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REZIME

Akutna oralna toksi¢nost herbicida (preparata) GAL-57 (Avalon), koji je mesavina dve ak-
tivne materije, bentazon i dikamba, ispitivana je na pacovima primenom nove metode ko-
ja se koristi tek nekoliko godina (od 2001. godine).

Praceni su simptomi trovanja i smrtnost zivotinja u razli¢itim intervalima nakon dozira-
nja, a po zavrsetku perioda opservacije obavljene su odgovarajuce patohistoloske analize.

Kod Zivotinja koje su dobijale preparat GAL-57 u dozi od 2000 mg/kg, registrovana je
pojava veoma izrazenih simptoma trovanja kao $to su: smanjena aktivnost, nekoordinirano
kretanje, opusten polozaj zadnjih nogu (koje vuku pri kretanju), smanjen refleks, smanjen
tonus udova i ¢itavog tela, dispneja. Simptomi se postepeno intenziviraju, a Zivotinje uginja-
vaju u periodu 30-60 minuta posle tretiranja.

Kod Zivotinja koje su dobijale preparat GAL-57 u dozi od 300 mg/kg nije bilo uginjava-
nja, niti su registrovane pojave klinickih simptoma trovanja. Njihova fizi¢ka aktivnost i po-
nasanje (i kod muzjaka i kod Zenki) nisu se znacajnije razlikovali u odnosu na kontrolne
zivotinje.

Po metodologiji koris¢enoj u ovim ispitivanjima moze se zakljuciti da se LD-50 herbici-
da GAL-57 krece izmedu 3001 2000 mg/kg, pa prema tome preparat moze biti razvrstan po
nasim kriterijumima u lll grupu otrova, u kategoriju 4 po kriterijumima Globalno usaglase-
nog sistema klasifikacije (Globally Harmonized Classification System), odnosno u kategoriju
Il po klasifikaciji EPA (Environmental Protection Agency).

Kljucne reci: GAL-57; pacov; Acute toxic class method; akutna toksi¢nost

uvobD ne $irom sveta upotrebi oko 2,5 miliona tona pesticida
$to svakako veoma uti¢e na poveéanje produktivnosti

Savremena poljoprivreda se, bez obzira na konstan- proizvodnje. Medutim, fizioloska i biohemijska sli¢nost
tna istrazivanja u oblasti alternativnih metoda, ne mo- organizama koji nisu predmet suzbijanja ¢ini ih osetlji-

ze zamisliti bez intenzivne primene pesticida, hemijskih ~ vim na toksi¢no delovanje pesticida. To prakti¢no zna-
sredstava za zadtitu bilja. Procenjuje se dase svake godi- ¢ da pesticidi mogu imati $tetan efekat i na druge (ko-

221



Dragica Brki¢ i saradnici

risne) vrste, kao i na zivotnu sredinu. Delujuéi na $tet-
ne vrste oni mogu da naruse opsti balans koji postoji u
prirodi na naéin koji uopste nije pozeljan. Zbog toga
je paznja koja se posvecuje upotrebi pesticida velika, a
njihovo kori$¢enje strogo regulisano (Pimentel, 1995;
Stenersen, 2004).

Pre stavljanja u promet pesticidi prolaze veoma detalj-
naispitivanja vezana za fizi¢ko-hemijske osobine (aktiv-
na materija i nedisto¢e), potencijalne toksi¢ne efekte za
oveka, opasnosti od unoSenja hranom (aktivna materi-
jaimetaboliti), i ekotoksikoloska ispitivanja (Williams,
2003). Iako se kriterijumi za stavljanje u promet kon-
stantno poostravaju a sve veca paznja posvecuje mogu-
¢im Stetnim efektima na korisne organizme i zivotnu
sredinu, ipak je sve vi$e podataka o $tetnim posledica-
ma njihove primene za ¢oveka i okruzenje u kome on
zivi. Sa ovim posledicama stanovnistvo se svakodnev-
no, neminovno suocava. Zbog toga se ¢ine veliki napo-
ri da bi se izvr$ila pravilna procena odnosa izmedu ko-
risti koje nam pesticidi donose, sa jedne, i moguéih, ne-
zeljenih posledica njihove upotrebe na zdravlje ljudi i zi-
votnu sredinu, sa druge strane.

Pri ispitivanju toksi¢nih svojstava novih jedinjenja,
najpre se radi test odredivanja akutne toksi¢nosti ko-
ji obuhvata odredivanje akutne oralne, dermalne i in-
halacione toksi¢nosti, kao i ispitivanja iritacije koze i
sluzokozZe oka. Testovi akutne toksi¢nosti omoguéava-
ju, manje ili viSe precizno (u zavisnosti od primenjenih
metoda), izra¢unavanje srednje smrtne doze (LD-50),
odredivanje organa koji su mesto delovanja supstance,
klini¢cke manifestacije akutne toksi¢nosti, zatim utvr-
divanje reverzibilnosti toksi¢nog efekrea i odredivanje
doza za dalja ispitivanja (Gallo, 2001).

Sve stroziji kriterijumi kori$¢enja Zivotinja u ekspe-
rimentalne svrhe uslovili su primenu manje preciznih
metoda za odredivanje akutne toksi¢nosti, koje omogu-
¢avaju samo razvrstavanje ispitivanih supstanci u grupe
(klase) bez odredivanja precizne LD-50 vrednosti, ali uz
primenu minimalnog broja Zivotinja (OECD, 2001). U
tom smislu razvijene su nove metode koje se koriste u
tim ispitivanjima, a Acute toxic class method je upravo
primer jedne od novijih metoda za odredivanje akutne
oralne toksi¢nosti pesticida, uz primenu veoma malog
broja cksperimentalnih Zivotinja.

Cilj ovog rada je bio da se, primenom pomenute me-
tode, odredi akutna oralna toksi¢nost herbicida (prepa-
rata) GAL-57 (bentazon i dikamba) za potrebe njegove
klasifikacije i obelezavanja.
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MATERIJAL | METODE
Ispitivani preparat

U radu je korigéen preparat GAL-57 (komercijalno
ime: Avalon), proizvod firme ,,Galenika-Fitofarmacija”
a.d., Beograd-Zemun, herbicid koji u svom sastavu ima
dve aktivne materije; bentazon i dikambu. Preparat je
u obliku te¢nosti, mrke boje, bez mirisa. Formulisan je
kao koncentrovani rastvor (SL), a bentazon i dikam-
ba se u preparatu nalaze u obliku natrijumovih soli ra-
stvorljivih u vodi. U sastav preparata ulazi 98 g/1 di-
kambe (Na-so) i 349 g/l bentazona (Na-so).

Eksperimentalne Zivotinje

U cksperimentima su kori$éeni albino pacovi [soj:
CRL: (WI) BR Wistar] oba pola, ne stariji od devet
nedelja, ujednadene telesne mase koja ne prelazi 20%
od srednje vrednosti mase Zivotinja na pocetku ekspe-
rimenta (150-180 g za Zenke, odnosno 220-240 g za
muzjake). Zivotinje poti¢u iz Charles River (Europe)
Laboratory, ToxiCoop Ltd., Budapest, Madarska.
Tokom trajanja cksperimenta Zivotinje su drzane u poli-
propilensko-polikarbonatnim kavezima (43x43x19 cm)
na temperaturi 22+3°C, sa dvanaesto¢asovnim svetlo-
snim ciklusom, hranjene su gotovom hranom za labo-
ratorijske Zivotinje (Ssniff SM R/M-Z+H, Nemacka), i
imale su na raspolaganju hranu i vodu ad libitum.

Pre pocetka eksperimenta Zivotinje su aklimatizova-
ne na laboratorijske uslove, tokom 13 dana. Nakon obe-
lezavanja Zivotinje su stavljane u kaveze koji su obeleza-
vani identifikacionim karticama na kojima je bio na-
znacen broj ispitivanja, pol, doza, broj kaveza i brojevi
zivotinja koje se u njima nalaze.

Akutna toksi¢nost

Akutna oralna toksi¢nost odredivana je na pacovima
oba pola, po metodologiji OECD (Acute toxic class met-
hod - OECD metoda 423, 2001). Po ovoj metodi, za
odredivanje akutne toksi¢nosti koriste se zenke kao oset-
ljivije, ali s obzirom na to da neka prethodna saznanja
ukazuju na ve¢u osetljivost muzjaka, u ovim ispitivanjima
kori$¢ene su Zivotinje oba pola. ObeleZavanje Zivotinja
vrseno je vodootpornim markerom, pri ¢emu su brojevi
pisani na repovima zivotinja. Na osnovu literaturnih po-
dataka o akutnoj toksi¢nosti aktivnih materija koje ula-
ze u sastav preparata GAL-57 (bentazon i dikamba) pri-
menjen je limit test (doza od 2000 mg/kg). Zivotinjama
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je, no¢ pre tretmana, sklonjena hrana i merene su nepo-
sredno pre tretmana. Rastvor preparata u destilovanoj vo-
di doziran je oralno (sondom u Zeludac) u dozi od 2000
mg/kg (tri muzjakai tri Zenke), a zatim, u drugom kora-
ku, u dozi od 300 mg/kg (tri muzjaka i tri Zenke) sa jos
jednim ponavljanjem doze od 300 mg/kg (samo na muz-
jacima). Period opservacije iznosio je 14 dana.

Simptomi trovanja i smrtnost registrovani su 30 mi-
nuta, 1, 2, 3, 4 i 6 sati posle tretiranja, i zatim svako-
dnevno tokom perioda opservacije. Praéenje simptoma
na zivotinjama uklju¢ivalo je detaljnu opservaciju koze,
krzna, o¢iju, mukoznih membrana, promena pri disa-
nju, promena u autonomnom i centralnom nervnom si-
stemu, kao i promena u ponasanju. Posebna paznja bi-
la je posveéena praéenju (eventualnih) pojava tremora,
konvulzija, salivacije, dijareje, letargije i kome.

Nakon 14 dana zivotinje su Zrtvovane i vrien je pato-
loski pregled da bi se utvrdile eventualne promene na or-
ganima i tkivima. Broj uginulih, odnosno prezivelih zi-
votinja omoguc¢ava medunarodno priznatu klasifikaciju
ispitivanog preparata u jednu od grupa (klasa) otrova.

REZULTATI

Rezultati ispitivanja akutne toksi¢nosti herbicida
(preparata) GAL-57 (Avalon) za pacova prikazani su
u tabeli 1.

Petnaestak minuta nakon unosenja preparata (2000
mg/kg) dolazi do ispoljavanja izrazenih simptoma tro-
vanja. Zivotinje pokazuju smanjenu aktivnost (uglav-
nom leze), kad se kre¢u pokazuju nekoordinaciju po-
kreta, imaju opusten polozaj zadnjih nogu koje vuku
pri kretanju, smanjen refleks vra¢anja u normalni po-
lozaj, smanjen tonus udova i ¢itavog tela, kao i blagu do
izraZenu dispneju. Vremenom, simptomi se intenzivira-
ju; javlja se lakrimacija, salivacija, letargija, prostracija
i dolazi do uginjavanja zivotinja (u periodu 30-60 mi-
nuta nakon tretiranja). Nema vidljivih razlika u simp-
tomima kod muzjaka i kod Zenki (Tabela 2).

Kod uginulih Zivotinja registrovana je pojava nazal-
nog cksudata (kod dva muzjaka), a patoloskim pregle-
dom utvrdeno je da Zivotinje imaju edemi¢na pluéa in-
tenzivno crvene, neujednadene, boje (kod svih tretira-
nih Zivotinja).

Kod zivotinja koje su dobijale preparat GAL-57 u
dozi od 300 mg/kg nisu registrovane pojave klini¢kih
simptoma trovanja. Njihova fizi¢ka aktivnost i ponasa-
nje (i kod muzjaka i kod Zenki) nisu se razlikovali u od-
nosu na kontrolne Zivotinje (Tabela 2).

Patoloskim pregledom ovih Zivotinja (nakon perioda
opservacije), registrovane su pojave hemoragija (veli¢ine
glave ¢iode) kod pet muzjaka i dve Zenke, kao i pojava
hidrometre kod jedne Zenke. Nije bilo drugih promena
naorganimai tkivima koje bi se mogle dovesti u vezu sa
toksi¢nim delovanjem preparata GAL-57.

Tabela 1. Akutna oralna toksi¢nost preparata GAL-57 (Avalon) za pacova

Pol MuZjaci Zenke Muzjaci Zenke MuZjaci
Doza (mg/kg) 2000 2000 300 300 300
Broj zivotinja 3 3 3 3 3
Smrtnost 3/3* 3/3 0/3 0/3 0/3
* Broj uginulih/broj tretiranih
Tabela 2. Simptomi trovanja kod kontrolnih i pacova tretiranih preparatom GAL-57 (Avalon)
Simptomi Muzjaci Zenke

0 mg/kg 300 g/kg 2000 g/kg 0 mg/kg 300 g/kg 2000 g/kg
Bez simptoma 3/3* 6/6 0/3 3/3 3/3 0/3
Smanjena aktivnost 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 2/3
Dispneja 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 3/3
Nekoordinirano kretanje 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 3/3
Neuobi¢ajen hod 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 3/3
Letargija 0/3 0/6 2/3 0/3 0/3 2/3
Prostracija 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 3/3
Salivacija 0/3 0/6 3/3 0/3 0/3 2/3
Lakrimacija 0/3 0/6 2/3 0/3 0/3 3/3

* Broj zivotinja sa simptomima/ukupan broj Zivotinja
) ) ) )
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Po metodologiji kori$¢enoj u ovim ispitivanjima mo-
ze se zakljuciti da se LD-50 preparata GAL-57 krece iz-
medu 300 i 2000 mg/kg, i da na osnovu tih rezultata
moze biti razvrstan u IIl grupu otrova po kriterijumima
priznatim u na$oj zemlji, u kategoriju 4 Globalno usa-
gladenog sistema klasifikacije (Globally Harmonized
Classification System) (OECD metoda 423, Direktiva
2004/73/EC), odnosno u kategoriju I1I po klasifikaciji
EPA (Environmental Protection Agency) (Tabela 3).

DISKUSUA

Prema raspolozivim podacima o ispitivanjima akutne
toksi¢nosti i drugih toksikoloskih osobina, aktivne ma-
terije koje ulaze u sastav preparata GAL-57 (bentazon
i dikamba) razvrstane su u III grupu otrova. Akutna
oralna toksi¢nost bentazona, u zavisnosti od literatur-
nog izvora, kreée se od 1056 do 2964 (FAO/WHO,
1992; WHO, 1996). Za dikambu LD-50 iznosi 1581-
2740 (muzjaci), odnosno 1879 mg/kg (zenke) (Kamrin,
1997).

Rezultati nasih ispitivanja saglasni su sa pomenutim
rezultatima i pokazuju da herbicid GAL-57 (Avalon)
ima LD-50 izmedu 300 i 2000 mg/kg. U naim istra-
zivanjima nije potvrdena veca osetljivost muzjaka nego
zenki, zbog toga to kori§¢ena OECD metoda nije do-
voljno precizna za utvrdivanje (eventualnih) takvih ra-
zlika. Medutim, ovaj podatak o vec¢oj osetljivosti muz-
jaka, kada su u pitanju aktivne materije, uslovio je do-
punu koris¢ene OECD metode, tako $to suza odredi-
vanje akutne toksi¢nosti, u naSem eksperimentu, kori-
$¢eni i muzjaci i zenke, iako se po metodi koriste samo
zenke kao osetljivije.

Od znakova trovanja koji se javljaju prilikom utvr-
divanja akutne toksi¢nosti bentazona registrovana je
apatija, dispneja, teturanje pri hodu, prostracije, a kod
dikambe gubitak apetita, povradanje, smanjen tonus
miSica, ,plitko” disanje, bradikardija, cijanoza ko-

ze i desni kao i efekti na CNS (uzbudenje ili depresiv-

nost) (Hofmann i Zeller, 1970; cit. FAO/WHO, 1992;
Kamrin, 1997).

Prilikom utvrdivanja LD-50 herbicida GAL-57
(Avalon), posle primene doze od 2000 mg/kg, Zivo-
tinje su pokazivale veoma intenzivne (nespecifi¢ne)
simptome trovanja; smanjena aktivnost-letargija, ne-
koordinacija pokreta, ,paraliza” zadnjih nogu, sma-
njen refleks vra¢anja u normalni polozaj, smanjen to-
nus udova i ¢itavog tela, kao i blaga do izrazena dispne-
ja. Zivotinje su uginjavale u periodu 30-60 minuta po-
sle tretiranja. Zivotinje koje su dobile preparat u dozi od
300 mg/kg nisu pokazivale simptome trovanja i pona-
$ale su se potpuno normalno. Simptomi trovanja regi-
strovani u na$im eksperimentima, saglasni su sa simp-
tomima registrovanim u ispitivanjima akutne toksi¢-
nosti bentazona, dok su od simptoma koji su karakte-
risti¢ni za dikambu registrovani samo smanjen tonus
miSi¢a i ,plitko” disanje. S obzirom na sastav prepara-
ta u kome dominira bentazon, dobijeni rezultati, veza-
ni za simptome trovanja, su u skladu sa oéekivanjima,
odnosno preovladuju simptomi karakteristi¢ni za tro-
vanja bentazonom.

Kod uginulih Zivotinja iz grupe od 2000 mg/kg re-
gistrovan je krvav nazalni eksudat (kod dve od tri tre-
tirane Zivotinje), a patolotkim pregledom registrovani
su edem pluéa (kod svih zivotinja), neujednaceno obo-
jena (intenzivno crvena) pluéa $to ukazuje, najverovat-
nije, na akutnu cirkulatornu insuficijenciju koja je bila
uzrok smrti Zivotinja.

Patoloskim pregledom Zivotinja iz grupe od 300 mg/
kg registrovana je pojava hemoragija malih dimenzija
(veli¢ine glave ¢iode) (kod pet od $est tretiranih muz-
jaka i kod dve od tri tretirane Zenke), kao i pojava hi-
drometre kod jedne zenke. Pojava hemoragija na pluéi-
ma rezultat je, najverovatnije, pripreme Zivotinja za pa-
toloski pregled i krvarenja u toku pripremnog postup-
ka (iskrvavljenja), dok je hidrometra rezultat polnog ci-
klusa zenke i uobi¢ajena je pojava kod eksperimental-
nih Zivotinja, tako da se moZe re¢i da uocene promene
nisu rezultat delovanja test supstance.

Tabela 3. Simptomi trovanja kod kontrolnih i pacova tretiranih preparatom GAL-57 (Avalon)

Doza (mg/kg) Smrtnost (mrtve/tretirane)  LD-50 (mg/kg telesne mase) GHS kategorija
2000 0/6do2/6 preko 2000 5
300 0/6do2/6 izmedu 30012000 4
50 0/6do2/6 izmedu 50300 3
5 0/6do2/6 izmedu 5150 2
5 3/6ilivise ispod 5 1
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Preparat GAL-57, na osnovu rezultata dobijenih u
ispitivanju akutne toksi¢nosti primenom ove metode
(Acute toxic class method), moze biti razvrstan u II1
grupu otrova prema klasifikaciji priznatoj u naoj ze-
mlji. Po globalno usaglasenom sistemu klasifikacije
(svetski priznatom sistemu klasifikacije) ispitivani pre-
parat se moze klasifikovati u kategoriju 4, odnosno u
kategoriju III po klasifikaciji Agencije za zastitu zivot-
ne sredine, s obzirom da se LD-50 nalazi u granicama
300-2000 mg/kg telesne mase.
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Acute Oral Toxicity Study of
GAL-57 (Bentazon + Dicamba)
Herbicide in Rats

SUMMARY

An acute oral toxicity study of the herbicide GAL-57 (Avalon), a mixture of bentazon and
dicamba as active ingredients, was investigated on rats, using a new method that has been
used in the past several years (2001).

Clinical observations symptoms and mortality were performed for all animals in differ-
ent time intervals after treatment, and gross necropsy was performed at the end of obser-

vation period.

Clinical symptoms (decreased activity, prone position, abnormal limb position,
decreased righting reflex, decreased grip and limb tone, decreased body and abdominal
tone, dyspnoea) of marked degree were noted after administration of 2000 mg/kg, and ani-
mals were dead in the period of 30-60 minutes after the treatment.

GAL-57 did not cause any clinical sings at single 300 mg/kg bw dose. The physical con-
dition and behaviour of animals (males and females) were normal, and it is not differ in reac-

tion to the control.
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According to the methodology used in the present study, it could be concluded that
the acute oral LD-50 value of the GAL-57 proved to be between 300 and 2000 mg/kg body
weight in rats, and the product was ranked into Poison group Il according to Serbian crite-
ria, category 4 of the Global Harmonized Classification System, and Category Il of the EPA
classification.

Keywords: GAL-57; Rat; Acute toxic class method; Acute toxicity



