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Bas Asistan

Diazinon [0,0—Diethyl 0—(2—isopropy1—4met-
hyl—p—prydimidyl)—Phoshorothioate] terkibinde bir
insektisittir,
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Saf halde renksiz, teknik halde kahverengi bir sividir. Suda ¢ok az, pet-
rol eterinde c¢okcgoziintirr Alkol , aseton ve ksilen
ile kansabilir. Alkali vasatta sebathdir, fakat su ve seyrettik asitlerle ¢cabukca
hidrolize olur. Akut oral letal doz, sigan i¢in 100-150 mg/kg. fare i¢in 82 mg/kg.
air. Giinde 20 mg/kg dan daha az dozlar siganlarda, 5-10 mg/kg. Iik dnzlar fa-
relerde kumulatif bir tesir yapmazlar.

Memleketimizde zeytinler genis capta diazin on’laila¢clanmaktadir.
Toksit olmasi dolayisiyla insan saglifn bakimindan, ili¢lamadan sonra zeylin-
lerde kalan miktarin tespiti 6nemli goriilerek diger bazi fosforlu insektisitler
gibi diazinon’unda ENZIMATIK METODLA tayin edilip edilemiyece-

gi arastirilimis ve yapilan ¢alismalardan iyi neticeler alinmuistir.

Diazinon , asetik asit-hidrojen peroksit ile
okside edilmis ve insan kan plazmasindaki kolinesterazi kuvvetle inhibe ettigi
goriilmiistiir. Inhibisyonun &l¢iilmesiyle de kantitatif olarak diazinon miktarn
tayin edilmistir. Metot (,1-10 gainma arasinda netice vermektedir.

Luzumlu Malzeme :

1) 37°C ye ayarlanabilir ve sicaklif1 sabit kalabilen su banyosu.
2) 75°C ye ayarlanabilen su banyosu.



3) 120°C ye ayarlanabilen elektrikli isitici,
4) 200 cc lik agz1 traslh, dibi yuvarlak balonlar.
5) Balonlara uygun geri sogutucular.

6) 160 x 16 mm. lik agz1 cam kapakl tiipler ve ayrica normal biiyiikliikte
kapaksiz tiipler,

7) 50 cc lik beherglaslar.
8) Soksle ekstraksiyon cihazlari.
9) Kigiik bir kromotografi kolonu.

10) Klett - Summerson photoelectric colorimetre’si ve 540 pm luk yesil
renkli flitre.

Reaktifler:

1) Cholinesteras mensei olarak kullanilan insan kani, kan bankasindan
temin cdilmistir. Istendigi zaman siseden bir enjektér yardimiyle steril
olarak alinir ve buz dolabinda aylarca bozulmadan saklanabilir.

2) Tampon ¢ozelti: 3,3235 gr. Diethylbarbuturic acid
450 cc steril suyla karistirihir. Coziinmeyi temin etmek igin 18 cc 0,1 N
sodiumhydroxyd ilave edilir, PH - metre ile PH s1 dlgiiliir.
PH 7,5 - 8 e ayarlanir.

3) Acetylcholin mahlulii: 100 mg. Acetylcholin, 138
cc steril destile suda ¢oziiliir, buz dolabinda saklanir.

4) Acetic acid -peroxyd mahlulii: Ikisim% 30 luk
hidrojen peroxyd Skisim acetic acid’le kul
lanilacag zaman kanstirilir.

5 Benzen.

6) Diazinon tip mahlulii: 1 cc de 10 gamma olacak sekilde ben-
zende ¢ozerek hazirlanir.

7Y Parafin liquid.
8)Aktif kdmir.
9) Sodium sulfate anhydrous.

10) Hydroxylaminhydrochlorid mahlulii % 20lik. Buz do-
bida saklanir.

11) Sodium hydroxyd mahlulii % 20 lik

12) FeCIl, mahlulii: 100gr. FeCI,.6H,O0 yan yanya sulands-
rilmis 100m!l Hydrochloric asitte ¢oziiliir. ‘

13) Kullanilacagi an % 20 lik sodium hidroxyd- ve % 20 lik
-hidroxylaminhydrochlorid yan yanya kanstirihr.

14) Bir kisim tampon mahliil iki kisim su ile kullamlacag zaman karisprilir,
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Numunenin Ekstraksivonu:

Cekirdeginden ayrilmis zeytinlerden 10 gr. tartilir. Sokslet aparatinda ben-
zenle 4-5 saat ekstrakte edilir. Ekstrakt su ihtiva ederse Sodium sul-
fat ilekurutulur., Sodium silfat’tan kantitatif olarak baska bir
Kaba aktardiktan sonra, benzen su banyosunda 10-15 cc kalincaya ka-
dar destile edilir.

Ektraktin Temizlemmnesi;

Igersine aktif komiir doldurulmus kromotografi kolonu énce benzen-
le nemlendirilir, sonra da ii¢c defa 20 ser cc b e n z e n 'le yikamir. Bdylece
hazirlanmis kolondan ekstrakt, muslugu ayarhiyarak yavasca gecirilir. Arka-
sindan 34 defa 25 ser cc. b e n z e n 'le yikanir. Ekstrakt renksiz olarak elde
edilir ve 200 cc lik dibi yuvarlak agz1 trasli cam balona toplanir. Tlaglanmamis
zeytin numunesi de aym sekilde hazirlanmalidir.

Diazinon'un oksidasyonu:

Temizlenmis ekstrakian benzen, Oncesu banyosunda 3-5 cc kalin-
caya kadar destile edijlir. Kalam ise vakumla cekilerek uzaklastirilir. Nihayet
birka¢ damla renksiz yagli bir sivi elde edilmis olur. Buna 10 cc benzen
ve6cc acetic acid - hydrogen peroxyd kansiumi ildve
edilir, iyice karistirilir. Geri sogutucu altinda 75°C lik su banyosunda 20 da-
dika tutulur. Zaman bitince derhal buza batinlarak sogutulur ve sogutucudan
ayrilir. Buradan cam kapakli bir tiipe alinir, 20 cc saf su konarak galkalanir.
Suve benzen fazlarimin aynlmas: icin bir miiddet beklenir, sonra ok-
sideolmus diazinon'un bulundugu benzen fazindan 8§ cc ali-
narak 50 cc lik behere konur. Iki damla parafin liquide ilave
edilir benzen subanyosunda ugurulurve acetic acid ko
kusu duyulmayincaya kadar sicak banyoda tutulur. Su banyosundan almir
10 ar cc destile su koyduktan sonra agizlari saat camiyla kapali olarak 110°C
lik 1siticida 10 dakika bekletilir. Bu esnada suyun buharlasmamasina dikkat
etmelidir, buharlasma olursa hacmi tekrar 10 cc ye getirilmelidir.

Cholinesterase Inhibisyonu:

Her numune ve her blank icin ikiser tiip alimir. Bunlar su banyosuna gi-
rebilecek bir port tiibe siralamir. Tiipleri sira ile 0, 1, 2, 3, 4, 5, ... numaralarla
belirtirsek 0 numarali iki tiip 3 er cc tampon mahliil, 1 numaral iki tlip 2 ser
cc kanhi tampon ve 1 cc kansiz tampon 2, 3, 4, 5, ... numaralilar ise 2 ser cc kan-
Ir tampon ve 1 er cc de III cii boliimde hazirlanmis clan numunelerden ihtiva
eder. Boylece hazirlanan tiipler 37°C de 30 dakika tutulur, sonra 0 numarali
tiplere 3ercc hydroxylaminhyrochlorid - so.dium hyd-
roxyd kansimindan konur. Hemen akabinde kronometreyle takip ederek
varimsar dakika ara ile biitiin tiiplere 2sercc acethylcholin ilave
edilir Acethylcholin’i koymaya basladifjimizdan itibaren yarim
saat daha banyoda tutulur, sonra yine aym tiipten bashiyarak 0 numarali tiip-
lér hari¢ olmak iizere her bir tiipe yarimsar dakikalik aralarla hydroxy-
laminhydrochlorid - sodium hydroxyd karnsumndan
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konur. Bu ameliye bitince tiipler banyodan alinir ve her bir tiipe 4 er cc FECI,
mahlulii ve 2 ser cc su konup Klett tiiplerine siiziiliir. Meydana gelen sarimt-
rak renk siddeti Klett - Summerson photoelectric colorimeter’de 540 pm luk
flitre kullanilarak 6lguliir.

Aletin sifira ayarlanmasi 3 cc tampon mahlill, 3¢cc hydroxyla-
minhydrochlorid - sodium hydroxyd karnisim, 4 cc FeCl,
mahlulii ve 4 cc destile su ile hazirlanmis bir kanisimla yapilir.

Standart Diazinon mahluliiyle egrinin cizilmesi:

lcc benzen’de 20gamma diazinomn bulunan mahlilden
10 cc almir,6cc oksidasyon mahluliiildve ederek 20 dakika 75°C de
geri sogutucu altinda tutarak okside edilir. Sogutulup geri sogutucudan ayrnl-
diktan sonra muhteva balondan cam kapakli tiipe aktarilir. Benzen tabakasi
durulduktan soara 100 ;50 ;10 ;5;1 ;0,5 gamma diazinon ihtiva
eden miktarlar 50 cc lik beherlere konur ve liizumlu miktar benzen ildve ederek
hepsinde benzenin 10 cc olmas: temin edilir, her behere iicer damla
da parafin liquid konur, Benzen su banyosunda ugurulur, ve
acetic acid kokusu duyulmayincaya kadar su banyosunda tutulur.
Su banyosundan alindiktan sonra 10 ar cc saf su ildve edilip 110°C de agzlar
saat camiyla kapali olarak isitilir. Sonra Cholinesterase inhibisyonu icin yu-
karda bildirildigi sekilde hazirlanan tiiplere 1 er cc yani 10,5,1, 0,5, 0,1, 0,05
2amma konur. Yine yukarda bildirildigi sekilde 37°C de su banyosunda tutup
reaktifleri konarak spektrocolorimetre’de okunacak hale getirilir. Her numu-
ne igin iki tiip oldufu igin okunanlarin ortalamasi alimir. Bulunan degerler
iablo halinde verilmistir.

Tablo:l

b o | o | ot [ gy [ Tt o

Blank Kansiz 180 178 179
tipler o

No: 0 0 gamma [17 [19 118 61 34
No: | 10 gamma 178 177 177 T [ 97
No: 2 5 gamme [66 |60 163 | T 9 735
No: 3 1 gamma . 130 |34 132 —:7- 26 23,5
No: 4 0.5 gamma 126 124 125 —5;_ 30 10
No: 5 0.1 gamma 122 121 122 _57— 32 5
No; 6 | 005 gamma 120 [18 I 19 60 335 1.5
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A = Blank i¢gin ckunan — Numune i¢in okunan

) . X 100
% Dekompozisyon =

Blank igin okunan

Numune igin % Dekompozisyon X 100

% Inhibisyon = 100 —

No: 0 igin % Dekompozisyon

Diazinon miktarlarinin logaritmalan apsiste % inhibisyonlar ordinatta
gosterilerek bilinen miktarlara tekabiil eden noktalar bulunur ve egri ¢izilir.
Logaritmik ¢izginin diiz gittigi mintika ¢alisilabilir en iyi sahadir. Egrimiz tet
kik edildiginde 0,5-10 gamma arasinda en iyi dlgme yapilabilecegi goriiliir.
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Diyagram bir kere cizildimi dier bir defa diazinon miktar tayini yapila-
caksa, bilinen bir miktar diazinon’u okside ettikten sonra ayn ge-
kilde ¢alisarak buna tekabiil eden % inhibisyon miktarim bulup diyagram iize-
rinde nokta isaretlenir. Bu noktadan gegcmek ilizere esas diyagrama parelel bir
cizgi cizilir. Numuneler i¢in buldugumuz % inhibisyona tekabiil eden degerler
bu ¢izgi iizerinden okunur.

Numunelerin Hazirlanmas: Ve Alman Neticefer:

1) Cekirdeginden ayrilms 10 gr. zeytin b enzen 'le ekstrakie edile-
rek calisildi.

2) Cekirdeginden ayrilmis 10 gr. zeytin benzen’'le ekstrakte edilip
ckstrakta 10 gamma diazinon ildve edilerek calisildi. Muamele ve
seyreltmelerden sonra 0,8 gamma bulmamaz icap ediyordu, 0, 88
gamma bulundu.

3) 10 ccde 30 gamma diazinon ihtiva eden benzen
solusyonundan 10 cc alinarak parelel ¢izgiyi ¢izmek i¢in ¢alisildl. Seyreltme-
lerden sonra 24 gam ma alinmis oldu.
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Bunlar i¢in bulunan degerler tablo 2 de gdsterilmistir.

Tablo:2
ouunan | Okmon | oratama | A [ % Dekom f % Ine
Blank |88 180 |84
0 06 | 105 | 105 | 79 43
No: | 120 | 11e | 118 66 3 | 16
No: 2 55 | 155 155 29 16 63
No: 3 68 | 165 | 167 7 o | 79

Muamele edilmis olan i¢in bulunan % inhibisyondan muamele edilmemis
olan icin bulunan cikarilinca bizim ildve ettigimiz miktar diazinona tekabiil
eden % inhibisyon elde edilir. Fark 63-16 = 47 dir, bunun karsiliga diyagram-
dan 0,88 gamma okunur.

100
Q0
80
70
60
S0
L0

30

0/o INHIBISYON

Qe

Diger bir tecriibede,

1) 10 gr. zeytin

2) 10 gr. zeytin + S5 gamma diazinon
3) 10 gr. zeytin + 10 gamma diazinon

4) 30 gamma diazinon ihtiva eden benzenli solusyon ile galisilda.
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Bulunan degerler tablo 3 te gosterilmistir.
Tablo:3
Okunan Okunsn % Dekom- % inhi-
1 il Ortalama A posisyon bisyon
Blank 186 186 [86
0 103 101 [02 84 45
No: | [20 122 121 65 35 22
No: 2 150 147 148 38 20,4 55
No: 3 160 156 158 28 !5 67
No: 4 170 |65 168 I8 [0 80

No: 2 de seyreltmelerden sonra 0,4 gam m a bulmamiz ldzim gelir-
ken 056 gamma, No:3te08 gamma bulmamizlazim gelirken
079 gamma bulundu. Gériilen ufak sapmalarin tecrilbe hatalarindan
ileri geldigi kabul edilebilir.

Netice:

a) Enzimatik metotla diazinon tayini arastirilmis, tablo 1 den goriildiigi
gibi asgari 0,05 gammalik miktarin cholinesterase’t inhibe edici tesir
gosterdigi 0,5-10 gamma arasinda emniyetle tayin yapilabilecegi tespit
edilmistir.
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b) Bu metot zeytinlerde diazinon miktar tayini i¢in kullanilmis ve iyi ne-
ticeler alinmistir.

Metodun gelismesinde vardimlarini esirgemiyen Dr. Hopf'a tesekkiir
ederim.

THE DETERMINATION OF RESIDUAL DIAZINON ON
OLIVE FRUITS.

(Summary):

The olive trees in Turkey are sprayed with diazinon emulsifiable concentrates
(%,20) against olive fly {Dacus Olea). Therefore the residue of the
chemical on the olive fruits is considered important enough to be studied.

[+ was found that as small amounts as 0,05 gamma of the chemical can
inhibite cholinesterase by the enzymatic method and reliable results can be
obtained from the amounts of 0,5-10 gamma. '

The content of olive fruits is extracted with benzene and the extractis
passed trough the active carbon column for cieaning. The benzene is firs!
evaporated on the water-bath and than eliminated by vacuum destillation. Then
the enzymatic method is applied. The results are shown on the table 1, 2, 3.
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