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BAKİYELERİ TAYINI 

Ayten GÜVENER1 Cânâ OTACI 2 

G İ R İ Ş 

Memleketimizde, dünyanın "birçok yerlerinde olduğu gibi BHC ihtiva 
eden ilâçlar kullanılmaktadır. Bilhassa hayvan yemlerinde kullanılması ge
rek doğrudan doğruya bunlarda ve gerekse bunlarla beslenen hayvanların 
et, yağ ve sütlerinde bakiye analizlerini ieap ettirmektedir. 

BHC'li ilâçların bakiye analizi için ilk kullanılan metod Schecter-
Hornstein (1955) metodudur. Bunun esası hususi bir cihazda asitli ortam
da benzene indirgenmesi ve nitrolandırıldrktan sonra, renkli bileşiğinin elde 
edilerek kolorimetrik olarak tayinidir. Sonradan Pickard (1953), Pearce 
(1953) ve Wood (1900) bu metod üzerinde değişiklikler yapmışlardır. Bu 
suretle kullanılan cihaz daha basit hale getirilmişve devamlı tayinler yapı
labilmiştir. San Antonio (1059) tarafından kullanılan kâğıt kromotoğrafisi 
ise en hassas tayin şeklidir. Ancak lâboratuvarımız şartlarında bunun tat
biki mümkün olmamıştır. Diğer metodlar da tetkik edilmiş ve BHC baki
yeleri için en uygun metod seçilmiştir. Mevsim icabı ve fazla klorofil ihtiva 
etmesi dolayısiyle ıspanak alınmış ve anlatılan şekilde ön çalışmalar yapı
larak bu metodun kendi şartlarımızda tatbik edileceği anlaşılmıştır. 

BHC'li ilâçların PDA tarafından kabul edilmiş olan toleransları, BHC 
olarak, meyve ve sebzelerde 5 ppm, Lindane olarak; yağda 0,1 ppm tahıl 
ve ette 2,5 ppm; meyve ve sebzelerde 10 ppm'dir. 

MATERYAL VE METOD 

Wood'un (1960) gıda maddelerinde BHC tayini için verdiği metod bazı 
değişikliklerle tatbik edilmiştir. Bunun da esası Hornstein metoduna da
yanmaktadır; BHC, asitli ortamda, çinko tozuyle benzene indirgenir, teşek
kül eden benzen, vasatta bulundurulan Malonik asitten çıkan karbon 
dioksit vasıtasiyle nitrolama asidi içine sürüklenerek nitrobenzen haline ge
çer. Teşekkül eden nitrobenzen etil metil ketonda çözülür. Potasyum hid
roksitle reaksiyona sokularak mavi renkli 'bileşik elde edilir ve' bunun 
renginin optik yoğunluğu spektrofotometrik olarak tayin edilir. 
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Ş E K İ L 1 BHC bakiyeleri tayininde kullanılan cihaz 
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Ş E K İ L 2 Gamma. BHC standart eğrisi 
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a) Kullanılan reaktifler : 
Asetik asit «glasial» 
Malonik asit " 
Metalik çinko «toz» 
Metilen klorür 
Sodyum hidroksit çözeltisi : % 10 luk 
Vazalin likit 
Potasyum hidroksit çözeltisi : % 50 lik 
Celite 545 
Sülfirik asit «kesif» 
Nitrit asit «kesif» 
Sodyum sülfat «susuz» 
Etil-Metil keton 
n-Hekzan 
Nitrolama asidi : Eşit hacimde sülfirik asit ve nitrik asit karışımı. 

b) Kullanılan cihazlar : 
Blendor 

Şekil: 1 de gösterilen, açı ve boyutları muayyen olan BHC bakiye tayin 
cihazı (Tarafımızdan yaptırılmıştır.) 

Kromatografik kolonlar 2x30, 1x30 cm. 
Ayarlı ısıtıcı ve kum banyosu 
Ayırma hunileri 100 mi. lik 
Kapaklı erlenler, mezürler, pipetler 
Su banyosu 
Spektröfotometre 

ANALİZ METODU : 

Bu maksatla % 99,9 safiyette olan Lindane'nin Asetik asit «glasial» deki 
çözeltisi kullanılmıştır. 

Önce cihazın reaksiyon balonuna 2 gram Malonik asit ve 10 ml. glasial 
asetik asit konur ve ayarlı ısıtıcı üzerindeki kum banyosuna oturtularak 
(çıkış borusu takılmadan) ısıtılmaya başlanır. Kaynama başladıktan sonra 
45 dakika beklenir. Bu ameliye cihazın BHC artıklarından tamamen temiz
lenmesi için şarttır. Bu suretle temizlenmiş olan cihazın reaksiyon balonu
na 2 mg Lindane'a tekabül edecek miktarda çözelti, pipetle hassas olarak 
konur. Asetik asitle 10 ml. ye tamamlanır ve tekrar 2 gram Malonik asit 
ve 1 gram çinko tozu konur. Çıkış borusu takılır ve 10 ml. nitrolama asidi 
konmuş mezürün içine mümkün olduğu kadar daldırılır. Kaynamaya baş
ladıktan sonra bir buçuk saat ısıtmaya devam edilir. Bu safhada en fazla 
dikkat edilmesi gereken cihet karbon dioksit ile benzen sürüklenmesinin 
muntazam olmasıdır. Bu, nitrolama asidinden geçen habbelerin normal bir 
süratle çıkışından anlaşılır. Birbuçuk saat sonra ısıtma kesilir. 

Nitrolama asidi ihtiva eden mezürün içindekiler çok dikkatle, 100 ml. 
lik ayırma hunisine alınır. Çıkış borusu ve mezür 2 defa 20 ml. lik buzda 
soğutulmuş destile suyla, yıkanarak, yıkamalar yavaşça ayırma hunisine 
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ilâve edilir. Ayırma hunisine 20 nal. Metilen, Klorür konur ve iyice çalkala
nır. Metilen klorür fazı bu ayırma hunisinde bırakılır. Sulu faz ikinci bir 
ayırma hunisine alınır ve tekrar 20 mi. Metilen klorür ile ekstrakte edilir. 
İki metilen klorür fazı. birleştirilir. Ve 25 ml, % 10 luk çözeltiden hemen 
seyreltilerek yapılan % 2 lik sodyum hidroksit çözeltisiyle yıkanır. Metilen 
klorür, pamuk ve 5 gram Susuz sodyum sülfat ihtiva eden ufak kroma-
tografi kolonundan süzülerek bir behere alınır. Ayırma hunileri 20 ve 10 
ml. lik Metilen klorür ile yıkanır, aynı kolondan geçirilerek behere alınır. 
Cam boncuk ve birkaç damla vazelin likit konur; önce su banyosunda ısı
tılarak, sonra vakumda çekilerek Metilen klorür tamamen uçurulur. Bakiye 
100 ml. Etil-Metil ketonda çözülür. Bu suretle 1 ml. de 20 gaırima Lindane'a 
tekabül eden nitro benzen çözeltisi elde edilmiş olur. Bu çözeltiden muay
yen miktar numuneler alınarak kapaklı erlenlere konur. Hepsi 10 ml. ye 
Etil-Metil Ketonla tamamlanır. Bunlara 1 er ml. % 50 lik potasyum hid
roksit çözeltisi ilâve edilir. Üç dakika çok iyi çalkalanır, sekiz dakika ka
ranlıkta bekletilir ve iki dakika içinde 1 cm. lik ceirierde referans olarak 
Etil-Metil keton kullanılarak spöktrofotometrede 570 m da renk dansite-
leri okunur. Blank için aynı şekilde 10 ml. glasial asetik asitle çalışılır. 

Konulan Lindane Spektrofotometrede okunanlar 

Buna göre çizilen standart eğri Şekil: 2 de gösterilmiştir. . 

ISPANAKLA YAPILAN ÇALIŞMALAR : 
100 gram ıspanak keskin bir bıçakla iyice kıyıldı. Blendora kondu, 300 

ml. n-hekzan ilâve edildi, süratle bir dakika karıştırıldı. Bir gece bekletile
rek fazların iyice ayrılması temin edildi. Altın sarısı"renkte olan n-hekzan 
fazı ikiye bölündü; 1 inci kısım Clean-up (temizleme) ameliyelerine esas 
olmak üzere -blank olarak- ayrıldı. II ci kısma 100 ve sonra diğer tecrü
belerde "71, 100, 70, 80 gamma Lindane ilâve edilerek ilaçlanmış mahsul gibi 
kullanıldı. 

CLEAN-UP (TEMİZLEME) : 

Her iki kısma da 40 ar ml. Sülfirik asit karışımı (kesif ve dumanlı) 
ilâve edildi'. Yarım saat bekletildi. Hekzan fazı alındı. Sulu faz 3 defa, 40 
ar ml. lik n-hekzan ile ayırma hunisinde ekstrakte edilerek, ilk alınmış 

0 gamma 0.004 
0.163 
0.232 
0.310 
0.375 
0.464 
0.535 
0.600 
0.740 
0.875 

.20 » 
30 » 
40 » 
50 » 
60 » 
70 » 
80 » 

100 » 
120 » 
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olan n-hekzan fazına ilâve edildi. Blank ve numunenin n-hekzan fazları ayrı 
ayrı aşağıda gösterilen şekilde hazırlanan kolondan geçirildi. Büyük kroma-
tografi kolonuna önce biraz pamuk ve 5 gram Celite 545 kondu üzerine, bir 
beherde karıştırılarak hazırlanan 8 gr. Celite 545 ve 5 ml. sülfirik asit karı
şımı ilâve edildi. 1 om; seviye teşkil edinceye kadar susuz sodyum sülfat 
kondu nhekzanla kolon ıslatıldı. Blank geçirildikten sonra, beher ve kolon 
3 defa 50 ml. lik kısımlarla yıkandı. Numune de aynı şekilde hazırlanan 
kolondan geçirildi. Tamamen renksiz olan eluent'ler1 beherde toplandı, 
cam boncuk ve bir kaç damla vazelin likit ilâve edildikten sonra su ban
yosunda n-hekzan uçuruldu. Bakiyeler 10 ml. glasial asetik asitle çözülerek 
standart eğrinin hazırlanmasında anlatıldığı şekilde çalışılarak teşekkül 
eden rengin danısidesi spekftrofotometrede okundu. 

ELDE EDİLEN NETİCELER : 

Bu suretle «Clean-up» yapılan ıspanak numunesi blank'ı 3 gamıma Lin-
dane'a tekabül eden bir sapma gösterdi ki bu metod'un hassasiyet sınırlarına 
girmektedir. Buna göre elde edilen recovery 2 aşağıda gösterilmiştir. 

İlâve edilen 

—BHC 
100 gamma 

Bulunan 

71 
100 
70 
80 

Recovery 

BHC °/o 
92 gamma (Blank 92 

çıkarıl diktan sonra) 
61 » 86 
9Q » 93 
65 » 90 
76 » 95 

S O N U Ç 
Elde edilen recovery'ler metodun tatbiki için iyi neticeler olarak kabul 

edilir, çünkü : 
a) Metotda tavsiye edilen cihazın çıkış borusu «sintered glass filter» 

den yapılmasıdır. Bu, yaptırılan cihazda ufak delikler halinde yapılmıştır, 
bu sureti© benzen çıkışı ve nitro benzen teşekkülü hassas olamamaktadır. 

b) Etil-Metil ketonun uçurulması esnasında Polytetra fluoro ethylene 
«PTFE» ni ufak parçalar halinde kesilerek kullanılması tavsiye edilmekte 
ve kullanılmazsa Lindane kayıplarına sebep olacağı açıklanmaktadır. Bu, 
bulunmadığı için cam boncukla çalışılmıştır. 

c) % 50 lik potasyum hidroksit ilâvesinden sonra kapaklı erlenin, reak
siyonun tam olması ve rengin tam teşekkülü için 3 dakika son süratle 
Shakerde karıştırılması icap etmektedir. Bu lâboratuvarda olmadığı için 
elle çalkalanmışıtır. 

Uzun bir Clean-up'a ihtiyaç gösteren bir mahsulle bu neticelerin alın
ması metodun kendi lâboratuvar şartlamnızda diğer sebze ve meyvelere 
de tatbik edilebileceğini ortaya koymuştur. 
1 Clean up kolonundan geçirilerek temizlenmiş, tayin edilecek maddeyi ihtiva eden çözücü. 
2 Geri kazanma 
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Ö Z E T 

Çok kullanılan bir ziraî mücadele, ilâcı olan BHC nin kendi şartlan-
mızda, fazla klorofil ihtiva eden bir mahsulde bakiye tayinleri yapılmış ve 
bazı lâboratuvar eksikliklerine göre değiştirilen metodun. tatbiki iyi neti
celer vermiştir. 

S U M M A R Y 

THE RESİDUE DETERMİNATİONS OF BHC ON AND İN 

VEGETABLES 

A modfied Wood's methode is used in our laboratory conditions for 
determining BHC residues on and in spinach leaves and good results are 
obtained. 
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