z ko-
nusu olmadan, lekelerin net olarak belirdigi ve ekstraksiyon igleminin
yeterli verimlilife sahip oldugu belirlendi.
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" Deneysel olarak zehirlenen hayvanlardan elde edilen doku ekstrak-
lar1 (mide - barsak, karaciger, bobrek, dalak) silikajel G adsorbanli plaka
iizerine uygulanarak dibromokinonklorimid ayirac: piiskiirtiildiikten son--
ra karbamatlar mavi lekeler halinde goriildii. Zehirlenme sekline gore,
elde edilen doku ekstraklarinda saptanan karbamat insektisid yogunluk- -
~ lar1 dikkate alindiginda, sirasiyla en g¢ok mide - barsak, karaciger, bob-
rek ve dalak’da bulundugu belirlendi. Dolayisiyla aksidental zehirlenme-’
lerde analiz numuresi almirken bu hususun géz oniinde tutulmasinda
yarar goriilmektedir.

Sonug olarak karbamat pestisidlerin analizi y6niinden uygun olan bix
ince tabaka kromatografisi yontemi denendi. Ayrica yontemin silikajel G
adsorban iizerinde on degisik developman solvanina dayandirilmasi kar-
bamatlarin toksikolojik analizinde solvan sistemini se¢me olanagini ver-
mektedir. Karbamat lekelerinin teghisi icin ayira¢ olarak da dipromo-
kinonklorimid, rodamin B, bromin - fluoressein rodamin B - AgNO, ce-
sitleri uygun goriildi. Belirtilen secenekler uygulandifinda 5 g'a kadar
olan gesitli biyolojik numunelerde karbamat tiirevine gore degismek iize-
re 0,5 pg’a kadar olan pestisid varlifimin duyarh bir gekilde saptanabile-
cegl kanisina varildi. :
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,Reszm : 2

Resim 1. Dibromokinonklorimid ~ayiraci ile karbamat insektisidlerinin
verdigi renkler ve duyarlik siirlarinin behrlenmem (pg olarak).

1-Karbaril (0,5 pg),2-Baygon (0,5 pg), 3- Matasﬂ (4 pg), 4- Mesurol
(4 ug), 5- Promlkarb (3 g.!.g)

Adsorban : Silikajel G
Developman solventi : Benzol : Etil metil keton (90+10)

Resim 2. Ninhidrin ayirac ile karbamat insektisidlerden elde edilen
renkli lekeler ve duyarlik smlrlarlnm saptanma51 (pg olarak).

1-Karbaril (1 pg),2 - Baygon (1 p,G) 3~ Mesurol (1 L«S{)‘l Matasﬂ (1 pg),
5- Metomil (0,5 pg), 6 - Prlmlkarb (1 pg),7- Promekarb (15 p.g)
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Resim : 4

~ Resim 3. Baygon ile zehirlenmis kopeklerin dokularinda elde . edilen
" ekstraklarla hazirlanan kromatogram. 1-Baygon (pg), 2- Mide-bar-
sak ekstrakti (5 pl), 3-Karaciger ektrakti (5 pl), 4 - Bobrek ekstrakts
(5 pl), 5-Dalak ekstraktt (5 pl), -

Adsorban : Silikajel G
Develbpman solventi : Benzol: Etil metil keton (90--10)

Resim 4. Karbaril 11e zehlrlenml.'g. kopeklerm dokularmda élde edileh‘
ekstraklarla hazirlanan kromotogram. 1-Karbaril (5 pg), 2- Mide-barsak
ekstrakti (5 ul),3- Karac1ger ekstrakt1 (5 ul) 4 Bobrek ekstra};tl (5 pl)

5-Dalak ekstrakti (1)
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Resim : 5 Resim : 6

Resim 5. Karbaril4+Baygon karigimi ile zehirlenmig kijpeklérin dokula-
- 1indan elde edilen ekstraklarla hazirlanan kromatogram. - Karbaril (5 pg),
2-Baygon (5 pg),3 - Mide - Barsak ekstrakt: (5pl) 4 - Karaciger ekstraki
(5 pl), 5-Borek ekstrakti (5 pl), 6-Dalak ekstrakt: (5 pl).

Adsorban : Silikajel G’
Developman solventi : Benzol : Etil metil keton (90410)

Ayira¢ : Dibromokinonklorimid

Resim 6. Baygon ile zehirlenmis tavsanlarin dokularindan elde edilen
ckstraklarin kromatggramL_:‘l ~Baygon (5 pg), 2-Mide - barsak ekstrakts
(5 pl), 3-Karaciger ekstrakt: (5 i), 4 -Bbbre}g ekstrakti (5 pl).
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Resim 7 7 7 Resim ;8

Resim 7. Karbaril ile zehirlenmis tavsanlarin dokularmdan elde edilen
ekstraklarla hazirlanan kromatogram. 1-Karbaril (5 pg), 2-Mide - bar-
sak ekstrakt1 (5 pl), 3 - Karaciger ekstrakti (5 pl), 4 - Bébrek eksrakt;

(5 pD)- -

Absorban : Silikajel G
Lievelopman solventi : Benzol : Etil metil keton (9(_)—}—10)‘

Ayirag : Dibromokinonklorimid. -

1

Resim 8. Karbaril+Baygon karigumi ile zehirlenmis tavsanlarin dokula-
rindan elde edilen ekstraklarin kromatogrami. 1- Karbaril (5 pg), 2 - Bay-
gon (5 pg), 3-Mide - barsak ekstrakti (5 pul), 4 - Karaciger eks'rakti (5 pl)
5 - Bobrek ekstrakti (5 pl),

Adsorban : Silikajel G ,
Developman solventi : Benzol : Etil -metil keton- (30-+10)

Ayirag : Dibromokinonklorimid.




