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Dünya'da ve Türkiye'de pestisit tüketimi h ızla artmakta, her 
geçen gün yeni bile şikler bu amaçla kullan ı lmaya baş lanmaktad ı r. 
Bu h ızlı  geli şim, baş ta çevre kirlenmesi, akut ve kronik zehirlenmeler 
olmak üzere, birçok sorunu da beraberinde getirmektedir (5,15,21,22). 
Bu sorunlar ı n çözümünde, temel ad ı mlardan en önemlisi, duyar ve 
güvenilir kimyasal analiz yöntemlerinin geli ş tirilmesidir. 

Ara ş tırma konumuz olan karbamat insektisitleri, son y ı llarda tü-
ketimi en fazla artan gruplardan biridir (2) ve yeni bir grup olmas ı  
nedeni ile, üzerinde yap ılan ara ş tırmalar yeterli değ ildir. Karbamat 
insektisitlerinin Türkiye'de kullan ı lanları , 1-Naftil-N-metilkarbamat 
(Sevin) , 2-Iz opropoksifenil-N-metilkarbamat (Baygon) , 3, 5-Dime-
til-4-metilmerkapto-fenil-N-metilkarbamat (Mesurol), 3-Metil-4- 
dimetilaminofenil-N-metilkarbamat (Matacil), 3-Metil-5-izopropil-
fenil-N-metilkarbamat (Carbamult), 2-Metiltio-propionaldehid-o-
(metilkarbamoy1)-oxim (Lannate), 5,6-Dimetil-2-dimetilamino-4-pi-
rirnidinyl-dimetilkarbamat (Pirimicarb) d ır (19). Ara ş tırmam ız ın 
ilk bölümünde bu insektisitleri, ince tabaka kromatografisi ve enzim 
inhibisyon tekniğ i ile incelemeyi amaçlad ık. 

Ara ş tırmamı zın ikinci bölümünde ise bu grup içinde en fazla tü-
ketilenleri olan Sevin, Baygon ve Mesurol'ü ana metabolitleri ile bir-
likte biyolojik materyalden tan ı mada kullan ı labilecek bir yöntem ge-
liş tirmeye çal ış tık. 
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DENEL KISIM 

MATERYAL 

Kullanılan insektisitler: 

Sevin: Analitik standart, Agro-Merck, İ stanbul. 
Baygon: % 99.2'lik Analitik standart, Bayer, Leverkusen. 
Mesurol: % 98.7'lik Analitik standart, Bayer, Leverkusen. 
Matacil: % 95.5'lik Analitik standart, Bayer, Leverkusen. 
Carbamult: % 98'lik Analitik standart, Schering, Berlin. 
Lannate: Analitik standart, Du Pont, Wilmington. 
Pirimicarb: °,/0  99.4'lük Analitik standart, ICI, Surrey. 

(Spektrofotometrik çal ış malar için Sevin, Baygon, Mesurol, etanolde 
rekristalize edilerek kullan ı ld ı ). 

Kullanılan metabolitler: 

İ zopropoksifenol: Bayer, Leverkusen. 
2-Hidroksifenil-N-metilkarbamat: Bayer, Leverkusen. 
Mesurol sülfoksit: Bayer, Leverkusen. 
Mesurol sülfon: Bayer, Leverkusen. 
a-Naftol (Merck) 

Developman solvanlar ı : 

1) Etil asetat (Merck)-Kloroform (Merck) (60:40) 

2) Eter (Merck)-Hekzan (Riedel) (90:10) 

3) Siklohekzan (Riedel)-Aseton (BDH) (80:20) 

4) Kloroform (Merck)-Benzen (Riedel)-Karbontetraklorür (Ri-
edel) (60 :30:25) 

5) Hekzan (Riedel)-Aseton (BDH) (70:30) 

6) Siklohekzan (Riedel)-Aseton (BDH) (70:30) 

7) Eter (Merck)-Hekzan (Riedel) (80:20) 

8) Etil asetat (Merck)-Toluen (Riedel) (50:50) 

9) Kloroform (Merck)-Asetonitril (Merck) (80:20) 

10) Benzen (Riedel)-Tetrahidrofuran (Merck) (80:20) 
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Püskürtme reaktifleri: 

Ninhidrin: % l'lik çözeltisi piridin içinde haz ı rland ı . 

p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat: 	rlik çözeltisi aseton 
içinde taze olarak haz ırland ı . 

(p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat, Freeman' ın (6) bildirdi-
ğ i yöntem ile sentez edildi.) 

2,6-Dibromkinonklorimid: °,/o 	çözeltisi siklohekzanda ha- 
z ı rland ı . 

Rodamin-B: % 0.05'lik çözeltisi suda haz ırlandı . 

Alet: 

İ .T.K. takı mı  (DESEGA) ve aksesuar ı  
Ultraviyole spektrofotometresi (Beckman DB-GT) 

Homojenizatör (MSE) 

Santrifüj (Hettich) 

YÖNTEM 

1— İ nce tabaka kromatografisine ait çal ış malar 

İ nce tabaka pla ğı na tatbik edilecek insektisit numunelerinin 
metanoldeki % O. rlik çözeltileri haz ırland ı . Plaklar ın haz ırlanmas ı , 
tankı n doyurulmas ı , numunelerin tatbiki, developman i şlemi Stahl' ın 
(17) yöntemi esas al ı narak yap ı ldı . 

Lekelerin yerlerinin saptanmas ı  

1) Ninhidrin'in piridindeki % rlik çözeltisi püskürtüldükten 
sonra plak 100 ° C da 30 dakika bekletildi (4) ve leke s ı n ırları  sap-
tand ı . 

2) Rodamin B'nin sudaki % 0.05'lik çözeltisi püskürtüldükten 
sonra plak, s ı cak hava ak ı mı nda kurutuldu (8) ve k ısa dalga boylu 
UV ışığı  alt ında incelendi. Floresans veren lekeler saptand ı . 

3) Plak üzerine s ı ras ıyla, metanolde haz ırlanmış  1.5 N sodyum 
hidroksit ve siklohekzanda haz ırlanm ış  % 0.5 2,6-dibromkinonklor-
imid püskürtüldü (14) ve leke s ı nı rları  saptand ı . 
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4) Plak üzerine s ı ras ıyla, metanolde haz ı rlanm ış  1.5 N sodyum 
hidroksit ve asetonda haz ırlanmış  % 1 p-nitrobenzendiazonyum 
fluoborat püskürtüldü (6) ve leke s ı nırlar ı  saptand ı . 

5) Plak kı sa dalga boylu UV ışığı  alt ı nda incelendi. Floresans 
veren lekeler saptand ı . 

Reaktif duyarlık sınırlarının saptanmas ı  

Insektisitler, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 lig miktarlar ı nda, ince tabaka 
plaklarına tatbik edildi. Developman i şleminde sonra, reaktif püs-
kürtüldü. Her reaktifin sonuç verdi ğ i en küçük insektisit miktar ı  bu-
lundu. Bu miktarın saptanmas ında lekenin en az bir dakika sabit 
kalmas ı  koşuluna uyuldu. Kısa dalga boylu UV ışığı  altı ndaki ince-
lemede, develope olmu ş  plak üzerinde floresans veren en küçük in-
sektisit miktar ı , duyarl ık sı nırı  olarak al ı nd ı . 

Enzim-inhibisyon tekni ğ i 

Oonnithan ve Casida'n ı n (13) yöntemi de ğ iş tirilerek uyguland ı . 
0.25 mm kal ı nlığı nda haz ı rlanm ış , 10 x 20 boyutlar ı ndaki Silicagel 
G plaklar kullan ı ldı . Numune tatbiki ve developman i ş leminden son-
ra plak kurutuldu. Enzim inhibitörü maddelerin yerlerinin saptan-
ması  için s ıras ı yla, şu iş lemler yap ı ld ı . 

1) Plak saydamla şı ncaya kadar insan plazmas ı  püskürtüldü. 

2) 0.1 N sodyum hidroksitte haz ı rlanmış  % 0.6 bromtimol ma-
visi pH: 6.0-7.6 --F plazma (3:1) kar ışı mı  içine 9 x 18 boyutlar ı nda 
kesilmi ş  Whatman No 1 kromatografi ka ğı dı  dald ırı lıp, ç ı kart ı ld ı . 
Kağı t bir dakika kadar dik tutularak, plazma-indikatör kar ışı m ın ın 
fazlas ını n akma.s ı  sağ landı . Islak kağı t, adsorban ile aras ında hava 
kabarcığı  kalmayacak ş ekilde adsorban üzerine kapat ı ld ı . 

3) Plak oda s ı caklığı nda ve nemli bir ortamda 30 dakika bekle-
tildi. Bu sürenin sonunda, suda haz ırlanmış  % 4.5 asetilkolin bromür 
püskürtüldü ve plak tekrar nemli ortamda beklemeye b ı rakı ldı . 

4) Kolinesteraz inhibitörü maddeler, bir saat içinde, sar ı  zemin 
üzerinde mavi lekeler halinde belirdiler. Leke s ı nırları  tespit edilip 
Rf değ erleri hesapland ı . 

Bu çalış malarda, 20 x 20 boyutlar ındaki plaklar kullan ı ldığı  
takdirde, adsorban üzerine ka ğı t yay ı lmas ı  zorla ş makta, hava kabar- 
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cığı  kalmas ı  olası lığı  artmaktad ır. Bu nedenle, enzim-inhibisyon tek-
niğ i ile yaptığı mız çalış malarda, 10 x 20 boyutlarmdaki plaklar ı  kul-
land ık. 

Enzim-inhibisyon tekni ğ inde, duyarl ı k s ı n ı rı n ı n tespiti 

İ nsektisitler, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ı g miktarlar ında ince tabaka 
plaklarına tatbik edildi. Developman i ş leminden sonra, enzirn-inhi-
bisyon tekniğ i uyguland ı . Sonuç veren en küçük insektisit miktar ı  
saptand ı . 

2- Sevin, Baygon, Mesurol'ün major metabolitleri ile 
birlikte ince tabaka kromatografisinde tan ınmaları  ve biyo-
lojik materyalden izolasyon için seçilen ekstraksiyon yönte-
minin veriminin hesaplanmas ına ait çalış malar; 

Sevin- a naftol, Baygon-2 hidroksifenil N metilkarbamat-izopropoksifenol, 
Mesurol-mesurol sülfoksit-mesurol sülfon'un bir arada İ .T.K. de tanınmaları  

Sevin, a naftol, Baygon, 2-hiclroksifenil-N-metilkarbamat, izop-
ropoksifenol, Mesurol, mesurol sülfoksit ve mesurol sülfon'un meta-
nolde haz ırlanmış  % 0.1'lik çözeltilerinden 5'er Silicagel G plak-
lara tatbik edildi. 

Sevin ve a naftol tatbik edilmi ş  plaklar eter-hekzan (80:20), Bay-
gon, 2-hidroksifenil-N-metilkarbama,t ve izopropoksifenol tatbik edil-
miş  plaklar eter-hekzan (80:20), Mesurol, mesurol sülfoksit ve mesu-
rol sülfon tatbik edilmi ş  plaklar, kloroform-asetonitril (8020) solvan 
sistemi ile develope edildi. 

Developman i ş leminden sonra, p-nitrobenzendiazonyurn fluo-
borat reaktifi ile lekelerin yerleri saptand ı . Rf değ erleri hesapland ı . 

Ekstraksiyon 

İ drar, kan, organdan izolasyon için Ackermann ve arkada ş ları-
nı n (1) yöntemi de ğ iş tirilerek uyguland ı . 

İ drardan ekstraksiyon: 5 ml idrar, 10 ml kloroforrn ile 25 ml'lik 
kapakl ı  santrifüj tüpünde 10 dakika çalkaland ı . Fazlarm ayr ı lması  
için 3500 r.p.m. de 10 dakika santrifüj edildi. Alttaki kloroform faz ı  
bir pipet yard ı mı  ile alındı . i ş lem, sulu faz üzerine 10 ml kloroform 
ilave edilerek tekrar edildi. Birle ş tirilen kloroform fazlar ı  50 ° C ı  geç- 
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meyen bir su banyosu üzerinde saç kurutma makinas ı  yard ı mı  ile ku-
ruluğa kadar uçuruldu. 

Kandan ekstraksiyon: 3 g kan, 10 ml metanol ile 25 ml'lik ka-
paklı  santrifüj tüpünde 10 dakika çalkaland ı . 3500 r.p.m. de 10 da-
kika santrifüj edildi. Ustteki berrak k ı sım alındı . Kalı ntı  üzerine 10 
ml metanol ilave edilerek i ş lem tekrarland ı . Birle ş tirilen metanol 
ekstraktları  50 ° C ı  geçmeyen bir su banyosu üzerinde saç kurutma 
makinas ı  yard ı mı  ile kurulu ğa kadar uçuruldu. 

Organdan ekstraksiyon: 5 g organ, 25 ml metanol ile 20.000 
r.p.m.'lik homojenizatörde 10 dakika homojenize edildi. Daha sonra 
homojenat, 3500 r.p.m. de 10 dakika santrifüj edilerek üstteki berrak 
kısı m alı ndı . Metanol ekstrakt ı  yukar ıda anlat ı lan şekilde kuruluğ a 
kadar uçuruldu. 

Kan ve organdan elde edilen ekstrakt, ço ğu zaman bir ar ı tma i ş -
lemine ihtiyaç göstermektedir. Bunun için ekstrakt, 10 ml kloroform 
ve 10 ml su ile kapakl ı  santrifüj tüpüne aktar ı ldı . 10 dakika çalkalan-
dı  ve 3500 r.p.m. de 30 dakika santrifüj edildi. Alttaki kloroform faz ı  
bir pipet ile al ı ndı . Susuz sodyum sülfat ile çalkaland ıktan sonra, 
kuru bir süzgeç kâ ğı dından süzüldü ve yukar ı da anlat ı lan yöntem ile 
kuruluğa kadar uçuruldu. 

UV spektrofotometrik yöntem ile ekstraksiyon verimlerinin hesaplanmas ı  

Sevin, Baygon, Mesurol'ün metanoldeki UV spektrumlar ı  alı n-
d ı  ve maksimum absorbsiyon gösterdikleri dalga boylar ı  saptand ı . 
Bu dalga boyları nda absorbsiyon-konsantrasyon e ğ rileri çizildi. 

Sevin, Baygon ve Mesurol'ün biyolojik materyalden ekstraksi-
yon verimlerinin hesaplanmas ı : 

3'er mg Sevin ilave edilmi ş , idrar, kan ve karaci ğ er ekstraksiyon 
bölümünde anlat ı lan yöntem ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstrakt 
2 ml metanolde çözüldü ve Silicagel G pla ğa mikropipet yard ı mı  ile 
0.04 ml tatbik edildi. 

Aynı  plağı n diğer tarafı na 60 tg standart Sevin çözeltisi tatbik 
edildi. Plak, eter-hekzan (80:20) solvan sistemi ile develope edildi. 
Tanktan ç ıkarı lan plak kurutuldu. Rf 0.43 civar ı nda gerek ekstrak-
ta, gerekse standart Sevin'e tekabül eden bölgedeki adsorban taba-
kaları  ayr ı  ayrı  kaz ınarak al ı nd ı . Adsorbanlar, 3 ml metanol ile çal- 
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kalanarak süzgeç kâ ğı dı ndan süzüldü. ve  hac ı mları  metanol ile 3 ml' 
ye tamamland ı . Her iki çözeltinin de, 279 nm'de gösterdi ğ i absorbsi-
yon-konsantrasyon e ğ risi yard ı m ı  ile bu absorbsiyonlara kar şı lı k olan 
Sevin miktarlar ı  bulundu. 

x = Plağa tatbik edilen andaki % ekstraksiyon verimini 

A = Biyolojik materyalden ekstrakte edilen Sevin'in, ince ta-
bakadan elüe edildikten sonraki miktar ı nı  (gg /m1 olarak) 

B = Plağ a tatbik edilen standart Sevin'in, ince tabakadan elüe 
edildikten sonraki miktar ı nı  (tıg /m1 olarak), göstermek üzere, 

x = 100  A 
  i

ş lemi ile plağa tatbik edilen andaki % ekstrak- 
B 

siyon verimi saptand ı . 

Baygon ve Mesurol'ün ekstraksiyon veriminin saptanmas ı nda 

ayn ı  yöntem uyguland ı . Çözeltilerin absorbsiyonu Baygon için 271 
nm, Mesurol için 221 nm de okundu. Absorbsiyon-konsantrasyon 
eğ risi yard ı mı  ile bu absorbsiyonlara kar şı lı k olan madde miktarlar ı  
bulundu. 

Deneyler onar kere tekrarlanarak sonuçlar ı n istatistiki de ğ erlen-

dirilmesi yapı ldı . Sı nıfland ır ı lmamış  örnekler için verilen (9), a şağı -

daki formüller yard ı mı  ile, ortalama, standart hata ve standart sap-

ma bulundu. 

x = Ortalama 
xf 	 n = Örnekteki varyant say ı s ı  

tx• ( t x ' ). 	x = Örnekteki (i). varyant ı n 
1« 	n  

değ eri 

s 	 S = Standart sapma 

= Standart hata 

3— Deneysel olarak, Sevin, Baygon ve Mesurol ile zehir-
lenmiş  deney hayvanlarından alınan materyal üzerinde kul-
lanılan yöntemin geçerliliğ inin kanıtlanması : 

Deney hayvan ı  olarak tav ş anlar kullan ı ldı . İ nsektisitler % 0.5 

metil selüloz ile süspansiyon haline getirildi. A ğı z yoluyla ve lastik 

s - 
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sonla yard ı mı  ile mideye verildi. Metabolit ş ekillenmesi için ilk iki 
gün küçük dozlarda üçüncü gün yüksek dozda insektisit verilerek hay-
van öldürüldü. Ölüm üçüncü gün verilen dozdan sonra, 90 dakika 
içinde meydana geldi 

Sevin, Baygon ve Mesurol ile yap ı lan deneylerde tav ş anlara ve-
rilen insektisit dozu Tablo I de gösterilmi ş tir. 

Tablo I. Sevin, Baygon, Mesurol ile yap ı lan deneylerde, deney hayvanlar ına verilen 

insektisit dozu (mg/kg olarak). 

1.gün 2.gün 3.gün 

Sevin 40 40 600 

Baygon 20 20 150 

Mesurol 20 20 150 

Ölümden sonra 8 saat içinde tav ş anlara otopsi yap ı ldı . İ drar 
kesesinden idrar, kalpten kan, karaci ğer ve böbrek analiz materyali 
olarak al ı ndı . 

5 ml idrar, 3 g kan, 5 g böbrek ekstraksiyon bölümünde anlat ı -
lan yöntem ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstraktlar, 
insektisit ve metabolit standartlar ı  ile birlikte 20 x 20 boyutlar ındaki 
Silicagel G plaklara tatbik edildi. 

Sevin ve Baygon ile yap ı lan çalış malarda, developman solvan ı  
olarak eter-hekzan (80:20), Mesurol ile yap ı lan çalış malarda kloro-
form-asetonitril (80:20) kullan ı ldı . Developman i ş leminden sonra 
plaklara p-nitrobenzendiazonyum fluoborat püskürtülerek beliren 
lekelerin yerleri saptand ı . 

Diğ er taraftan ekstrakt ve standartlar tatbik edilmi ş  10 x 20 bo-
yutiar ı ndaki Silicagel G plaklar ayn ı  ş ekilde develope edildi. Deve-
lopman i ş leminden sonra plaklara, enzim-inhibisyon tekni ğ i bölü-
münde anlat ı lan i ş lem uyguland ı . Enzim inhibitörü lekeler saptand ı . 

BULGULAR 

Karbamat insektisitlerinin, ince tabaka kromatografisinde, ad-
sorban olarak Al 20, G ve Silicagel G kullamldığı nda, çe şitli deve-
lopman solvanlar ı  ile verdikleri Rf değ erleri Tablo II de gösterilmi ş -
tir. 
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Tablo II. Karbamat insektisitlerinin, Al 20, G ve Silicagel G adsorban üzerinde, 

çeş itli developman solvanlar ı  ile verdikleri Rf değerleri (Rf x100 olarak). 

DEVELOPMAN 
SOLVANI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

ADSORBAN AS AS A A A AS S S S 

Sevin 77 58 58 53 30 .,6 54 49 43 52 63 46 

Baygon 79 60 60 59 34 33 57 53 50 53 61 53 

Mesurol 82 63 71 63 41 07 63 59 52 71 70 53 

Matacil 80 52 61 51 37 44 60 55 41 45 53 44 

Carbamult 85 66 77 66 47 46 67 63 58 61 70 54 

Lannate 55 37 12 14 12 19 26 25 09 21 48 23 

Pirimicarb 84 48 60 38 50 47 69 65 29 36 55 44 

Developman solvanlar' 

1) Etil asetat-Kloroform (60: 40) 
	

A=Al 20, G (0.25 mm) 

2) Eter-Hekzan (90: 10) 
	

S=Silicagel G (0.25 mm) 

3) Siklohekzan-Aseton (80: 20) 

4) Kloroform-Benzen-Karbontetraklorür (60: 30: 25) 

5) Hekzan-Aseton (70: 30) 

6) Siklohekzan-Aseton (70: 30) 

7) Eter-Hekzan (80: 20) 

8) Etil asetat-Toluen (50: 50) 

9) Kloroform-Asetonitril (80: 20) 

10) Benzen-Tetrahidrofuran (80: 20) 

Tablo II de belirtilen developman solvanlar ı , ara ş tırma s ıras ı n-

da denenen, yetmi ş e yakı n polar ve nonpolar özellikte solvan içinde, 

en iyi sonuç verenleridir. 

Karbamat insektisitlerinin, çe ş itli renk reaktifleri ile, Al 203  G 

ve Silicagel G adsorban üzerinde verdikleri renkler, reaktiflerin du-

yarlı k s ı nırlar ı  Tablo III ve Tablo IV de gösterilmi ş tir. 

Karbamat insektisitlerinin, Silicagel G adsorban, eter-hekzan 
(80:20) developman solvan ında, enzim-inhibisyon tekni ğ i ile ver-

dikleri kromatogram, Ş ekil 1 de gösterilmi ş tir. 
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Tablo III. Karbamat insektisitlerinin, Al 208  G ve Silicagel G adsorban üzerinde, 
çeş itli reaktiflerle verdikleri renkler. 

REAKTİ F 1 2 3 4 5 

ADSORBAN A S A I 	S AIS AIS A 1 S 

Sevin Kirli- 
viyole 

Kırmız ı  Floresans Mavi-viyole Mavi-viyole - 

Baygon Kirli 
viyole 

K ı rmı z ı  Floresans Mavi-viyole Kahverengi- 
pembe 

- 

Mesurol Kirli- 
viyole 

Kırm ı z ı  Floresans Gri-ye ş il Kahverengi- 
pembe 

- 

Matacil Kirli- 
viyole 

K ırmız ı  Floresans Gri-yeş il - - 

Carbamult Kirli- 
viyole 

Kırmı z ı  Floresans Açık-mavi Kahverengi- 
pembe 

- 

Lannate Kirli- 
viyole 

K ı rm ı z ı  Floresans - - 

Pirimicarb - Kı rmı z ı  Floresans - - Floresans 

Reaktif 

1- Ninhidrin 
2- Rodamin-B 
3- 2,6-Dibromkinonklorimid 
4- p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 
5- Kısa dalga boylu UV ışığı  

A=Al 203  G (0.25 mm) 
S=Silicagel G (0.25 mm) 

Tablo IV. Karbamat insektisitlerinin, A1,0 3  G ve Silicagel G adsorban üzerinde, 
çeş itli reaktiflerle, duyarl ık s ı n ırlar ı  (p.g olarak). 

REAKT İ F 1 2 3 4 

ADSORBAN A S A S AS AS AS 

Sevin 1 1 3 5 0.5 0.5 0.5 0.5 - - 

Baygon 1 1 3 5 0.5 0.5 0.5 1 - 

Mesurol 1 1 3 5 3 4 1 3 - - 

Matacil 1 1 2 3 

cn - 

Carbamult 1 2 3 5 3 3 0.5 1 - - 

Lannate 1 0.5 1 1 

Pirimicarb - 1 1 1 - - - - 0.1 0.1 

Reaktif 
1- Ninhidrin 
2- Rodamin-B 
3- 2,6-Dibromkinonklorimid 
4- p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 
5- Kısa dalga boylu UV ışığı  

A=Al 203  G (0.25 mm) 
S=Silicagel G (0.25 mm) 
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Plak üzerinde enzim inhibitörü maddelerin bulundu ğu yerlerde, 
püskürtülen kolinesteraz enzimi inhibe olmaktad ır. Arkadan püskür-
tülen substrat ın (asetilkolin), enzimin inhibe olduğu yerlerde parça-
lanrnaması , zemin ile inhibitör maddelerin bulundu ğu yerler aras ı n-
da pH farkı  meydana getirmektedir. Bu pH fark ı  indikatör (bromti-
mol mavisi) ile saptanmakta ve inhibitör maddelerin bulundu ğu yer-
ler mavi, asidik olan zemin ise, sar ı  olarak belirlenmektedir. 

Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 

Developman solvan ı : Eter-Hekzan (80:20) 

Ş ek. 1. Karbamat insektisitlerinin enzim-inhibisyon yöntemi ile verdikleri kromatog-

ram 1. Sevin 5 tg 2. Baygon 5 ıg 3. Mesurol 5 ti.g 4. Matacil 5 zg 5. Carbamult 

5 p.g 6. Lannate 5 gg 7. Pirimicarb 5 (ig 

Enzim-inhibisyon tekniğ inin uygulanmas ı nda şu noktalar dik-
kati çekmektedir; 

Lekeler, gerçek büyüklüklerinden daha büyük olarak belirmek-
tedirler. Bunun nedeni, adsorbamn oldukça fazla miktarda s ıvıya 
maruz kalması  sonucu lekelerin yayı lması dır. Buna kar şı n, Rf değ er-
lerinde bir değ işiklik olmamaktad ır. 

Absorban üzerine kaplanacak olan Whatman No 1 kromatog-
rafi kâğı dının, plak boyutlar ından küçük olmas ı  gerekmektedir. Eğer 
bu koşula uyulmaz ise, bekleme anlar ı nda, kâğı dı n kuruyarak ad-
sorban üzerinden kalkmas ı  kolayla şmaktad ır. Yine bekleme anlar ın-
da, k'ağı dın kuruyarak adsorban üzerinden kalkmamas ı  için, plağı n 
nemli bir ortamda bekletilmesi gerekmektedir. 
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Kağı t, indikatör-plazma kar ışı mına dald ırılı p çı kart ı ldıktan son-
ra, dik tutularak üzerindeki s ıvını n fazlas ı nın akması  ve kağı t yüze-
yinin homojen bir görünü ş  almas ı  sağ lanmalı dı r. 

Kağı dın adsorban üzerine yay ı lmas ı  sırası nda, kağı t ile adsor-
ban aras ı nda hava kabarc ığı  kalmamas ı na dikkat edilmelidir. 

Enzim-inhibisyon tekniğ inde duyarl ık sı nı rı , Baygon, Carba-
mult, Matacil, Lannate, Pirimicarb için 0.5 tg, Sevin ve Mesurol 
için 1 1,,tg olarak saptanm ış tı r. 

Sevin ve major metaboliti a naftol'ün Silicagel G adsorban üze-
rinde, eter-hekzan (80:20) developman solvan ı  ile verdikleri kroma-
togram, Ş ekil 2 de gösterilmi ş tir. p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 
reaktifi ile her iki madde de mavi-viyole renk vermektedir. Sevin'in 
Rf değ eri 0.42 oc naftol'ün Rf de ğ eri 0.66 olarak saptanm ış tır. 

Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 

Developman solvan ı : Eter-Hekzan (80:20) 

Reaktif: p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 

Ş ek.2. Sevin ve a naftol'ün kromatogram ı  
1. Sevin 5 Itg 2. a Naftol 5 [.tg 

Baygon, major metaboliti 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat ve 
izopropoksifenol'ün Silicagel G adsorban üzerinde, eter-hekzan (80:20) 
developman solvanı  ile verdikleri kromatogram, Ş ekil 3 te gösteril 
mi ş tir. p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat reaktifi ile Baygon, izo-
propoksifenol, kahverengi-pembe, 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat, 
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sarı -turuncu renk vermektedir. Baygon'un Rf de ğ eri 0.50, 2-hidroksi-
fenil-N-metilkarbamat ın Rf değ eri 0.19, izopropoksifenol'ün Rf de-
ğ eri 0.75 olarak saptanm ış t ı r. 
Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 
Developman solvan ı : Eter-Hekzan (80:20) 
Reaktif: p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 

Ş ek. 3.Baygon, 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat ve izopropoksifenol'ün kromatogram ı  
1. Baygon 5 Lig 2. 2-Hidroksifenil-N-metilkarbamat 5 Lig 3. İ zopropoksifenol 5 Lig 

Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 
Developman solvan ı : Kloroform-Asetonitril (80:20) 
Reaktif: p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat 

o 

0 

1 	2 	3 

Ş ek. 4. Mesurol sülfoksit ve mesurol sülfon'un kromatogram ı  
1. Mesurol 5 Lig 2. Mesurol sülfoksit 5 Lig 3. Mesurol sülfon 5 Lig 

Mesurol ile major metabolitleri, mesurol sülfoksit ve mesurol 
sülfon'un Silicagel G adsorban üzerinde kloroform-asetonitril (80: 
20) developman solvan ı  ile verdikleri kromatogram Ş ekil 4 te göste- 
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rilmiş tir. p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat reaktifi ile, Mesurol, 
mesurol sulfoksit ve mesurol sülfon kahverengi-pembe renk vermek-
tedirler. Rf de ğ erleri Mesurol için 0.70, mesurol sülfoksit için 0.18, 
mesurol sulfon için 0.52 olarak saptanm ış tır. 

Sevin, Baygon ve Mesurol'ün metanoldaki UV spektrumlar ı , 
Ş ekil 5, 6 ve 7 de gösterilmi ş tir. 

O . 6 

0 .4 

O . 2 

220 
	

280 
	

340 Nil 
	

240 
	

270 
	

300 nm 

Ş ek. 5. Sevin'in metanoldeki (15 
	

Ş ek. 6. Baygon'un metanoldeki (20 
lıg/m1) UV spektrumu 	 gg/m1) UV spektrumu 

1 .0 

o 8 

04 

A 

0.2 

 

225 
	

250 
	

2 75 
	

300 nm 

, Ş ek. 7. Mesurol'ün metanoldeki (15 gg/m1) UV spektrumu 
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Sevin 279 nm, Baygon 271 nm, Mesurol 221 nm de maksimum 
absorbsiyon vermektedir. 

Sevin'in 279, Baygon'un 271, Mesurol'ün 221 nm de çizilen ab-
sorbsiyon-konsantrasyon e ğ rileri Ş ekil 8, 9 ve 10 da gösterilmi ş tir. 

Ş ek. 8. Sevin'in absorbsiyon-konsantrasyon e ğrisi Q.=279 nm) 

Ş ek. 9. Baygon'un absorbsiyon-konsantrasyon e ğ risi ( ıL=271 nm) 
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1 . 8 

tâ 

05 

02 

Sek. 10. Mesurol'ün absorbsiyon-konsantrasyon e ğ risi (1=221 nm) 

Kullandığı mız izolasyon yönteminde, Sevin, Baygon ve Mesu-
rol'ün idrar, kan ve organdan ekstraksiyon yüzde verimleri, ortala-
ma, standart hata ve standart sapmalar' ile birlikte Tablo V de gös-
terilmiş tir. 

Tablo V. Sevin, Baygon ve Mesurol'ün biyolojik materyalden ekstraksiyon yüzde verimi 

OrtalamaT St. hata St. sapma 

cı)
 W

>
.Z

  

idrar % 84.60 T 0.94 T 2.97 

Kan % 69.50 T 1 .18 T 3 .74 

Organ % 58 .46 T 1 .76 p 	5 .58 

4
<

›
.

1c7
0
 

idrar % 85 .65 T 1 .60 T 5 .06 

Kan % 66 .06 T 0.49 T 	1 .55 

Organ % 53.44 T 0.85 T 2 .67 

.4;A
cı)
0

41  

idrar % 80 .28 T 0.85 T 2 .67 

Kan % 62 .76 T 1 .40 T 4.42 

Organ % 52.02 T 1  .35 T 4.27 
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Sevin, Baygon ve Mesurol ile zehirlenmi ş  hayvanlardan al ınan, 
idrar, kan, böbrek ve karaci ğ erden elde edilen ekstraktlar ın kroma-
togram ı  Ş ekil 11, 12 ve 13 de gösterilmi ş tir. 

Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 
Developman solvan ı : Eter-Hekzan (80:20) 

O 0 O O 0 

2 	3 	4 	5 	6 

Ş ek. 11. Sevin ile zehirlenmi ş  hayvanlardan e de edilen ekstraktlar ın kromatogram ı  
a) p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat, b) Enzim-inhibisyon yöntemi ile. 

1. Sevin 5 gg 2. a Naftol 5 gg 3. İ drar ekstrakt ı  4. Kan ekstrakt ı  5. Böbrek 
ekstrakt ı  6. Karaci ğ er ekstrakt ı  

Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 
Developman solvan: Eter:Hekzan (80:20) 

O O O O 

O 0 O 

* 	2 	3 	 5 	6.  

Ş ek. 12. Baygon ile zehirlenmi ş  hayvanlardan elde edilen ekstraktlar ın kromatogram ı  
a) p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat, b) Enzim-inhibisyon yöntemi ile. 

1. Baygon 5 p.g 2. 2-Hidroksifenil-N-metilkarbamat 5 gg 3. İ zopropoksifenol 5 gg 

4. İ drar ekstrakt ı  5. Kan ekstrakt ı  6. Böbrek ekstrakt ı  7. Karaciğer ekstrakt ı  



o 	O O o o 
O O 	O 

o 
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Adsorban: Silicagel G (0.25 mm) 

Developman solvan ı : Kloroform-Asetonitril (80:20) 

C) c O O 

O O 	(-) 

0 G O 

5 	5 

Ş ek. 13. Mesurol ile zehirlenmi ş  hayvanlardan elde edilen ekstraktlar ın kromatogrann 

a) p-Nitrobenzendiazonyum fluoborat, b) Enzim-inhibisyon yöntemi ile 

1. Mesurol 5 tg 2. Mesurol sülfoksit 5 lig 3. Mesurol sülfon 5 tg 4. İ drar 

ekstrakt ı  5. Kan ekstrakt ı  6. Böbrek ekstrakt ı  7. Karaci ğer ekstrakt ı  

TARTI Ş MA 

1—İ nce tabaka kromatografisinde; Sevin, Baygon, Mesurol, 
Matacil, Carbamult, Lannate ve Pirimicarb için uygulad ığı mı z yön-
tem bu insektisitlerin kalitatif analizleri için yeterlidir. Yöntemin 
Silicagel G ve Al 203  G gibi iki adsorban üzerinde, on de ğ i ş ik deve-
lopman solvan ı na dayand ırı lmas ı , amaca uygun adsorban ve solvan 
sistemini seçme olana ğı nı  vermektedir. Lekelerin belirlenmesi için, 
dört ayrı  reaktif ve k ısa dalga boylu UV ışığı nı n kullan ı lmas ı  analize 
kesinlik getirmektedir. 

2— Enzim-inhibisyon tekniğ inin karbamat insektisitleri için uy-
gulanmas ında, Oonnithan ve Casida'n ı n (13) yöntemini de ğ iş tire-
rek kullandık. İ ndikatör-plazma kar ışı mı  olarak, 0.025 N sodyum 
hidroksitte haz ırlanmış  % 2 krezol kırm ı zı sı 	plazma (1:1) yerine, 
0.1 N sodyum hidroksitte haz ırlanmış  % 0.6 bromtimol mavisi + 
plazma (3:1) kullanarak daha iyi sonuç ald ı k. 
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Bu yöntemde buldu ğumuz duyarl ı k, Baygon, Matacil, Carba-
mult, Lannate için 0.5 tg, Sevin ve Mesurol için 1 p.g d ır. Bu değ er-
ler; 

a) Menn ve McBain'in (11) MN Selüloz 300 G adsorban üzerin-
de, substrat olarak asetilkolin, enzim kayna ğı  olarak insan plazmas ı  
kullanarak bulduklar ı , Sevin, Baygon, Matacil ve Mesurol için 0.2 
[ı.g değerinden daha büyük; 

b) Van Hoof ve Heyndrickx'in (23), Al 203  G adsorban üzerin-
de, enzim kayna ğı  olarak at plazmas ı , substrat olarak (3 naftil asetat, 
kullandıklarında buldukları  değerlerden daha küçük (Sevin, Car-
bamult, Mesurol, Matacil için 10 tzg Baygon için 1 ıg), substrat ola-
rak indoksil asetat kulland ıklarmda bulduklar ı  değ erlerden daha bü-
yüktür (Sevin, Baygon, Carbamult, Mesurol ve Matacil için 10 ng). 

c) Mendoza ve arkada ş lar ı nın (10), Silicagel G adsorban üze-
rinde, substrat olarak asetilkolin, enzim kayna ğı  olarak insan plaz-
ması  kullanarak bulduklar ı  Sevin için 0.5 ng değerinden daha büyük-
tür. 

3—Karbamat insektisitleri organizmada kolayl ıkla metabolize 
olan bile ş iklerdir (3). Bu nedenle, karbamat insektisitlerinin rezidü 
ve toksikolojik analizlerinde, major metabolitlerinden de yararlan ı l-
maktad ır (16, 18, 20). Major metabolit olarak Sevin için, a naftol'ü 
Baygon için, 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat' ı , Mesurol için, mesu-
roI sülfoksit ve mesurol sulfon'u kulland ık. Ayrıca metabolit olmama-
sına rağmen, Baygon'un hidrolizi ile kolayca şekillendiğ inden, Bay-
gon analizlerinde izopropoksifenol'ü de arad ık. 

4—Karbamat insektisitlerinin, biyolojik materyalden izolasyon-
larına ait çal ış malar, literatürde say ıca çok azd ır (1, 5, 7). Bu çal ış -
malar da, organik fosforlu insektisitler için geli ş tirilmi ş  ekstraksiyon 
yöntemlerine dayand ıklarından yeterli değ ildirler. Farago (5) ile 
Ackermann ve arkada ş ları nın (1) ara ş t ı rmas ı  Sevin'i, Ganguly ve 
Bhattacharyan ı n (7) ara ş tırması , Sevin ve Baygon'u konu almakta-
dır. Biz biyolojik materyalden ekstraksiyon için, Ackermann ve ar-
kada ş larını n (1) yöntemini değ iş tirerek uygulad ık. Kan ve organdan 
ekstraksiyon için metanol'ü tercih ettik. Bunun nedeni kaynama nok-
tasının düşük olu ş undan dolayı , uçurma i ş lemleri sıras ı nda metanol' 
ün etanol'e gösterdiğ i üstünlüktür. 
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Metanol ile ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt, genellikle 
yağ l maddeler de ta şı maktad ır, ekstrakt ı  yağ lı  maddelerden kurtar-
mak için uygulad ığı m ız ar ı tma i ş lemi yeterli sonuç vermektedir. 

İ drardan ekstraksiyon i ş leminde, ayırma hunisi yerine kapakl ı  
santrifüj tüpü kulland ı k. Kuvvetli çalkalama yap ı labilmesi, fazlar ı n 
ayr ı lması na olanak sağ lamas ı  bakı mı ndan, santrifüj tüpünde çalka-
lama ve santrifüj ederek fazlar ı  ayırma yönteminin üstünlü ğü orta-
dad ır. İ drardan kloroform ile elde edilen ekstrakt oldukça temizdir 
ve arı tma i ş lemine ihtiyaç göstermemektedir. 

İ drar, ekstraksiyon yönteminin basitli ğ i, verimin yüksek oluş u 
ve teminindeki kolayl ık bakımı ndan, bu insektisitlerle meydana gelen 
zehirlenmelerde kullan ı labilecek, en iyi toksikolojik analiz materya-
lidir. 

Kandan ve organdan ekstraksiyonda verim dü ş üklüğünün ne-
deni, arı tma iş leminin kayb ı  arttırması d ı r. 

Karbamat insektisitlerinin biyolojik materyalden izolasyonuna 
ait, daha önce yap ı lan çalış malarda verim hesab ı  yapı lmadığı  için, 
sonuçları  kar şı la ş tırma olana ğı  yoktur. Sonuçlar, toksikolojik analiz-
de, çe ş itli il'aç gruplar ı  için kullan ı lan izolasyon metotlar ı nı n (12) 
verimleri ile kar şı la ş tırı ldığı nda, uygulad ığı mı z ekstraksiyon yönte-
minin yeterli yerime sahip oldu ğu görülmektedir. Ayr ıca, kulland ı -
ğı = tan ı ma yöntemlerinin 0.5 [ag a kadar duyar olmas ı  verimin ye-
terliliğ inin diğer bir kan ı tı dı r. 

5— Deneysel olarak, Sevin, Baygon ve Mesurol ile zehirlenmi ş  
deney hayvanlar ı ndan al ı nan materyalin toksikolojik analizinde, id-
rar ve böbrek ekstraktlar ı nda ana molekül ile birlikte metabolitler, 
kan ve karaci ğerde ise, yaln ı z ana molekül bulunmaktad ır. Bu durum 
insektisitlerin verili ş  peryodu ile ilgilidir. Kamm ı zca, idrar ve böb-
rekte bulunan ana molekül ve metabolitler ilk iki gün verilen dozun, 
metabolize olmu ş  ve olmamış  kı sı mlarıdır. Kanda ve karaci ğ erde 
bulunan ana molekül ise son gün verilen ve yüksek doz nedeni ile hay-
van ı n ani ölümü neticesi metabolize olmam ış  insektisittir. Bu görü ş , 
karbamat insektisitlerinin metabolizmalar ı nı n hı zl ı  olduğunu bildi-
ren literatür bilgisi (3) ile de desteklenmektedir. 

Zehirlenme ş ekline göre, ekstraktlardaki, ana molekül, metabo-
lit ilişkisinin değ iş mesi doğ ald ır. Ne var ki, kulland ığı = yöntem, 
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ekstraktlarda, yaln ı z ana molekül, yaln ız metabolitler veya ana mo-
lekülle birlikte metabolitler bulunmas ı  olas ı lıklarında dahi, bize ze-
hirlenmeyi te şhis olanağı m vermektedir. 

Çeş itli ara ş tırıcı lar, a naftol ve 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat' 
ın sülfat ve glukuronit konjugatlar ı  şeklinde atı ldığı nı  ve bu madde-
lerin kimyasal tan ı nması n ı n yapı labilmesi için, asit hidrolizle konju-
gasyonun parçalanmas ı  gerektiğ ini bildirmiş lerdir (16, 18). Çal ış -
maları mızda, asit hidroliz tatbik etmeden, konjuge olmam ış  a naftol 
ve 2-hidroksifenil-N-metilkarbamat' ı n saptanabilmesi, bu maddele-
rin tamam ı nı n konjuge olmamas ına veya ekstraksiyon şartlar ı nda 
konjugasyonun parçalanmas ına bağ lanabilir. Kan ı mı zca, kalitatif 
analizlerde hidroliz i ş lemine gerek yoktur. 

Ekstraktlarm, enzim-inhibisyon tekni ğ i ile incelenmesinde a naf-
tol ve izopropoksifenol'ün tespit edilememesi, bu maddelerin, koli-
nesteraz inhibitörü olmad ı kları nı  bildiren, literatür bilgisi ile uyu ş -
maktad ır (3, 18). 

Toksikolojik analizde amaç, zehirlenme nedeninin k ısa zamanda 
ve kesin şekilde saptanmas ı dır. Bu iş lem çoğu zaman birçok grubun 
aranmas ını  gerektirir. Enzim-inhibisyon tekniğ inin toksikolojik analiz-
de kullanı lmas ı , geniş  bir grubu tan ıma olanağı nı  vermektedir. Bilin 
meyen maddenin kolinesteraz inhibitörü oldu ğu saptand ı ktan sonra, 
spesifik grup reaktifleri kullanarak, zehirlenme nedeninin kesin ola-
rak ortaya ç ı kartılmas ı  mümkündür. Bu nedenle ince tabaka kroma-
tografisinde kimyasal tan ımaya dayanan metotlarla, enzim-inhibis-
yon tekniğ inin bir arada yürütülmesi büyük üstünlük getirmektedir. 

Enzim-inhibisyon yöntemi, yaln ız karbamat insektisitleri için 
değ il, uygun ekstraksiyon metodunun uygulanmas ı  kaydıyla diğ er 
kolinesteraz inhibitörü maddelerin de (organik fosforlu insektisitler, 
farmasötik karbamatlar gibi), toksikolojik analizinde kullan ı labilir. 

ÖZET 

Bu çal ış mada; 

1— Sevin, Baygon, Mesurol, Carbamult, Lannate ve Pirimicarb' 
'in ince tabaka kromatografisinde kimyasal tan ımaya ve enzim-inhi-
bisyon tekniğ ine dayanan yöntemlerle analizi yap ı ldı . 
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a) Kimyasal tan ı maya dayanan analizde, Silicagel G ve Al 203 
 adsorban üzerinde, on değ işik solvan sistemi kullan ı ldı . Lekelerin 

belirlenmesinde, ninhidrin, rodamin-B, 2,6-dibromkinonklorimid, p-

nitrobenzendiazonyum fluoborat ve k ısa dalga boylu UV ışığı ndan 
yararlan ı ldı . Bu reaktiflerin, Al 203  G ve Silicagel G adsorban üze-
rinde, kullandığı mız insektisitler için, duyarl ı k sı nırları  saptand ı . So-
nuçlar Tablo II, III ve IV de gösterilmi ş tir. 

b) Enzim-inhibisyon yönteminin, Silicagel G adsorban üzerin-
de, insan plazmas ı  ve asetilkolin kullanarak uygulanmas ı nda, indi-
katör-plazma kar ışı mı  olarak,. 0.1 N sodyum hidroksitte haz ırlanm ış  
% 0.6 bromtimol mavisi+ plazma (3 :1) dan yararlan ı ld ı . Kulland ığı -

= insektisitler için, enzim-inhibisyon yönteminin duyarl ık sı n ı rı , 

0.5 p.g ve 1 ıg olarak saptand ı . 

2— Sevin ile a naftol'ü, Baygon ile 2-hidroksifenil-N-metilkarba-
mat ve izopropoksifenol'ü, Mesurol ile mesurol sülfoksit ve mesurol 
sülfon'u ince tabaka kromatografisinde bir arada tan ı mada kullan ı -
lacak analiz yöntemi geli ş tirildi. 

Bu amaçla, Silicagel G adsorban üzerinde, Sevin ve Baygon için 
eter-hekzan (80:20), Mesurol için, kloroform-asetonitril (80:20) de-
velopman solvanlar ı  kullan ı ldı . Leke yerlerinin tespiti için p-nitroben-
zendiazonyum fluoborat reaktifi ve enzim-inhibisyon yönteminden 
yararlan ı ld ı . Deney sonuçlar ı  Ş ekil 2, 3 ve 4 te gösterilmi ş tir. 

idrar, kan ve organdan ekstraksiyon için seçilen yöntemin veri-
mi, UV spektrofotometrik yolla saptand ı . Deney sonuçlar ı , Tablo V 
de gösterilmi ş tir. 

3—Uyguladığı = yöntemin geçerlili ğ inin kan ı tlanmas ı  için, 
deneysel olarak Sevin, Baygon ve Mesurol ile zehirlenmi ş  deney hay-
vanları ndan yararlan ı ldı . 

Deneysel olarak zehirlenmi ş  hayvanlardan al ı nan materyalin 

toksikolojik analizinde idrar ve böbrekte ana molekül ve metabolit-
ler ve karaci ğ erde ise yaln ı z ana molekül saptand ı . Deney sonuçlar ı  
Ş ekil 11, 12, 13 de gösterilmi ş tir. 
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SUMMARY 

1. In this research, Sevin, Baygon, Mesurol, Matacil, Carba-
mult, Lannate and Pirimicarb were analyzed with methods depending 
on the chemical identification and enzyme-inhibition technique on 
the TLC plate. 

a) Ten different solvent systems, Silica gel G and Al 2O3  G were 
used as adsorbents during the analysis depending on chemical iden-
tification. The spots were visualized by ninhydrin, rhodamine B, 
2,6-dibromoquinone chlorimide, p-nitrobenzenediazonium fluoborate 
and short wave UV light. The sensitivity limits of these spray reagents 
on Silica gel G and A1,0, G for the insecticides, we used, were deter-
mined. The results are shown on tables II, III and IV. 

b) Bromothymol blue (prepared in 0.1 N Na0H)±plasma (3: 
1) was used as indicator-plasma mixture, for the application of enzy-
me-inhibition method on Silica gel G, human plasma and acetylcho-
line were used for this application. The sensitivity limit of the en-
zyme-inhibition method for the insecticides we worked on, was de-
termined to be 0.5 .g and 1 tr.g. 

2. A method, differentiating Sevin from a naphtol, Baygon from 
2-hydroxyphenyl-N-methylcarbamate and isopropoxyphenol, Mesurol 
from mesurol sulfoxide and mesurol sulfone on TLC, was developed. 

For this purpose, ether-hexane (80:20) for Sevin and Baygon, 
choloroform-acetonitrile (80:20) for mesurol were used on Silica gel 
G adsorbent layers. The spots were determined by the spray reagent 
p-nitrobenzenediazonium fluoborate, and enzyme-inhibition method. 
The results are shown in figures 2, 3 and 4. 

The recovery of the method selected for extraction from urine, 
blood and tissues was determined by UV spectrophotornetry. The 
results are shown on table V. 

3. Sevin, Baygon and Mesurol were giyen orally to laboratory 
animals to observe the applicability of the method we used. The 
kidneys and urine of the exposed animals were analysed for the par-
ent carbamate and the metabolites, in blood and liver only the par-
ent carbamate was determined. The results are shown in figures 11, 
12 and 13. 
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