SEBZELERDE HEXACHLOROCYCLOHEXANE (BHC)
' BAKIYELERI TAYINiI

Ayten GUVENER' Cina OTACI?
GIRIS

Memleketimizde, diinyanin birgok yerlerinde oldugu gibi BHC ihtiva
eden ilaglar kullanilmaktadir. Bilhassa hayvan yemlerinde kullamlmas: ge-
rek dbémdan dogruya bunlarda ve gerekse bunlarla beslenen ‘hayvanlarin '
et, yag ve siitlerinde bakiye analizlerini icap ettirmektedir.

BHC'lI ildglarin  bakiye analizi igin ilk kullanilan metod Schecter-
Hornsiein (1865) metodudur. Bunun esasi hususi bir cihazda asitli ortam-
da benzene indirgenmesi ve nitrolandirildiktan sonra, renkli bilesiginin elde
edilerek kolorimetrik olarak tayinidir. Sonradan Pickard (1$53), Pearce
(1953) ve Wood (1960) bu metod iizerinde degisiklikler yapmislardir. Bu
suretle kullanilan cihaz daha basit hale getirilmisve devamli tayinler yapi
labilmistir. San Antonio (1859) tarafindan kullamlan kgt kromotografisi
ise en hassas tayin seklidir. Ancak lakboratuvarnmiz sartlarinda bunun tat-
biki mimkiin olmamistir, Difer metodlar da tetkik edilmis ve BHC baki-
yeleri icin en uygun metod secilmistir. Mevsim icabl ve fazla klorofil ihtiva
etmesi dolayisiyle 1spanak alinnmig ve anlatilan sekilde 6n calismalar yapr
larak bu metodun kendi sartlarmmizda tatbik edilecegi anlagilmugtir.

BHC'li ilaglarin FDA tarafindan kabul edilmis olan toleranslari, BHC
olarak, meyve ve sebzelerde -5 ppm, Lindane olarak; yagda 0,1 ppm tahil
ve ette 2,5 ppm; meyve ve sebrzelerde 10 ppm’dir,

MATERYAL VE METOD

Wood'un (1960) gida maddelerinde BHC tayini icin verdigi metod bazi
degisikliklerle tatbik edilmistir. Bunun da esas1 Hornstein metoduna da-
yvanmaktadir:; BHC, asitli ortamda, cinko tozuyle benzene indirgenir, tesek-
kill eden benzen, vasatta bulundurulan Malonik asitten cikan karbon
dioksit vasitasiyle nitrolama asidi icine siiriiklenerek nitrobenzen haline ge-
cer. Tesekki{ll eden nitrobenzen etil metil ketonda ¢éziiliir. Potasyum hid-
roksitle reaksiyona sokularak mavi renkli bilesik elde edilir ve bunun’
renginin optik yogunlugu spektrofotometrik olarak tayin edilir. '

-

1 Ziral Miicadele ilég ve Aletleri Enstitiisi Bakiye Anpaliz Lab. $e.f|' - Ankara.
2 Gbztepe Ziral Micadele EnstitisU Bakiye Analiz L&b Sefi — Istanbul
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a) Kullamilan reaktifler ;
. Asetik asit «glasialn
"Malonik asit
Metalik ¢inko «toz»
Metilen kloriir
Sodyum hidroksit ¢dzeltisi : % 10 Iuk
Vazalin likit - '
Potasyum hidroksit gozelt:si % 50 lik
Celite 545
Stilfirik asit «kes1f»
Nitrit asit «kesif»
Sodyum sulfat «susuzn»
Etil - Metil keton
n - Hekzan
Nitrolama asidi : E$1t hacimde siilfirik - asit ve nitrik a.sit kansum

b) Kullamlan cihazlar :
Blendor

Sekil: 1 de gostenlen agl ve hoyutlan muayyen olan BHC baklye taym
cihazi (Tarafimzdan yaptinlmistir.)

Kromatograﬁk kolonlar 2x30, 1x30 cm.
Ayarl. 1sitic1 ve kum banyosu

Ayirma hunileri 140 ml. lik

Kapakl erlenler, mezurler, pipetler

Su banyosu - '
Spektrofotometre

" ANALIZ M:ETODU :

Bu maksatla % 99,9 sa:ELyetrte olan Lindane’nin. Asetik aS1t «glasml» dek:
¢ozeltisi kullanilmistir.

- Once cihazin reak31yon balonuna 2 gram Malonik asit ve 10 ml. glasial
asetik asit konur ve ayarh 1sitic1 iizerindeki kum banyosuna ofurtularak
(gikig borusu takilmadan) isitilmaya baglamr. Kaynama bagladiktan sonhra
45 dakika beklenir. Bu ameliye cihazin BHC artiklarindan famamen temiz
lenmesi icin sarttir. Bu sureile temizlenmis olan cihazin reaksiyon balon'u-
na 2 mg Lindane’a tekabiil edecek miktarda ¢dzeltl, pipetle hassas olarak
- konur. Asetik asitle 10 ml. ye tamamlanir ve tekrar 2 gram Malonik asit
ve 1 gram c¢inko tozu konur. Cikis borusu takilir ve 10 ml nifrolama asidi
konmug mezurun icine miimkiin oldugu kadar daldirilir. Kaynamaya bas-
ladiktan sonra bir bucuk saat 1sitmaya devam edilir. Bu safhada en fazla
dikkat edilmesi gereken cihet karbon dioksit ile benzen siiriiklenmeslnin
muntazam olmasidir. Bu, nitrolama asidinden gegen habbelerin normal bu' ‘
siiratle gikisindan anlagilir. Birbuguk saat sonra isitma kesilir.

Nitrolama asidi lhtiva eden mezurun igindekiler cok -dtk-katle, 100 ml.
Uk ayirma hunisine alir, Cikis borusu ve mezur 2 defa 20 ml lik buzda
sofutulmus destile suyls. yikanarak, yikamalar yavasga ayirma hunisine
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ilave edilir. Ayirma hunisine 20 ml. Metilen kloriir konur ve iyice ¢alkala-
nir. Metilen kloriir fazi bu ayirma hunisinde birakiir. Sulu faz ikinci bir
- ayirma hunisine alimr ve tekrar 20 ml. Metilen kloriir ile ekstrakte edilir.
Iki metilen kloriir fazi birlestirilir, Ve 25 ml, % 10 luk c¢dzeltiden hemen
seyreltilerek yapilan % 2 lik sodyum hidroksit ¢bzeltisivle yikamr. Metilen
kloriir, pamuk ve 5 gram Susuz sodyum sfilfat ihtiva eden ufak kroma-
tografi kolonundan siiziilerek bir behere alimr. Avirma hunileri 20 ve 10
ml. lik Metilen kloriir ile yikanir, ayni kolondan 'gecirilerek hehere alimr.
Cam boncuk ve birkag damla vazelin likit konur; 6nce su banyosunda i1si-
tilarak, sonra vakumda cekilerek Metilen kloriir tamamen ugurulur, Bakiye
100 ml. Etil - Metil ketonda ¢dziilir. Bu suretle 1 ml de 20 gamma Lindane’a
tekabiil eden nitro henzen ¢dzeltisi elde edilmis olur. Bu gozeltiden muay-
yen mikiar niimuneler alinarak kapakli erlenlere konur. Hepsi 10 ml. ye
Etil -Metil Ketonla tamamlanir. Bunlara 1 er ml. % 50 lik potasyum hid-
roksit cozeltisi ildve edilir. Ug¢ dakika cok iyi calkalamr, sekiz dakika ka-
ranhkta bekletilir ve iki dakika i¢inde 1 cm. lik celllerde referans olarak
Etil- Metil keton kullamlarak spektrofotometrede 570 my, da renk dansite-
lerl okunur, Blank igin aymi sekilde 10 ml, glasial asetik asitle galisihr.

Konulan Lindane Spektrofotometrede okunanlar

0 gamma o ‘ © 0,004
.20 » : . 0.163
30 » ‘ 0.232
40 » o 0.310
50 » : ' 0.375
60 » ' 0.464
™0 » 0.535
80 » - . . 0.600
100 » : 0.740
120 » _ 0.875

Buna gire §1211en standart egrl Sekil: 2 de gosten1m1.$t1r

ISPANAKLA YAPIL-AN QALISMALAR

100 gram 1spana.k keskin bir bigakla iyice kryildi. Blendora kondu, 300
ml. n-hekzan ilave edildi, siiratle bir dakika karistirildi. Bir gece bekletile-
rek fazlarin lyice ayrilmas:r temin edildi. Altin sarisi renkte olan n-hekzan
faz1 ikiye boliindii; 1 inci kisim Clean-up (temizleme) ameliyelerine esas
olmak fizere -blank olarak- ayrildi. II ¢i kisma 100 ve sonra diger tecrii-
belerde 71, 100, 70, 80 gamma Lindane ilave edilerek ilaglanmig mahsul gibl
kullarldi, '

" CLEAN-UP (TEMIZLEME) :

: Her iki kisma da 40 ar ml, Siilfirik asit karsgimu (kesii ve dumanli)
ilave edildis Yarnm saat bekletildi. Hekzan fazi alindi, Sulu faz 3 defa, 40
ar ml lik n-hekzan ile ayirma hunisinde ekstrakie edilerek, ilk alinmig
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olan n-hekzan fazina ilave edildi. Blank ve niimunenin nihekzan fazlarn ayn
" ayn asafida gosterilen gekilde hazirlanan kolondan gegirildi. Biiyilk kroma-
tografi kolonuna dnce biraz pamuk ve 5 gram Celite 545 kondu iizerine, bir
beherde karistinlarak hazirlanan 8 gr. Celite 545 ve 5 ml, siilfirik asit kan-
simu ilive edildi. 1 cm; seviye tegkil edinceye kadar susuz sodyum siilfat
kondu n-hekzanla kolon islatildi. Blank gecirildikten sonra, beher ve kolon
3 defs 50 ml lik kisumlarla yikand:. Niimune de aym sekilde hazirlanan
kolondan gecirildi. Tamamen renksiz olan eluent’ler! beherde toplandi,
cam boncuk ve bir kag¢ damla vazelin likit ilave edildikten sonra su han-
yvosunda n-hekzan ucuruldu. Bakiyeler 10 ml. glasial asetik asitle ¢oziilerek
standart egrinin hazirlanmasinda anlafildifz sekilde g¢aligilarak tesekkiil
eden rengin dansidesi spektrofotomeirede ckundu. .

ELDE EDILEN NETICELER :

Bu suretle «Clean-up» yapilan ispanak niimunesi blankn 3 gamma Lin-
dane’a tekabiil eden bir sapma gésterdi ki bu metod'un hassasiyet sinirlarnna
girmektedir. Buna gore elde edilen recovery? asagida gdsterilmigtir.

flave edilen Bulunan ' Recovery

—BHC BHC %%
100 gamma, 92 gamma (Blank 92

, crkarldiktan sonra)
71 » 61 » 86
100 » 93 » 93
-0 » 8% » : - 80
80 » % » 95

SONUCG

Elde edilen recovery’ler metodun tatbiki igin iyl neticeler olarak kahul
edilir, ¢linkii : :
a) Metotda tavsiye edilen cihazin g¢ikis borusu asintered glass filter»
den yapilmasidir. Bu, yapiirlan cihazda ufak delikler halinde yapilmisgtir,
bu suretle benzen ¢ikis1 ve nitro benzen tegekkillii hassas olamamaktadir.
b) Etil-Metil ketonun ugurulmasi esnasinda Polytetra flucro ethylene
«PTFE» ni ufak parcalar halinde kesilerek kullamlmasi tavsiye edilmekte
ve kullamilmazsa Lindane kayiplarma sebep 01acag1 agzklanmaktadu Buy,
‘bulunmadig igin cam boncukla ¢ahsilmugtir,
~ ¢) % 50 lik potasyum hidroksit ilavesinden sonra kapakli erlenin, reak-
slyonun tam olmasi ve rengin tam tesekkiilii icin 8 dakika son siiratle
Shakerde karstirilmasi icap etmektedir. Bu ladboratuvarda olmachg igin
elle calkalanmigiir, '
Uzun bir Clean-up'a ihtiyag gésteren bir mahsulle bu neticelerin alin-
mas1 metodun kendi laboratuvar sartlarumizda diger sebze ve meyvelere
de tatbik edilebilecegini ortaya koymufcur

1 Clean up kolonundan geglrllerek temizlenmis, tayin edilecek maddew ihtiva eden ¢bzlici.
2 Gerl karanma :
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OZET _

Cok kullamlan bir zirai miicadele. ilé,él olan BHC nin kendi sartlar-
muzda, fazla klorofil ihtiva eden bir mahsulde bakiye tayinleri yapimis ve
bazi ldboratuvar eksikliklerine gore degistirilen metodun tatbiki iyi neti-
celer vermistir. E :

SUMMARY
THE RESIDUE DETERMINATIONS OF BHC ON AND IN

VEGETABLES

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

LITERATUR
HORNSTEIN, 1. (1'?55) Determination of Lindane in mushrooms. Agric and Fd Chem. 3, 848.
KLEIN, A.K. (1956) Report on BHC in fcods.‘rA.O.A.C. 32,700
PICCARD, I, {1958) Res. Sta. long Ashton 93-95
PHILLIPS, W. F. (1952} Colorimetric estimation of residuarBHC. Analyt Chem 24, 19756

SAN ANTONIO (1959). Demostration of Lindane and Lindane metabolite in plats by paper chroma-
tography. Agric. and Fd. Chem 6.322, :

SCHECHTER, M.S.; {. HORNSTEIN. (1952). Colorimetric determination of BHC, Analyt Chem 24, 454

PEARCE, S. (1953). Modification of the Schechter-Hornstein methode for detefminaticn of BHC. Ama.
Che. Soc. Chicago 111. Sen. -

WOOD, R. {1940) The determipation of BHC residues in foodstuffs., The Analyts 85, ‘1006, 21

129



