TOZ ZiRAI MUCADELE ILACLARINDA BIYOLOJIK
YOL ILE AKTIF MADDE TAYINi

Talip ODEN! Adnan TEMIZER? Giirol ALTINAYAR3 Emine SAHIN4
GIRI1S

Bir mevsim iginde kullamilmayan toz ziral miicadele ildclari, memleke-
timizin degisik iklim sartlari altinda kisa veya uzun bir miiddet icin ¢ok
farkly sekillerde depo edilmektedir. Satin alindiklar:. mevsim veya normal
depolama miiddetleri icinde kullanmilmayan iléJgiarln, biyolojik aktivitelerin-
de bir azalmamin olabilmesi her zaman miimkiindiir. Biyolojik aktivitedeki
degisiklik, finiki vasiflarin deZismesi, akfiv maddenin azalmasi veya her
ikisinin birden meydana gelmesi sureti -ile olur. Bu gibi ila¢larn, kullan-
madan evvel aktiv madde miktarimi bilmek, tatbikatta basarili bir miica-
dele i¢in, doz tesbitinde tnemli bir rol oynamaktadir.

Memleketimizde, zirai miicadele ilaclarinin kimyevi tahlillerinl yapabi-
len Tarim Bakanlifina bagll yalniz bir miiessesenin olmasi, uzun miiddet
depo edilmis ild¢larin, kullanmadan hemen evvel tahlilini her zaman miim-
kiin kilmamaktadir. Bu ¢alismada izagh edilen metod ile, muhtelif bdlgeler-
deki miiesseselerin, bozuklugundan siphe ett1kler1 ilaclarda aktiv madde
miktarmi tesbit mirsXkiin olabllecektlr

Bir ziral miicadele 1la.g1n1n, ihtiva. ettiZi aktiv madde miktarin1 fiziki,
kimyevi veya biyolojik instodlar ile tayinde genel prensip aynidir ve tahlil
edilmesi istenen ildcin muayyen reaksiyonu, belli .miktarda ki ildcin ayni
reaksiyonu ile mukayese edilerek fesbit edilir. Biyolojik metodlar ile aktiv
madde tayininde, canli bir organizmanin ila¢ ve standardin tatbikine karsi
gBsterdigi reaksiyonlar (8ilim, paraliz gibi) mukayese edilmektedir. Bu
metodlar ile yapilan tayinlerde, yalmz biyolojik olarak aktiv olan madde
tesbit edildiginden, bazan kimyevi analizler ile arasinda bir ilgi goriilme-
yebilir. Meseld, DDT tayininde biyolojik metod, ancak p,p”-DDT ve BHC
tayinin de ise gamma isomer miktarim igaret eder. Fakat, preparatta ki
diger isomerlerin, biyolojik olarak aktiv olan  bu isomerler lizerine her
hangi bir tesirl oldugu miiddetee de, neticeler yanhs fikir verebilir, Ayni
durum, pesﬁlk olmayan mestodlar ile yapilan klmyew analizler igin de
‘mevzuubahisdir,

Canli organizma olarak, ¢esitli materyaller kullanmlabilir. Kolay ve bol
elde edilmeleri, ila¢ tatbikine kars: gdsterecekleri reaksiyonun tesbit edile-

1 Zirai Micadele ildg ve Aletleri Enstitiisi insektisid Denems Léboratuvari Sefi
2, 3, 4 Ziral Micadele if¢ ve Aletleri Enstitist Insekiisid Deneme Laboratuvar. Asistam
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bilir olmas1 ve bu reaksiyonun popiilasyon i¢inde normal dagilmis olmasi,
dikkat edilecek en &nemli hususlardir,

. Bir cok aragtiricilar aktiv madde tayininde, blyolo]1k metodlar uygu-
lamiglardir. Sentiirk (1959) Tribolium confusum Duv, erginini
' kullanarak parathion’lu bir preparatta aktiv maddeyi tesbit etmistir. Bu
denemede, preparat ve standart olarak. kabul edilen ilag, dofrudan dogruya -
asetonda eritildigi icin, preparat ve standardin farkl: eritici ve emiilse edici
madde ihtiva etmesi ve bunlarin deneme neticelerine tesir etmesi her za-
man mimkiindir., Melfzer (1952) Tribolium confusum’u gamma
BHC tayininde kullanmus, fakat baska ilag¢lara tatbik etmemistir. Bovingdon
(1950) gamma BHC tayininde, saf ve teknik maddeyi eterde eritip kil ile
formille etmis ve bu formfilasyonlar: bugday ile kan:stmp Calandra
granaria L. ile denemeler yapmistir ki bu metodun preparatlara tat-
biki zordur, ' ‘ ‘ '

Calismamizda genel olarak, Meltzer (1952) in takip ettizi metod uygu-
lanmig ve bunun BHC ve DDT li foz preparatlara tatbik imkam aragiinl-
mustir.,

I\’IATERYALI VE METOD

Tribolium confusum Duv. un yetigtirilmesi: Kepek ve un
1 :10 oramunda iyice kar1$t1r111p, biiytik kavanozlar iginde otoklavda sterilize
edildikten sonra, yarim litrelik kavanozlara takriben 200 gr konmus$ ve her
kavanoza 75 adet Tribolium ergini ilave edilerek agizlari tiilbent ile kapa-
tihip, 26°C ve takriben % 60-70 nisbi rutubette muhafaza edilmislerdir. Bir
buguk ay sonra, Kkiiltiirlerde ki 75 er adet ergin ile yeni ¢ikrms olanlar
uzaklagtinlmustir, Uzaklastirms, . kavanoz muhtevasil kepek ve bdcegin
gecemiyecedi bir siklikta ki tel elek ile elemek, un kismim ayri bir kaba ve
gerl kalan kismi genis bir tepsiye dokmek ve masa limbasi altinda yumu-
gak bir firca ile erginleri toplamalk suretile yapimistir. Larf ve pup ihtiva
eden kepek k1Sm1, kendi unu ile kanstinilip kavanozuna dokilmiis ve ayni
sartlar altinda bir hafta muhafaza edilmistir, Bir hafta sonunda, yeni ¢ikan -
erginler ayni sekilde ayiklanip, toplanmis ve yarisina kadar un kepek
karigimi ihtiva eden bir litrelik kavanozlara konarak ayni sartlarda saklan-
muistir. Ayni -isleme diger haftalarda da devam edilmigtir. Boécekler birer
hafta ara ile toplanmildigindan, toplamldiklar: anda 0-7 glinlik yasgtadirlar.
Ertesi hafta bunlar 7-14 giinliik yasta ve yeni toplananlar da gene 0-7 giin-
liilk yasta olacaklardir. Denemelerimizde 14-21 giinliik yasta olan erginler
kullamlmugtir. Her on bes giinde 6 kiiltiir hazirlanmg, bu suretle her hafta
14-21 giinliik yasta 3000 civarinda Tribolium confusum ergini
elde ed11mi$t1r ' '

7 Sta_ndart ve niimune ilaglarin hazirlamsi : Niimunede ki aktiv madde
miktari, standart ve niimune ila¢in doz-6litm kiirveleninin mukayesesi su-
reti ile yapildigindan, bu kiirveleri elde etmek icin asgarl {i¢ farkli dozun
segilmesi lazmdir. Asgari ve azami dozlar takriben % 10-90 8lim verecek
sekilde olmali ve diger dozlar bunlar arasinda uygun olarak dagitilmalidir.
Saf gamma BHC igin asgari ve azami dozlar, 20 ve 50 mg/lt tesbit edildi-
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ginden, ara dozlar olarak 25-30- ve 40 mg/lt segilmigtir. Bu dozlan hazir-
lamak i¢in, evveld saf gamma BHC den 25 mg 50 cc aseton iginde eritilmig
(500 mg/lt) ve temiz aseton ile istenilen dozlara sulandirilmistir. Niimu-
neler de ise, aktiv. madde miktan bilinmemekte, fakat her hangi bir mik-
tar tahmin edilmektedir, Mesela, bozuklugundan siiphe edilen % 1 gamma
- BHC toz preparatinda tahmin edilen miktar % 1 gamma BHC dir. Niimu-
neyi hazirlamak igin, iyice kanstirilmis 1 gr niimune agzi kapakll cam
balon veya erlen iginde 50 ce aseton ile (20,000 meg/lt) zaman zaman calka-
‘lamak suretile 2¢ saatte ekstrakt edilmistir, Her hangi bir sekilde ki siizme
esnasinda, asetonun ugarak konsentrasyonu degigtirme ihtimali oldugun-
dan, ana mahlillden yapilacak diger Xkonsentrasyonlar dibe c¢dken dolgu
maddesi, - mahliilii bulandirmayacak sekilde fist kisimdan - belirli hacim
mahliil almak ve bunu temiz aseten ile sulandirmak sureti ile yapilmmstir.
Ana mahliiliin litresi 20,000 mg niimune veya tahmini olarak 200 mg
gamma-BHC ihtiva ettifinden, litrede 20-25-30-40 ve 50 mg gamma-BHC
‘ihtiva edecek konsentrasyonlar, litrede 2000 -2500-3000-4000 ve 5050 mg nil-
mune ila¢ ihtiva edecek sekilde hamrlanmistir. DDT 1li niimunelerin ve
standardimin hazirlans: da ayni esaslar dahilinde yapilmmg, fakat degigik
konsentrasyonlar &ullamlmigtir. ’

Denemenin yapilisi : Standari ve niimunelerin diisiik konsentrasyonun-
dan baslamak ve sirayl takip etmek suretile, 9 em c¢apindaki petriler igine
1 cc mahlill konmus ve diiz bir satth iizerinde petriyi sallamakla asetonun
ucmasy temin edilmistir., Her konsentrasyon iki tekerrfirlii yapilmus,
kontrollar yalmz temiz aseton ile ildclanmistar. Ilaglamadan takriben 10
dakika sonra, her petriye 25 adet 14-21 giinliik yasta Tribolium ergini
konarak 25°C ve % 60-70 nisbl rutubette, agik petrilerde, muayyen muddet
ildgh satith ile temas etmeleri sa.glanmwtlr. Temas milddeti gamma BHC
de 6 saat ve DDT de 3 gimdiir, Bu miiddetlerin sonunda bocekler, temiz
beyaz bir kagit lizerinde ki cam halkalar igine nakledilmis ve gida olarak
un verilmigtir., Ayni sartlar altinda gamma BIC de 3 ve DDT de 4 giin
muhafaza edildikten sonra, undan aymlarak konfrollar: yapilmistir. Hafif
1shidig) zaman, yiirimeye muktedir olamiyan bdcekler 6lii olarak kahul
edilmistir. : '

EKiymetlendirme : Nimunelerde ki aktiv madde miktar:, her niimune-
nin LD, ni standardin ki ile mukayese etmek suretile bulunmustur.
Probit analiz metodunu (Finney, 1952) kullanarak regresyon hatfimun
(toksisite formiiliinii), 1D, nin hesab: ile niimunede ki aktiv madde mik-
tarimin tayinine ve emniyet simirlarinin tesbitine ait bir misal cetvel 1 ve
2 de gbsterilmistir. Bu niimunede beklenen gamma BHC miktar % 1 olup,
kr.oma.togré,fik‘metod ile % 1,03, biyolojik metod ile % 1,08 bulunmustur.
Emniyet simrlam olarak p = 005 icin % 0,98 ve % 1,2 tesbit edildiginden,
gerek beklenen ve gerekse kimyevi metod ile bulunan miktar bu emniyet
smiarlar1 igindedir. ' '

Neticelerin probit analiz metodu ile, islenmesinde takip edilecek yol,
agsagida kisaca izah edilmigtir : '
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CETVEL 1

Standardin regresyon hattr ve LD50 nin tayint

Doz * % P b Y | ¥
me/1t | 198 o olit | prob. | IFXP. | work. W , WX wy | wxy | owe
doz pr. pr.
" Kont. — — — S | — — —_— _ _
20 1,30 45 5 3,35 34 3,35 10,710 | 13,923 35,878 46,641 18,099
25 1,40 49 22 4,23 4,0 4,25 21,511 1 30,115 91,421 127,989 42,161
30 1,48 53 42 4,80 4,6 4,80 31,853 47,142 152,894 226,283 67,770
40 1,60 51 51 5,03 5,4 5,00 30,651 49,041 153,255 245,208 78,465
50 | 1,70 51 84 5,99 6,1 5,99 20,655 35,113 123,723 210,329 |: 59,692
' 115,380 175,334 557,171 856,450 rl 268,187
X = Swx/Sw = 175, 334/115, 380 = 1,51942

y = Swy/Sw' = 8§57, 171/115, 380 = 4, 82500
b = (Swxy — xSwy) '/ (Swx2 — xSwx) = 559106

y=y + b x—x) y = 559 x — 3,56
CETVEL 2
Numuner;in regresyon hatti ve LDSO nin tayini
2000 3,30 52 15 3,96 3,7 401 | 17412 57,657 70,062 231,204 190,268
2500 3,40 49 - 439 4.4 438 27,342 92,962 119,757 407,173 316,070
3000 3,48 53 38 4,69 49 4,69 33,602 116,934 ‘ 157,593 | 548,423 406,930
4000 - 3,60 51 &1 5,28 5,7 5,22 27,132 97,6'75 141,629 509,864 351,630
5000 3,70 53 96 6,756 6,4 6,67 16,006 59,222 106,760 | - 395,012 219,121
' 121,554 424450 | 595301 | 2,091,676 | 1,484,019
x = 3,49186 ‘ v = 580 x — 1572

3
Ty = 450153 b = 590684




1. Birinei siituna denenen ildgin dozu yazilir (9 cc capmdaki petrilere

1 cc olarak tatbik edilen aseton mahliiliin{in konsentrasyonu mg/1t olarak,
20 ... 5000 mg/lt).

2 Dogzlarin logaritmasi bulunarak x siitununa yazihir, virgiilden sonra
iki hane olabilir (1,30 ... 3,70)." Dozlar, sifir tam sayili oldufu zaman,
logaritmalari negativ olacaé‘lndan, pozitiv yapmak ic¢in dozlar 10 veya kat-
lar1 ile carpilir, veya dozlar biliyiikse boliinir. Fakat hakiki LD, i tesbit
icin bulunan deger, tekrar 10 veya katlarina cgarpilir veya bhollinfiir.

3. n siitununa her doz igin kullanmilan bodcek adedi yazilir (50 ... 53).

4, Oliimler % deye c¢evrilir, kontrolda 6lim varsa, tashih edilerek en
yakin sayiya iblag edilir (5 ... 96). Bocek adedi 200 den fazla ise virgiilden
sonra bir hane alinabilir.

5. .Cetvellerden % &liimlerin probit degerleri bulunarak P sutu.nuna
isaret edilir (3,35 ... 6,75). :

6. Logprobit veya normal grafik késidinda, ampirik probitlere (P)
kars:, log doz (x) gbz yardimi ile ve noktalara uygun olarak ¢izilir,

7. Her doz icin hat {izerinde ki ordinat okunur. Bunlar beklenen
(expected) probitlerdir. Virgililden sonra bhir haneye kadar Y siifununa ya-
zilir (34 ... 64), ‘

- 8. Cetvellerden Y ve % Oollime tekabiil eden working probitler okuna-
rak y siitununa isaret edilir (3,35 ... 6,67).
9. Her Y igin tekabiil ettigi weighting coefficient cetvellerde bulunur
ve bbcek adedi ile garpilarak w slitununa wyazilir (10,710 ... 16,008).
10. Diger siitunlar cetvel 1 ve 2 de gésterildigi gibi doldurulur.

11. w, wx, wy, wxy ve wx? slitunlar1 toplamr.

12. x = Swx/Sw Yy = SWY/SJN
b = SS-wxy — xSwy) / (Swx2 — xSwx)
¥y¥=9 + b (x —x) formiillerinden hesap edilir.

iki ildcn LD, lerinin mukayesesi i¢in, paralel regresyon hatlarmna,
wvani ayni b kiymetine malik olmalar: icap eder. Halbuki bu durumda,
standart- ve nilmunenin efimleri farklidar, 5,59 ve 580 dir. Hatlarin paralel
yapilmas: i¢in, b lerin pay ve paydalar1 toplanarak pay paydayz boliiniir,

11,223 + 9,762 7
b, = = 5,73662 bulunur. Simdi, miisterek b kiymetini
1,900 4 1,746

(5,78) toksisite formiiliinde yeniden kullanmirsak;
y, = 575 x — 15,19 (niimune igin)

¥, = 51 x — 3,91 (standart igin) tesbit edilir. LD, ler, % 50 8liimiin
_probiti olan 5 deferini y lerin yerine koymak ve bulunan x lerin antilo-
garitmasini bulmak sureti ile hesap edilir, Niimune ve standardin LD,
lerinin arasindaki fark M dir ve iki ilagin toksisitesi arasindaki.farkm ol-
¢lislidiir. Bu farktan niimunede ki % de aktiv madde miktan bulunur.
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M = 3,51234 — 1,54956 = 1,96278 bunun aﬁtilogaritma.m 91,79 ve niimu-
nede ki aktiv madde miktar: 100/91,79 = % 1,08 dir. Bulunan % de aktiv
maddenin emniyet sinirlari, M in variyansi vasitasile tesbit edilir;

11 1 [(x,—x)—M]
Vap = — + = +
: b2 Sw, Sw, | b, in paydas:
V,, = 0,00051 ve p = 0.05 i¢cin sonsuz serbestlik derecesinde t -dederi

1,96 oldugundan;
M, = 196278 + 1,96 / V, = 2,00688

M, = 1,96278 — 196 ~/ V_ = 1,91868 bunlarin antilogaritmalar: ile 100
i bolersek p = 0.05 icin emmyet siirlart olarak % 0,98 ve % 1,2 aktiv
madde bulunur. : :

SONUC

BHC ve DDT 1li toz preparatlardan elde edilen deneme neticeleri, izah
edilen probit analiz metoduna gdre islenmis ve bulunan aktiv madde mik-
tarlar1 cetvel 3 de gbsterilmistir. Teshit edilen % de aktiv madde miktar-
lar1, beklenenlerden bhiiylik bir ayrilik géstermemekte ve emniyet sinirlari
icinde bulunmaktadir. Gamma BHC li ila¢larda hiyolojik ve kimyevi metod-
larla yapilan analizler arasinda c¢ok yakin bir miitabakat oldugu gériilmek-
tedir. Meltzer (1952) de gamma BHC tayininde biyolojik ve kimyevi metod
arasinda ayni miitabakata isaret etmektedir.

DDT niimunelerinde - biyolojik metod ile tesbit ettigimiz miktar
p,p’ — DDT oldugundan, organik klor metodu ile yapilan kimyevi analiz
arasinda ilk bakista bir ayrnlik goziikmektedir. Organik klor metodu total
teknik DDT yi veya organik olarak bagli kloru behrttlgmden biyle bir
farkin olma31 normaldjr. .

Preparatin imalinde kullamlan teknik DDT nin p,p' — isomer miktar
bhilindigi takdirde, niimunenin DDT muhtevas: teshit edilebilir. Memleketi-
mize ithal edilen teknik DDT ler igin, % 70 civarinda p,p’ — isomer ihtiva
etmesi kabul edildiginden, bu esasa gdre hesap edilirse DDT niimuneleri
de % 10 civarinda teknik DDT ihtiva etmektedir.

Ancak o,p — DDT temin edebildigimizden, bunun, yalmz ve p,p’ — DDT
ile birlikte aktivitesinin tetkikinde, hi¢ bir biyolojik miiessiriyete malik ol- -
madi§1 ve p,p’ — isomere her hangi bir sekilde tesir etmedigl tesbit edil-
mistir, Genel olarak BHC nin diger isomerleri de biyolojik olarak aktiv
olmadigindan, biyolojik yol ile gamma BHC tayinine &nemli derecede tesir
etmeyebilir. : ' '

DDT ve gamma BHC 1l toz preparatlara tatbik ettiglmiz izah edilen
metodun, diger foz preparatlara da tatbiki her zaman miimkiindir.
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CETVEL 1

Numunelerde bulunan aktif madde miktar:

Biyolojik yol P = 0.05 i¢in Kimyevi -
Beklenen . ille bulunan emniyet metod ile
aktiv madde sinirlar: bulunan
_ % % %

% 1gamma BHC; 1,08 gamma BHC 0,98 — 1,20 1,03

% 1,5 » » 1,72 » 0w 1,63 — 1,91 —

% 0,60 » » 0,71 » » 0,62 — 0,% 0,62

% 3 » » 3,02 » » 2,81 — 3,24 —

% 6,5 » » 636 . » » 5,88 — 6,89 —

% 6,5 » » 6,60 » o » 591 — 7,11 —

% 10 DDT 8,40 pp’ — DDT 657 —10,70 —

» » » 6,89 » » $,42 — 741 —

» » » 8,35 » o .» 6,61 —10,54

» » » 8,95 » » 6,44 — 7,50 —

» » » 7,19 » » 5,84 — 8,85 —

» » » 7,86 » » 7,10 — 8,36 —

» B » 67 »  » 520 — 8,30 107

OzZET

Toz DDT ve BHC formiilasyonlarinda aktiv maddenin biyolojik yol
ile tayini i¢in yapilan bu calismada, niimunelerin asefon ekstraktlari, aseton
ile sulandirilarak bunlardan 1 ml 9 ¢m c¢apindaki petrilere pipet edilmis
ve petriler diiz bir satth iizerinde ¢alkanarak asetonun tcmasi temin edil-
mistir. Tlaglanmis petriler ile Tribolium confusum Duv. erginlerl
muayyen milddet temasta tutulmus ve sonra temiz vasata aliarak sabit
1s1da muhafaza edilmis, belirli giin sonra her konsentrasyonun verdigi
% §liimler tesbit edilmistir. Ilaglarim saf maddelerini  asetonda eritmek
suretile hazirlanmis standard ile ayni sekilde yapilan deneme ve niimune-
lerden elde edilen neticeler probit analiz ile islenerek nlimunelerde ki
% aktiv- madde miktar1 bulunmustur. Biyolojik ve kimyevi metodlar ile
yapilan analizler arasinda iyl bir mutabakat bulunmustur.

e Denemelerimize genis 6lgiide yardim eden ve bilhassa bdceklerin stan-
dart olarak yetistirilmesini saglayan Turgut Sarnucak ve Sakir Unal’a ky-
metli yardimlan igin tegekkiir ederiz.

SUMMARY

DETERMINATION OF ACTiVE INGREDIENT CONTENT OF DUST
INSECTICIDE FORMULATIONS BY MEANS OF BIOASSAY

_ After. a long storage period, it is necessary to know the amount of
active material of insecticides for salculating right dosage {o obtain a good
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control. For this, chemical method is the hest way, but, it is sometimes

~difficult to do that because of lack of laborafory facilities. Bioassay is
also. another method of determination of active material content  of
insecticides. In this paper, using adults of Tribolium confusum
Duv. for residual film method, determination of p,p’ — DDT and gamma ‘
BHC in dust formulatins are explained. Good correlations obtained
between the resuits of bioassay and chemical methods: ‘
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