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Apstrakt

Karbofuran je pesticid iz grupe metilkarbamata koji izaziva reverzibilnu inhibiciju enzima
holinesteraze. Do trovanja dolazi usled nakupljanja endogenog acetilholina. Zbog toga je
vazno odredivanje aktivnosti ovog enzima. Osim odredivanja aktivnosti holinesteraze, od
velikog je znacaja i dokazivanje samog karbofurana u bioloskom materijalu otrovanih paci-
jenata , kao i u post mortem materijalu, $to je i bio cilj ovog rada. U radu je opisana prime-
na visoko efikasne te¢ne hromatografije sa UV skeniraju¢im detektorom (HPLC-PDA) i
spektralnom potvrdom za brzo i jednostavno dokazivanje karbofurana u serumu i urinu
otrovanih pacijenata. Zahvaljujuéi racunaru koji poseduje biblioteku UV spektara velikog
broja lekova i pesticida analiza bioloskog materijala ovom tehnikom je jednostavna. Za
preciznije odredivanje koncentracije karbofurana u bioloskom materijalu, narocito kada su
u pitanju analize od sudsko medicinskog znacaja, tehnika izbora je gasna hromatografija sa
maseno spektrometrijskim detektorom (GC-MS). Primenom ove tehnike potvrdeno je pris-
ustvo karbofurana u analiziranim uzorcima.

UvoD

Karbofuran  (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il
metillkarbamat) je sistemski insekticid za suzbijanje
zemlji$nih Stetocina sa kontaktnim i digestivnim delovan-
jem. Toksi¢an je za sisare. Moze se apsorbovati preko diges-
tivnog trakta, preko koze ili inhalacijom aerosola preko
pluéa. Posle resorpcije brzo se metaboliSe i eliminiSe iz
organizma (). Posto spada u grupu reverzibilnih inhibitori
enzima holinestraze do trovanja dolazi usled nakupljanja
endogenog acetilholina. Kao i kod trovanja organofosfornim
pesticidima, simptomi trovanja nastaju kao posledica holin-
ergicne stimulacije. Za razliku od trovanja organofosfatima,
kod trovanja karbamatima oporavak je brzi zbog reverzi-
bilne inhibicije holinesteraze i brzog metabolizma. Prvi
simptomi trovanja su smetnje vida i disanja, vrtoglavica,
glavobolja i opsta slabost. Glavni znaci trovanja su mioza,
hipersalivacija, pojacano znojenje, dijareja, bronhospazam,

fascikulacije miSica, tahikardija i hipertenzija, koje zatim
prelaze u bradikardiju i hipotenziju. Kod teskih trovanja
dolazi do depresije centralnog nervnog sistema (koma).
Depresija disanja u kombinaciji sa pluénim edemom su
najcesci uzrok smrti kod trovanja metilkarbamatima (2-3).

Zbog svega toga odredivanje aktivnosti eritrocitne
holinesteraze je bitno kod trovanja karbofuranom. Posto su
simptomi trovanja isti kao i simptomi trovanja organofos-
fornim pesticidima, potrebno je izvrsiti i identifikaciju
uzrocnika trovanja da bi se primenilo adekvatno leCenje
otrovanih pacijenata.

Odredivanje karbofurana iz bioloSkog materijala moze
se vrsiti imunoenzimskim testovima (ELISA) i tecnom hro-
matografijom sa fluorescentnim detektorom ). U radu
Lopez-Blanco MC i sar. opisano je odredivanje karbofurana
tecnom hromatografijom sa diode array detektorom ().
Primenom hromatografskih tehnika sa spektrometrijskom
potvrdom, moze se dokazati prisustvo karbofurana u
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bioloskom materijalu (krv, urin, lavat) $to je sigurnija potvr-
da trovanja. Najcesée primenjivana i najpouzdanija tehnika
za detekciju i odredivanje koncentracije karbofurana u hrani,
vodi za pice i bioloskom materijalu je gasna hromatografija
sa maseno spektrometrijskim detektorom (©-8). U novije
vreme Cesto je primenjivana i teCna hromatografija u sprezi
sa masenospektrometrijskim detektorom ©-1D),

Cilj ovog rada bio je odredivanje karbofurana u
bioloSkom materijalu otrovanih bolesnika visokoefikasnom
tecnom hromatografijom sa UV detekcijom (HPLC-PDA) i
potvrda dobijenih rezultata gasnom hromatografijom sa
maseno spektrometrijskom detektorom (GC-MS).

Materijal i metode

Uzorci krvi, urina i lavata uzorkovani su od bolesnika
pod sumnjom da je doslo do trovanja pesticidom karbofura-
nom. Svi uzorci su nakon prijema do analiziranja Cuvani na

20°C.
Acetonitril (HPLC ¢istoce), dietiletar, amonijak i etilac-

etat (p.a. ¢istoce) nabavljeni su od firme Merck, Nemacka.
Natrijum dihidrogen fosfat (HPLC ¢istoée) koji je koriséen
za izradu mobilne faze nabavljen je od firme Sigma-Aldrih.
Analiti¢ki standard karbofurana (98%) nabavljen je od firme
Sigma Aldrich. Karbofuran je odreden tehnikom te¢ne hro-
matografije u sprezi sa PDA detektorom i bibliotekom UV
spektara.

Hromatografski uslovi za HPLC-PDA: Mobilna faza A:
acetonitril, mobilna faza B: natrijum dihidrogen fosfat 50
mM pH 3,6 doteran sa H3PO4 (20%), Mobilna faza filtri-
rana je i degazirana preko membranskog filtra;

Odnosi mobilnih faza A i B i brzine protoka prikazani su
u tabeli 1.

{reme | protok (mL/min) 5 A kriva
1.0 85 15
3.0 1.0 65 35 6
9.0 1.0 20 80 6
28.0 1.5 20 80 6
31,0 1.5 20 80 6
35,5 1.5 85 15 6
35,0 0.3 85 15 6

Tabelal. Odnosi mobilnih faza i brzine protoka

Hromatografsko razdvajanje karbofurana i komponenti
matriksa vr$eno je na koloni Symmetry® C8 4,6x250mm
Waters sa pretkolonom Sentry Guard Symmetry® C18.
Temperatura kolone bila je 30° C. PDA detekcija karbofu-
rana vrsena je na ¢ = 230,0 nm; Retenciono vreme za karbo-
furan itnosilo je Rt=17,30 min.

Hromatografski uslovi za GC-MS:

Gasni hromatograf Varian 3400

Kolona: J&W Scientific DB-5, 30 m x 0,25 mm, deblji-
na filma 0,25 pm

Temperatura injektora 260°C; temperatura transfer linije
260°C; temperaturni program kolone: pocetna temperatura
kolone iznosila je 80°C u toku 1 min, a zatim je kolona
zagrejana do 280°C u toku 20 min sa porastom temperature
od 10°C/min. Kolona je grejana na 280°C u toku 4 min.

MS detektor: opseg merenja 50-500 m/z, EI jonski mod,
background mass 49 m/z
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SI. 1.- Hromatogram uzorka krvi

Priprema uzoraka za analizu:

Karbofuran je iz uzoraka
ekstrahovan kiselom (0,1 mL
0,IM hlorovodoniéne kiseline)
tecno-te¢nom ekstrakcijom sa
dietiletrom. Nakon ekstrakcije,
organski rastvara¢ je uparen do
suva. Suvi ostatak je rekonstitu-
isan u 1 mL metanola i analiziran
na HPLC-PDA metodom.

Isti uzorci su nakon uparavan-
ja metanola rekonstituisani u
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SI. 2.- Poklapanje UV spektara karbofurana iz blblloteke i uzorka

tehnikom.
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Slika 3. kalibraciona kriva seruma opterecenih
karbofuranom

Kvalitativna analiza uzoraka vrSena je pomocu UV
detektora koji snima spektre analita na viSe talasnih duzina i
racunara koji poseduje software za poredenje dobijenih
spektara iz uzorka sa spektrima iz baze podataka. Na slika-
ma 1.1 2. prikazani su HPLC-PDA hromatogram i UV spek-
tar karbofurana iz uzorka krvi koji je uporeden sa kom-

pjuterskom bibliotekom. Odredivanje koncentracije karbo-
furana u uzorcima vrseno je iz jednacine prave kalibracione
krive seruma opterecenih standardnim rastvorima poznatih
koncentracija. Kalibraciona kriva opterecenih seruma bila je
linearna u opsegu koncentracija od 0,1 do 5 mg/L.

Kalibraciona kriva seruma opterecenih karbofuranom
prikazana je na slici 3.

Za potvrdu rezultata dobijenih analizom HPLC-PDA
metodom koris¢ena je metoda gasne hromatografije sa
masenospektrometrijskim detektorom (GC-MS). Odredi-
vanje karbofurana u bioloskom materijalu vrSeno je
metodom internog standarda uz primenu rastvora difenilam-
ina u etilacetatu koncentracije 25 mg/L kao internog standar-
da.

Na slikama 4. i 5. prikazani su GC-MS hromatogram i
MS spektar karbofurana.

Diskusija

Izolovanje karbofurana iz bioloskog materijala moze se
vrsiti te¢no-te¢nom ili ¢vrsto-faznom ekstrakcijom. Takode,
u analizi uzoraka krvi moze se primeniti i precipitacija pro-
teina kao jedan od nacina pripreme (10),
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poseduju biblioteke spektara
mogu se koristiti kao skrining
tehnike za identifikaciju ne-
poznatog uzro¢nika trovanja.

Kada su u pitanju ciljane
analize mogu se Kkoristiti i
druge metode, kao §to su imu-
noenzimski testovi. Na taj
nacin se moze odrediti kon-
centracija karbofurana u uzor-
- cima 4. Medutim, nedostatak
ove tehnike je u tome §to jed-
injenja slicne hemijske struk-
ture mogu dati unakrsne reak-
cije 1 lazno pozitivne rezul-
tate.

Prednost opisane HPLC-
¥ PDA metode je u tome $to je
moguce istovremeno odredi-
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loski znacajnih jedinjenja i njihovih metabolita, te je tako od
velikog znacaja 1 u forenzickoj toksikologiji. UV spek-
trometrijska analiza pruza mogudénost identifikacije nepoz-
natog analita. Osim toga ova metoda se moze iskoristiti i kao
semikvantitativni test za brzo odredivanje koncentracije
nepoznatog uzro¢nika trovanja kada je bolesnik vitalno
ugrozen.

S obzorom na to da jedinjenja slicne hemijske strukture
daju slicne UV spektre, neophodno je dobijene reziltate
potvrditi analizom uzoraka gasnom hromatografijom sa
masenospektrometrijskim detektorom.

Masenospektrometrijska anliza daje nedvosmislenu
potvrdu identiteta ispitivanog jedinjenja. Prednost GC-MS
metode je i u tome $to se pesticidi mogu detektovati u veoma
niskim koncentracijama. GC-MS-MS metoda za odredivan-
je karbofurana i njegovih metabolita u plazmi bila je linear-
na u opsegu od 0,50-250 ng/mL.

Limit kvantifikacije LC-MS-MS metode bio je 5 ng/mL
.,

Rezultati istrazivanja Otieno-a i saradnika su pokazali da
je HPLC metoda u kombinaciji sa GC-MS metodom pogod-
na za odredivanje rezidua karbofurana i njegovih metabolita
u tkivima ptica i da ima vazan sudsko-medicinski znacaj (1.

Opisana metoda visokoefikasne te¢ne hromatografije sa
UV skeniraju¢im detektorom, primenjena je u analizi uzora-
ka krvi i lavata bolesnika koji je primljen u Kliniku za
urgentnu toksikologiju u farmakologiju VMA. U oba uzorka
dokazano je prisustvo karbofurana.

Prema literaturnim podacima letalne koncentracije kar-

bofurana u krvi kretale su se u opsegu od 0,32 do 11,6 mg/L
(12),

Abstract

Koncentracija karbofurana u uzorku krvi nakon analize
HPLC-UV metodom iznosila je 0,186 mg/L. Analizom istih
uzorka primenom gasne hromatografije sa masenospek-
trometrijskim detektorom potvrden je karbofuran kao
uzro¢nik trovanja. Dobijena koncentracija je manja u odno-
su na prikazane koncentracije karbofurana u krvi u trovanji-
ma sa letalnim ishodom. To je u skladu sa ¢injenicom da je
bolesnik primljen i izleCen u Klinici za urgentnu tok-
sikologiju i farmakologiju VMA.

Analizom post mortem materijala opisanom HPLC-PDA
metodom koncentracija karbofurana u krvi iznosila je 0,32
mg/L, ujetri 0,37 mg/kg 1 0,18 mg/kg u bubregu. I ovi rezul-
tati su u skladu sa literaturnim.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se
HPLC-PDA metoda moze koristiti sa solidnom pouz-
dano$éu za brzu i jednostavnu analizu karbofurana u
bioloskom materijalu. Ovo je od velikog znacaja kada su u
pitanju Zivotno ugrozeni pacijenti. Za precizno odredjivanje
koncentracije karbofurana u bioloskom materijalu, posebno
kada su u pitanju analize od sudsko medicinskog znacaja
(post mortem materijal) potrebno je izvrSiti analizu pri-
menom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom.
lIako zahteva slozenu proceduru pripreme i analize uzoraka,
kao i znanje i iskustvo analiti¢ara, ovo je najpouzdanija anal-
iticka tehnika u analizi karbofurana.

Carbofuran is a pesticide from the group of methylcarbamates which causes a
reversible inhibition of the acetylcholinesterase enzyme. The poisoning is pro-
voked by the accumulation of endogenous acetylcholine. Thus, it is important to
determinate this enzyme. Apart from determining this action of acetyl-
cholinesterase, it is of great importance to prove the existence of the carbofuran
in the biological material of the poisoned patients, wich was the objective of this
work. The application of multicolumn liquid chromatography with UV spectral
confirmation (HPLC-PDA) for fast and simple proving of carbofuran in the
serum and urine of the poisoned patient is descriped in this work. Owing the com-
puter which owns UV spectrum data of the large number of medicines and pesti-
cides, the analysis of the biological samples by this technique is simple. For the
more precise determination of the carbofuran concentration in biological materi-
al, especially when the analyses of the forensic and medical importance are con-
cerned, the chosen technique is the gas chromatography with the mass spectrom-
etry detector. By application of this technique the presence of carbofuran in the
analyzed samples is confirmed.
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