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Tiirkiye'de Kullanilan Dipridil Grubu Herbisitlerin Analitik
Toksikoloji Acisindan Incelenmesi*

Analytical Toxicological Study for Dipyridylium Herbicides Which
are Being Used in Turkey

Nevin VURAL** Sema BURGAZ***

GIRIS

Tarim sektoriinde yabanci otlar, bitki hastaliklar1 ve boceklerin
verdigi zararlarin toplamina yakin bir zarara neden olmaktadirlar
(10). Bu nedenle yabanci otlarin yokedilmesi i¢cin kimyasal madde-
lerin (= herbisitler) tiretimi ve kullanilmasi diinyada son 10 yil iceri-
sinde Oonemli 6l¢lide artmistir ve bu acidan insektisitlerle yarig halin-
dedir (9, 15). Yabanc1 otlara karst kullanilan herbisitlerin diinyadaki
bu genis Olceklerdeki kullanimi bazi saglik sorunlarinin ortaya c¢ik-

masina neden olmustur (15, 18).

Kullanimlar: giderek artan dipridil grubu herbisitler icinde
dikuat ve parakuat en cok bilinenleridir ve genel herbisit grubuna
gore bir karsilastirma yapildiginda toksisitesi hemen hemen en yik-
sek bilesiklerdir (15). Dipridil grubu herbisitlerle meydana gelen akut
zehirlenmelerin ¢ogu kazaen ve intihar amaciyla ortaya c¢ikmaktadir
ve Olim oraninin % 25-50 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
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1978'e kadar o6limle sonuclanan ortalama 600 parakuat zehir-
lenmesi bildirilmistir ve bunun % 60't da intihar maksadiyla olan-
lardir (16). Dipridil grubu bilesiklerle zehirlenmelerde ilgi cekici bir
ozellik; bilesigin buyuk bir kismi1 kisa slirede organizmadan atilabil-
mesine ragmen akut toksik etkilerin ve o6limiin 2-24 giin gecikebil-
mesidir (8, 13). Bu nedenle dipridil grubu herbisitlerle meydana gelen
akut zehirlenmelerde zehirlenme etkeninin: a) Gergekten alinip alin-
madigini gostermek icin (nitel analiz), b) Viicuda alinmasindan sonra
uzun bir slire gegmisse (O0rn; 4-5 giin) zehirlenmis sahsin tehlikede
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla viicut sivilarindaki miktari-
nin tayin edilmesi (nicel analiz) icin idrarda kisa siirede sonuc¢ alina-
bilecek, duyarli, kesin ve her laboratuvar kosuluna uyarlanabilecek
bir yontem gelistirilmesi amac¢lanmistir.

DENEYSEL KISIM

Materyal ve Gereg: Tiirkiye'de kullanilan dipridil grubu her-
bisitlerden Dikuat dibromiir monohidrat (I.C.I) ve Parakuat diklo-
rir (I.C.I)'"in analitik standartlart katilmis normal bireylerden ali-
nan idrar Ornekleri tizerinde calisilmistir.

Calismamizda asagidaki farmasotik kalitede maddeler kullanil-
mistir: Carbowax 20M (Alltech Associates), Chromosorb-W-AW
DMCS (60-80 mesh-Varian), Etil viyolojen diiyodiir (I.C.1), Dowex
50AGW-X8 (100-200 mesh-Sigma), Zerolit 225 SRC14(52-100 mesh-
BDH), Sodyum borohidriir (Merck), Sodyum ditiyonit (Merck),
Silikajel-G (Merck), Sellilloz MN300 (Macherey Nagel).

YONTEM

1 a) Dipridil Grubu Herbisitlerin Ince Tabaka Kromatografi-
si'ne ait Caligsmalar: Parakuat dikloriir ve dikuat dibromiirmonohid-
rat'in sirasiyla 3 mg/ ml ve 4 mg,/ ml (iyon cinsinden hesaplanan)
konsantrasyonda sudaki c¢ozeltileri hazirlandi. Piliskiirtme belirtecleri
olarak, Dragendorf ve Iyodoplatinat belirteci kullanild: (1, 11, 17, 20).
Silikajel-G ve Selliilloz 300 MN ile kapli plaklarda, Silikajel-G kaph
mikroplaklarda metanol/6N H,SO, (20:30 ve 40:10 oranlarinda)
ve metanol/6N HCI (20:30 ve 35:15 oranlarinda) ile develope edil-
dikten sonra (1, 17, 20) tanktan cikarilan plaklar oda sicakliginda ku-
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rutuldu. Uzerine daha sonra iistteki belirtecler piiskiirtiilerek olusan
lekeler ve renkler kaydedildi. Her bilesigin Rf degeri hesaplandi.
Dipridil grubu herbisit O6rnekleri degisik miktarlarda plaklara tatbik
edilerek sonu¢ veren en kiiciik herbisit miktarlar1 saptanarak duyar-
liklar1 tayin edildi.

b) Dipridil Grubu Herbisit Standartlarinin Katyon Degistirici
Recine ile Ekstraksiyonuna ait Bazi Parametrelerin Incelenmesi:
"Batch" ve "kolon" teknigi uygulamalarinin ekstraksiyon verimine
etkisi arastirildi. Bu amacla bu bolimde sadece parakuat diklorir ile
calisildi. Katyon degistirici recine olarak Dowex 50AGW-X8 kulla-
nildt (3, 6). Parakuat diklorir'iin "batch" teknigi ile katyon degis-
tirici recineden ekstraksiyon veriminin saptanmasi1 i¢cin 10 ml parakuat
¢ozeltisi (10 g/ml iyon cinsinden suda) 30 ml NHC1 ile homojenize
edilerek 2g Dowex 50AGW-X8 bulunan santrifiij tipine aktarild:
ve 1000 rpm'de 5 dakika karistirildi. Ustte kalan ¢oézelti atildi. Daha
sonra sirasiyla recine 20 ml distile su, 50 ml 2N HCI1 ve 20 ml distile
su ile yikandi. En sonunda parakuat'm ellisyonu amaciyla 50 ml 6N
HGT1 ile 1000 rpm'de 5 dakika karistirildiktan sonra lstte kalan c¢cozelti
kuruluga kadar ucguruldu. Kalinti1 10 ml doymus amonyum kloriirde
¢oOziildiikten sonra 2 ml % 1 sodyum ditiyonit ilavesiyle 600 nm'de
absorbanst okundu ve konsantrasyonlar kalibrasyon grafigi yardimiyla
saptandi. % Verimlerin ortalamasi bulundu. "Kolon" teknigi uygu-
lanirken Sekil 1'de goriilen 250 X 8 mm boyutlarinda cam kolon kulla-
nildi. Kolonda 3-4 ml/dak hizla yukarida anlatilan islemlerin aynisi
elisyon basamagina kadar uygulandi. Daha sonra parakuat'in eliis-
yonu i¢in 50 ml 6 N HC1 0.5-1 ml/dak hizla kolondan gegirildi. Eluat
kuruluga kadar ugurulduktan sonra "batch" tekniginde uygulanan
islemler uyguland: ve % verimlerin ortalamalart bulunarak karsilas-
tirilda.

c¢) Dipridil Grubu Herbisitlerin Idrardan Ekstraksiyonu: Bu
islemde katyon degistirici recine olarak Zeo-Karb 225 (H") kullanildi
(4, 11, 23). Bu amacgla Zeo-Karb 225 (Na+) 6N HCI ile H" sekline
cevrilerek cam kolona yerlestirildi ve parakuat ve dikuat't ihtiva eden
10 ml'lik idrar ornekleri (10 pg/ml) (b) de uygulanan kolon teknigi
ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlar I.T.K.'ne ve mikroplak-
lara uyguland: ve ekstraktlarin renk belirteci ile verdikleri lekeler

tzerinde yaklasik verimleri incelendi.
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II a) Dipridil Grubu Herbisitlerin Gaz Sivi Kromatografisi'ne
ait Caligmalar (Gaz Kromatograf-Packard Becker Model 419): Bu
bilesiklerin gaz kromatografik tayinlerinin yapilmasi icin sodyum
borohidriir (NaBH,)den yararlanilarak indirgenme islemi yapildi.
Model parakuat alinarak indirgeme islemi oda sicakliginda (21 +2
°C) 5, 15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakikalarda yapildi. Optimum reaksi-
yon siliresi saptandi. Bu siire esas alinarak parakuat ve dikuat'in in-
dirgenme {riinleri (monoen ve dien lriinler) icin asagidaki kroma-
tografik kosullar kullanildi: Sabit faz: %5 Carbowax 20M/%5 KOH
"Chromosorb WAW-DMGS 60-80 mesh tlizerinde", Dedektor: FID,
Tasiyic1 gaz (azot) akis hizi: 20 ml/dak, Firin sicakligi: 180 °C, En-
jeksiyon giris sicakligi: 210°C, Dedektor sicakligi: 230°C, Kaydedici
hizi: 0.5 cm/dak, Attenuation: 32. Coziinirlik ve kimyasal yap1
benzerlikleri nedeniyle etil viyolojen diiyodiir i¢ standart olarak kul-
lanildi. Herbisit standartlarinin indirgeme isleminden sonra 3§~ mad-
de enjekte edilerek alikonma zamanlar: belirlendi. FID dedektore

cevap veren en kiicik herbisit miktarlart saptandi.

b) Dipridil Grubu Herbisitlerin idrardan Ekstraksiyonu: Bu
amacgla 5 ml idrara parakuat (5 pg), dikuat (5 tg) katildi. Daha sonra
1 ml i¢ standart c¢ozeltisi (1 g/ml) ilave edildi. Ortamin pH's1 11'e
ayarlandi. Daha sonra 150 mg NaBH, toz halinde ilave edilip oda si1-
cakliginda 75 dakika bekletildi. Siirenin sonunda her bir reaksiyon
karisimina 8g sodyum asetat ilave edildi ve 2 X 9 ml eter ile ekstrakte
edildi. Eter tabakalart 0.5 ml N HCI ile 2500 rpm'de calkalanarak
eter kalintilar1 uguruldu. Co6zeltinin pH's1 4N NaOH ile alkali pH'ya
ayarlandi, 30 {1 diklorometan ile ekstrakte edildi ve organik c¢oziici
fazindan 3 wl'lik enjeksiyonlar gaz sivi kromatografa uygulandi. %
Verimler hesaplandi. Kromatografik kosullar Il a'daki gibi yurital-
di. Yalniz Attenuation 8'de c¢alisildi.

BULGULAR

Dipridil grubu herbisitlerin 1.T.K. ile elde edilen kromatogra-
fik 6zellikleri Sekil 2,3 ve Tablo I'de; G SK ile elde edilen kromatog-
rafik oOzellikler ise Sekil 4,5'te gosterilmistir.
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Sekil 2. Parakuat ve Dikuat'in Idrar Ornegi Ekstraklarinin 1.T.K'daki Kromatogrami.
Sabit Faz: Silikajel-G, Hareketli Faz: Metanol/6N H,SO, (20:30), Renk Belirteci: Dra-
gendorf, 1. Bos idrar ekstrakti, 2. Parakuat (20 pg), 3. Dikuat (20 pg), 4,5. Idrar ekstraktlar:.
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Sekil 3. Parakuat'm Idrar Ornegi Ekstraktinin [.T.K'daki Kromatogrami-Mikroplaklar
lzerinde.

Sabit Faz: Silikajel-G, Hareketli Faz: Metanol/6N H,SO, (20:30), Renk Belirteci: Dra-
gendorf, 1. Parakuat (20 [tg), 2. Idrar ekstrakti.
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Sekil 4. Parakuat Ve Etil viyolojen'in NaBH, ile Gergeklestirilen indirgeme Reaksiyo-
nunun Siresinin Pik Yiiksekliklerine Etkisi.
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Sekil 5. Parakuat Ve Dikuat'in idrar Ornegi Ekstraktlarinin Gaz Kromatogramlari.
A: Bos idrar ekstrakti, B: Parakuath idrar ekstrakti (0.5 wg), C: Dikuatli idrar ekstrakti
(0.5 ).

Tablo 1. Parakuat dikloriir'iin Katyon Degistirici Regineden
% Ekstraksiyon Verimleri.

Batch Teknigi Kolon Teknigi
% Verimi % Verimi

Parakuat 4698 £1.12 85.12 £ 1.62

TARTISMA

Dipridil bilesiklerden o6zellikle parakuat'in insanlari sinsi bir
sekilde oldiirmesi klinik toksikologlarin ilgisini ¢ekmektedir. Gercek-
ten de akciger toksisitesi ile ilgili siddetli belirtiler ortaya ¢iktigi zaman
bu etkiler ortadan kaldirilamamakta ya da etkili tedavi yontemlerine
ragmen iyilesme olmamaktadir (8, 13, 14). Bu nedenle bu arastirma-
mizda, daha Onceki yapilmis olan calismalarda g6zo6niinde bulundu-
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rularak dipridil grubu herbisitlerin biyolojik sivilarda tanimlanmasi
ve tayini icin 1.T.K. ve G SK ydéntemlerinin gelistirilmesi amaclan-
mistir. Bu yOntemlerde biyolojik o6rnek olarak idrar secilmesi, zehir-
lenmeden uzun silire sonra bile zehirlenme etkeninin tanimi kolayligini
ortaya ¢ikarmaktadir (5, 13, 19). Parakuat ve dikuat'in idrardan izo-
lasyonunda iyon degistirme kromatografisi kullanilmistir. Bu kro-
matografinin uygulanmasinda "batch" ve "kolon" teknikleri cabuk
sonuc¢ alma ve verim ac¢isindan karsilastirilirken recine olarak herhangi
bir 6n hazirlik gerektirmemesi ve kantitatif geri alinma dolayisiyla
Dowex 50 AGW-X8 secilmistir (4, 6, 19). Baz1 arastirmacilara gore
"batch" tekniginin uygulanmasinin daha basit ve zehirlenme etke-
ninin izolasyon veriminin daha yiksek oldugu belirtilmektedir (2, 20).
Ancak yaptigimiz arastirmada "batch" teknigi ile "kolon" teknigine
gore ekstraksiyon verimi c¢ok dusiik bulunmustur, tekrarlanabilir
sonuclar alinamamistir (Tablo I). Bu nedenle idrardan ekstraksiyon
islemi yapilirken "kolon" teknigi uygulanmis ve recine olarak Dowex
50 AGW-X8 ile iyon degistirme kapasitesi aynit olan ve biyolojik ca-
ligsmalarda daha fazla tercih edilen Zeo-Karb 225 SRC 14 kullanil-
mistir (4, 23). Idrardan gelen safsizliklar 2 N HCI1 ile giderildikten
sonra parakuat ve dikuat diger arastirmacilarin (11, 20) aksine basgka
herhangi bir ¢o6zelti ile muamele etmeden 6N HCI1 c¢ozeltisi ile elde
edilmistir. idrardan izolasyondan sonra bilesikleri tanimlamak icin
i.T.K. ile yapilan ¢alismada (Sekil 2) polaritesi fazla organik ¢éziicii
ve asit kombinasyonlar1 kullanilarak kuyruksuz ve disik olmayan
Rf degerleri elde edilmistir. Yontemler bolimiinde belirtildigi gibi
renk belirtecleri ile yapilan calismada parakuat ve dikuat't 0.25-0.50
kg duyarlikta ayirdetmek miimkiin olmustur. Bu bilesiklerin idrar
ekstraktlar1 mikroplaklar ile 10 dakikalik bir siirede tanimlanmistir
(Sekil 3). Boylece bu bilesiklerin biyolojik materyalden toplam 2 saati
gecmeyecek bir siire icinde analizleri gercgeklestirilebilmektedir.

Bu bilesiklerin bazik ortamda NaBH, ile indirgenmesiyle elde
edilen lriinler organik ¢oziici ile ekstrakte edildikten sonra gaz sivi
kromatografisiyle analizi yapilabilmektedir. Bu indirgeme isleminin
biyolojik 6rneklere de uygulanabilecegi bazi arastirmacilar tarafindan
belirtilmistir (7, 21, 22). Bu amacla, indirgeme islemi parakuat ve
dikuat't iceren idrar Orneklerine uygulanmistir. Optimum indirgeme
stiresi Sekil 4'te de goruldiigi gibi 75 dakikalik reaksiyon siiresinde
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elde edilmistir. Sonucglarimiz reaksiyonun 70 dakikada % 90'inin
tamamlandigini1 belirten caligsma (7) ile uygunluk gostermektedir.
Yontemimizde kullanilan FID dedektore bilesiklerin duyar olan en
kiiciik miktarlart 50 ng olarak saptanmistir. Kolorimetrik yontem-
lere gére duyarlik 10-20 kat daha fazladir (3, 6, 12). idrar 6rneklerine
oda sicakliginda NaBH, ile reaksiyon uygulandiktan sonra indirgen-
me Urlinlerinin ekstraksiyonu i¢in plazma Orneklerinde gelistirilen
yontem (7) uyarlanarak temiz ekstraktlar elde edilmistir (Sekil 5).

Bu bilesiklerin ekstraksiyon verimlerinin G S K yontemiyle elde
edilen degerleri parakuat ve dikuat icin % 83.64 *+ 3.04 ve % 79.13
+ 2.06 dir. Bu durumda gelistirdigimiz yontemde 1 litre idrarda 0.2

mg dipridil bilesigi oldugunda kesin tanim ve miktar tayini yapila-
bilmektedir.

OZET

Yurdumuzda kullanilmakta olan dipridil grubu herbisitlerin
(parakuat ve dikuat) idrardan nitel ve nicel analizleri i¢in kisa siirede

sonuc¢ alinabilen, duyarli ve gilivenilir bir yontem gelistirilmistir.

Dipridil grubu herbisitlerin idrardan izolasyonu i¢cin Zeo-Karb
225 (H") recinesi ile ekstraksiyon yéntemi, nitel analiz i¢in 1.T.K.
yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon yonteminde "kolon" ile "batch”
teknigi karsilastirilirken parakuat model olarak alinmistir ve regine
olarak da Dowex 50 AGW-X8 kullanilmigtir. Parakuat ve dikuat'in
idrardan ekstraksiyonunda daha yiiksek verim elde edildigi icin "ko-
lon" teknigi uygulanmistir. i.T.K.'de c¢esitli renk belirtecleri ile dip-
ridil bilesikleri 0.25-0.50 (g; duyarlikta ayirdetmek miumkiin olmus-

tur.

Parakuat ve dikuat'in G S K ile nicel tayininde NaBH, ile oda s1-
cakliginda 75 dakikada indirgeme islemi yapilmistir. Etil viyolojen
i¢ standart olarak kullanilmistir. % 5 Carbowax 20M/ % 5 KOH
kolon sistemi ve FID dedektor kullanarak indirgenme ({iriinlerinin
birbirlerinden iyi bir gsekilde ayrilmalari saglanmistir. Bu yontemle 1
litre idrarda 0.2 mg dipridil bilesiginin kesin tanim ve miktar tayini

miumkin olmustur.
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SUMMARY

Methods for the qualitative and quantitative urinalysis of di-
pyridylium herbicides (paraquat and diquat) which are being used
in Turkey were developed.

Dipyridylium herbicides in urine were concentrated with the
ion-exchange resin Zeo-Karb and identified by TLC. The cation-
exchange resin, Dowex 50 AGW-X8, was tried to concentrate paraquat
-selected as a model herbicide-from urine by applying "batch"”
and "column" operations. The column operation was used for the iso-
lation of paraquat and diquat from urine, as it was more efficient.
The sensitivity was found to be between 0.25-0.50 pg for paraquat
and diquat on TLC.NaBH, was used for the reduction of paraquat
and diquat for GLC analysis of these compounds. Optimum reduct-
ion time was determined 75 minutes at the room temparature. Ethyl
viologen was used as an internal standard and the herbicides were
efficiently separated by G L C using columns packed with 5% Carbo-
wax 20M/ 5% KOH and FID. By using our developed method it
was estimated that 0.2 mg dipyridylium herbicide in one liter urine
can be determined by GLC.
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