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ONSOZ

Mesleki veya gesitli nedenlerle olusan akut veya kronik zehirlenmelerin
toksikolojik analizlerini igeren bu kitap, ilk kez 1975 yilinda yazilmis olan
“Toksikoloji Laboratuvar Kitabi”nin yeniden diizenlenmesi ve daha geligmis
yontemlerin ilavesiyle hazirlanmustir.

Kitap Eczacilik Fakiiltesinde okutulan “Toksikoloji Pratik™ derslerine
yonelik hazirlanmakla beraber, agiklanan yontemler adli tip, is¢i saghg ve
zehirlenme danigma merkezleri gibi kurumlarin toksikoloji laboratuvarlarinda
da uygulanabilecek niteliktedir. Ad1 gegen kurumlar i¢in yardimei olacagini
timit ederim.

iki boliimden olusan kitapta 1. boliimde toksikoloji uygulamasi ve
toksikolojik analiz prensipleri hakkinda genel bilgilere; 2. boliimde ise sik
zehirlenmelere neden olabilen kimyasal maddelerin analizleri (monograf
seklinde) agiklanmigtir. Yéntemlerin bir kismi rutin laboratuvar imkanlari ile
yapilabilecek diizeydedir. Bir kismi1 da Anabilim Dalimizda gesitli tez ve proje
calismalarinda uygulanabilirligi gosterilen yontemlerdir.

Kitabin hazirlanmasinda bilyilk emekleri gecen Anabilim Dalimiz
sekreteri Nurcan Boliikbas, Polis Akademisi hocalarindan Mustafa Dénmez ve
esi Somay Donmez, Farmastik Toksikoloji Anabilim Dali  arastirma

gorevlileri Ahmet Oguz Ada ve ilker Ates’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Prof. Dr. Nevin VURAL
Temmuz 2000
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TOKSIKOLOJIK ARASTIRMALARDA 1
KULLANILAN YONTEM VE "

TEKNiKLER Boliim

1. ANALITIK YONTEMLERIN TOKSIKOLOJIK
ARASTIRMALARDA UYGULANMASI

Kimyasal maddelerin (zehirlerin) kaynaklari, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikleri, canli organizmada ugradigi degismeler ve etki
mekanizmalari, toksik dozlari, zehirlenmelerin tedavileri, zehirlerin
izolasyonu, nitel ve nicel analizleri, giivenli kullanimlari i¢in risk analizleri ve
standardizasyonlarinin yapilmasi bugiinkii modern toksikolojinin ugras
alanidir. Uygulamali bir bilim olan toksikolojinin tarihi gelisiminde analitik
yontemlerin yeri tartigmasizdir. Ozellikle 1960°l1 yillardan itibaren
enstrumental tekniklerin toksikolojiye girmesi ile ¢ok duyarh ve spesifik
analizlerin yapilabilmesi, molekiiler diizeyde arastirmalara inilebilmesi
toksikoloji alaninda biiyiik ¢1gir agmustir.

Modern toksikolojinin tarihinde analitik toksikoloji ve forensik (adli)
toksikoloji ilk gelisen dallardir. Analitik toksikolojinin igerigi ve uygulamalari
bilinmeksizin forensik toksikolojiyi incelemek miimkiin olamaz.

Analitik  toksikoloji, canli organizmaya zarar veren Kkimyasal
maddelerin doku ve viicut sivilarindan izolasyonlari, identifikasyonlari,
kalitatif (nitel) ve kantitatif (nicel) analizleri i¢in gerekli yontemleri arastirir,
gelistirir. Genel olarak analizin yapildig biyolojik ortam kompleks yapili ve

aranacak madde, miktar: ¢ok diisiik oldugu igin, kullanilan mikro yontemlerin




duyarli, giivenilir ve tekrarlanabilir olmas: gerekir. Bunun i¢in de “analitik
toksikologun™ analitik kimyanin ydntemlerini ve tekniklerini ¢ok iyi bilmesi
ve kullanmasi gerekir. Diger taraftan analizi yapilacak madde ¢ogunlukla, bir
ksenobiyotik, organizmada metabolik olaylar sonucunda degisime ugramistir.
Bu nedenle viicut sivi ve dokularinda kimyasal madde yaninda
metabolitlerinin de arastirilmasi gerekir. Gerek biyolojik ortamin yapisi ve
gerekse aranacak ksenobiyotik ve metabolitlerin analizi analitik toksikologun
¢Ozecegi problemleri olusturur.

Forensik toksikoloji, “ toksikolojinin yasal amaglarla kullanimi” olarak
tanimlanir. Her ne kadar bu genis tanim, diizenleyici (regiilatory) toksikoloji,
ilag suistimali ve bagimliliginin biyolojik materyalde identifikasyonu gibi
alanlari kapsamakta ise de : tarihi gelisimi ig¢inde forensik toksikolojinin
uygulamasi daha ¢ok kriminal olaylarda goriilen 6liim, yaralanma, fizyolojik
ve davranis bozukluguna neden olabilecek kimyasal maddelerin nitel ve nicel
analizleri ile sonuglarinin yorumu alaninda uygulanir. Bu nedenle analitik
toksikoloji ve forensik toksikoloji tarihi gelisimleri i¢inde birbirinden
yararlanan toksikoloji dallaridir.

Diger taraftan forensik toksikoloji, “pozitif bilimlerin hukuka
uygulanmasi1” olarak tanimlanan forensik (adli) bilimlerin de &nemli bir
dalidir. Genis anlamda adli bilimler, adli tip, adli toksikoloji, adli odontoloji.
adli antropoloji, adli psikoloji, adli kimya ve kriminalistik dallarini kapsar.
Adli bilimler geg¢miste olan bir olayr bilimsel yodntemlerle yeniden
canlandirarak hukuk ve yasalar agisindan degerlendirilmesine yardimci olur.
Genellikle bu olay bir sugun islenmesi ile ilgilidir; sugun islendigi olay
yerinin inclenmesi, gerekli delillerin toplanmasi ve bu delillerin analizleri ile

“suglu kisiyi belirlemek adli bilimlerin konusudur.




Adli toksikoloji , adli bilimler tarihinde adli tiptan sonra gelisen ikinci
daldir. Modern toksikolojinin kurucusu olarak bilinen Mathiev J.B. Orfila
(1783-1853) ilk kez adli olaylarda bilimsel delilin gerekliligini toksikolojik
agidan gostermistir. XIX. Yiizyila kadar doktorlar, hakimler ve diger hukuk
gorevlileri (savci, avukat gibi) zehirlenmenin semptom ve isaretleri hakkinda
son derece yanlis nosyona sahiptiler.

O zamanlar eger ceset siyah, mavi veya yer yer lekeli ise veya kotii
kokuyorsa kurbanin zehirlenme sonucu &ldiigiine inanilirdi. Arsenikle Slen
kisilerin kalbinin veya viicutlarinin ategle tahrip edilemeyecegi gibi yanlis
diisiinceler vardi. Eger zehirleyici kisi sugiisti yakalanamazsa kurbanin
zehirlenmeden 6ldiigiinii gosterebilecek herhangi bir yol (delil) yoktu.

iste ilk kez Orfila 1814°de zehirlerin kimyasal ve fiziksel yapisinin
incelenmesine sistematik bir yaklasim getirmistir. Toksikolojinin babasi
olarak bilinen Orfila’nin rolii o zamanlarda olan meshur &ldiirme olaylarinda
“ekspert taniklik” yapmasidir. Ornegin o yillarda “zehirleyici” olarak isim
yapan Marie Lafarge’nin mahkemesinde, arsenik (As) zehirlenmesinden
siipheli o6lim olaylarinda, 6len kisinin i¢ organlarinda, Marsh testini
kullanarak, 6liim nedeninin zehirlenme (As ile) ile oldugu bilimsel olarak
gostermistir.

Adli toksikolojinin gelisimi kimyasal maddelerin analizi ile ilgili
analitik yontemlerin bulunmasi ve gelistirilmesi ile beraber olmustur.
Ornegin, ilk kez Ingiliz kimyager James M. Marsh 1836°da dokularda arsenik
tayini i¢in giivenilir bir yontem gelistirmistir. (Marsh testi). Arkadan, arsenik,
antimon, bizmut ve civa gibi metalik zehirlerin ayrilmasi ve analizi i¢in
kombine bir yontem olan Reinsch testi (1841); zehirlerin genel olarak
taranmasinda Fresenius (1845) ve von Babo (1847) tarafindan gelistirilen
yontemler; alkaloidlerin ekstraksiyonu ve ayrilmasinda kullanilan ve halen

tim ugucu olmayan zehirlere uygulanan Stas-Otto yontemi (1851) ve fosfor




identifikasyonunda kullanilan Mitscherlich deneyi (1855) gibi (bilim
adamlarinin isminin verildigi) yontemler sayilabilir. Zehirlenmelerin neden
oldugu 6liim olaylarinda postmortem toksikolojik analiz, alkol ve ilaglarin
neden oldugu trafik su¢ kazalarinin arastiriimasi, madde bagimhliginin neden
oldugu advers etkilerinin toksikolojik analizleri forensik toksikolojinin
uygulama alanidir. Bir kimyasal maddenin biyolojik sistemlerde analitik
yontemlerle arastirilmasi ve sonucun pozitif bir delil olarak kullaniimasinin
adli bilimler i¢ginde 6nemli bir yeri vardir.

Toksikolojinin diger bir uygulama alani terapétik ilag izlenmesidir.
(therapeutic drug monitoring). Genellikle bir ilaca verilen terapdtik cevap
ilacin uygulanan dozundan ¢ok kandaki konsantrasyonu ile iliskilidir.Bir
ilacin belirli zaman araliklarinda plazma konsantrasyonunun izlenmesi.
ortalama plazma diizeyinden sapmay1 gosterir ve buna goére doz artirilir veya
azaltihr. Ozellikle terapotik indeksi kiigiik ve yan etkileri agisindan dnemli
olan ilaglarin (fenitoin, lityum, prokainamid, teofilin, amitriptilin, digoksin,
valproik asit gibi) terapdtik izlenmeleri gereklidir. Bu ilaglarin kan serumu
diizeylerinin kantitatif analizlerinde kesinlik ¢ok dnemlidir. Bu nedenle de
kullanilan metodolojinin &zellikle segici olmasi gerekmektedir. Ornegin
kantitatif tayinde o ilacin hem kendisinin hem de metabolitinin birlikte
Olgtilmesi terapotik amag¢ agisindan ideal degildir. Analizi yapilan ilacin
ozelligine gore degisik yontemler (kromatografi, immuno assay gibi)
secilmelidir. Boylece terapotik ilag izlemesi, temelde analitik toksikolojiye
dayanmaktadir.

Endiistriyel toksikoloji ve regulatory (diizenleyici) toksikoloji
uygulamalarinda kimyasal maddelerin analizleri, maruziyetin biyolojik ve
cevresel izlenmelerinde analitik yontemlere ihtiyag vardir. Endiistride
kimyasal maddeye maruziyetin belirli standartlara goére analizi ve

yorumlanmast  “cevresel izleme”, kisisel maruziyetin ise biyolojik




parametrelere gore biyolojik sivilarda analizi ise “biyolojik izleme” olarak
ifade edilir. Ornegin aromatik bir hidrokarbon olan toluenin isyeri ortaminda
TLV-TWA olarak tayini, ¢evresel izleme, maruz kalan kisilerin kanlarinda
toluen , idrarlarinda metabolitleri olan hippurik asit ve o-krezol tayini
“biyolojik izlemeye” 6rnektir. Bu analizler duyarli ve giivenilir (standard)
analitik yontemlerle gergeklestirilir.

is ortaminda iyi endiistriyel hijyenik kosullarin saglanmasi igin isgilerin
maruz kaldig1 zararli miktarda, tehlikeli maddelerin idendifiye etmek amaci
ile cevresel izlenmeleri yapilir. Ancak gevresel izleme yaninda maruz kalinan
internal dozun incelenmesi (biyolojik izleme) maruziyetin daha iyi bir
gostergesi olarak kabul edilir. Bu amagla da maruz kalinan kimyasal madde
veya karigimlarinin kan, idrar, sag gibi biyolojik materyalde kendileri ve/veya
metabolitlerinin kalitatif veya kantitatif analizleri yapilir. Analizde kullanilan
yontemlerin her kimyasal maddeyi tanimlayacak spesifiklikte olmasi gerekir.
Ayrica kompleks yapidaki biyolojik materyalde ise ¢ok diisiik miktarda
bulunduklarindan dolayr bu yontemlerin duyarhklari yiiksek, ve yeterli
derecede tekrarlanabilir olmalidir.

Sonug¢ olarak adli toksikologlar tarafindan toksikolojide uygulamasi
baslatilan analitik yontemlerin gesitliligi ve gelismesi devam etmektedir.
Zamanimizda toksikolojinin her alaninda, toksikolojik problemlerin
¢oziilmesinde bir ¢ok yeni analitik teknik ve cihazdan yararlanilmaktadir.

Toksikolojide analitik yontemlerin uygulanmasina yonelik olan bu
kitapta zehirlenmelerde ve kimyasal maddelere maruziyetin belirlenmesinde
kullanilan genel analiz yontemleri ile 6nemli toksik maddelerin biyolojik
materyalde idendifikasyonu ve tayinlerinde kullanilan yontemlere &rnekler

verilecektir.




2. SISTEMATIK TOKSIKOLOJIK ANALIZ

Zehirlenme olaylarinin identifikasyonunda dogru numune segimi,
numune alma sekli, numunenin saklanmasi, laboratuvara gonderilmesi ve
analize hazirlanmasi belirli bir sistematik diizen i¢inde yapilir. Numuneyi alan
kisinin ve analizi yapan toksikologun kimyasal maddenin bozulmasi,
metabolizmasi, metabolitleri ve kontaminantlarinin neler olabilecegi, analizi
nasil etkileyecegini bilmesi gerekir. Zehirlenmelerde zehirlenmeye neden olan
kimyasal maddenin identifikasyonu, kalitatif ve kantitatif analizinde izlenen
yontem asagidaki siraya gore yapilir :

2.1. Numune secimi ve alinmasi

Akut zehirlenmelerde, mesleki veya ¢evresel kimyasal maddelere akut
ve kronik maruz kalmanin degerlendirilmesinde, ilag suistimali ve
bagimliliginin arastirilmasinda ve terapotik ilag izlenmesinde, &liim
olaylarinda toksikolojik analiz i¢in “biyolojik materyal” olarak tanimlanan
vucut svi ve dokularindan 6rnek alinir. Idrar ve kan genelde en gok kullanilan
orneklerdir.

Alinan numunelerin uygun numune kaplarina alinmasi ve etiketlenmesi
gerekir. Etiketle numunenin kime ait oldugu, numune cinsi ve numunenin
alindig) tarih ve saat yazilir.

Idrar_: Toksikolojik analizlerde bir ¢ok kimyasal maddeler ve
metabolitlerinin taranmasinda tercih edilen bir sividir. En 6nemli distiinliigii:
ilag ve kimyasal maddelerin idrardaki konsantrasyonunun kana gore daha
yiiksek (100 kere daha fazla olabilir) olmast ve proteinlere bagli olmadan
atilmasidir. Ancak bazi ilaglar idrarla sadece metabolitleri seklinde atilir ve

ana madde bulunmaz. Ornegin p’-tetrahidrokannabinol ve bir¢ok




benzodiazepinler metabolitleri saklinde atilir. B6yle durumlarda ilacin
kendisinin diger bir viicut sivist (kan) veya dokusunda aranarak
identifikasyonu yapilmalidir (Moffat, A.C. ve ark. 1986). Genel olarak 100 ml|
idrar ornegi ‘yeterlidir. Kural olarak hi¢bir koruyucu konulmamalidir.

Bilinci olmayan hastalardan idrar kat.aterize edilerek alinir.Bu durumda
idrar 6rneginin kateter sivisi (cogu kez lidocaine gibi bir lokal anestetik igerir)
ile kontamine olabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Oliim olaylarinda alinabildigi kadar idrar 6rnegi toplanmalidir. idrar
kesesinin bos goriildiigii durumda idrar kesesinden “temas™ yolu ile &rnek
alinir. Bos idrar kesesinde bulunabilecek glukoz veya aseton mikro yoéntemle
tayin edilir. Bu analiz 6zellikle diabet durumunun belirlenmesinde yararhdir.
Ciinkii postmortem kanda glukoz tayini bu agidan bir 6nem tagimaz.

Kan : llaglarin tamimlanmasinda ve kantitatif analizinde en uygun
ornektir. Akut zehirlenmelerde, hastaneye getirilen hastadan 2-3 sekilde kan
ornegi alinir :

10 ml. Heparinize edilmis kan 0&rnegi (CO ve birgok ilag
zehirlenmesinin teshisi i¢in); %1 NaF igeren 2 ml. kan 6rnegi (alkol tayini
icin) ve hicbir koruyucu veya antikoagulan icermeyen 10 ml kan ornekleri
ayri ayri tiiplere alimir. Kan alinirken, alkol veya heparin igeren fenollii
koruyuculari igeren dezenfektan “swab”ler kullanilmamahdir.

Postmortem kan 6rnegi en az 2 tane alinir. Oliimden hemen sonra kalp
kani1 alinabilir, fakat perifer kan (femoral ven) tercih edilmelidir. Viicut
bosluéuna sizan kan hi¢bir zaman alinmamalidir. Ciinkii diger viicut sivilari,
mide igerigi ile kontamine olabilir. Rutin analizlerde 20-30 ml kan yeterlidir.
CO, siyaniir, alkoller, diger depresanlar, trankilizan gibi birgok ila¢ ve toksik
maddeler i¢in koruyucu konmaz. Alkol analizi i¢in en az %] oraninda NaF

igeren 10-20 ml kan 6rnegi ayrica alinir. Sodyum floriir, prezervatif olarak
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kullanilir ve kanin mikrobiyel putrifikasyonunu ve bdylece “endojen alkol
olusumunu veya alkol kaybin1” 6nler.

Cam tiiplere alinan kan ornekleri agzi sikica kapatilarak analize kadar
buzdolabinda saklanir.

Mide icerigi veva mide yikama suyu : Mide igerigi, mide yikama

suyu, kusmuk ve elbise iizerinde kalan kusmuk kalintisi analiz igin kullanilir.
ik mide yikama suyu toksikolojik analiz i¢in daha 6nemlidir. Numuneler ayr
ayri almir. Her birinin total hacimleri kaydedilir. Kantitatif degerlendirme
icin bu gereklidir. Mide igerigi ile ilgili ornekler plastik kaplar iginde toplanir.
Analiz i¢in en az 50 ml numune gereklidir.

Mideden alinan 6rnekler ilaglarin ve toksik maddelerin taranmasi igin
uygundur. Heniiz absorbe olmamis ve bozulmamis ilag¢ kapsiilleri, tabletleri,
bitki pargaciklari gozle bile goriilebilir. Oral yolla zehirlenmelerde genel
olarak toksik madde en yiiksek konsantrasyonda mide igeriginde bulunur.

Oliim olayinda ayrica mide igerigi ile birlikte mide de alinir. ki
tarafindan ligatiire edilerek, miimkiin mertebe sekli bozulmadan uygun bir
kap i¢inde laboratuvara gonderilir.

2.2. Postmortem toksikolojik analiz i¢in alinacak biyolojik érnekler

Yukarida agiklanan idrar,kan, mide (6lim halinde) ve igerikleri hem
6lim olmayan zehirlenmelerde (antemortem) hem de &liimden sonra
(postmortem) toksikolojik analiz i¢in alinir. Oliimden sonra otopsi sirasinda
en ¢ogunlukla mide muhtevasi, kan, idrar, karaciger, safra, beyin ve bobrek
ornek olarak alinir. Tablo 1°de postmortem toksikolojik analizde kullanilan
biyolojik materyal, miktar ve hangi zehirlenmelerde secilecekleri

gosterilmistir.




Tablo 1- Otopsi sirasinda toksikolojik analiz i¢in alinacak biyolojik

materyal.
Numune Miktar Kullamldig: analiz
Beyin 100 g Alkol ve diger ugucu zehirler
Karaciger 100 g Bir ¢ok toksik maddeler
Bobrek 50g Metaller (Hg, Cd gibi), sulfanamitler
Kan (kalp) 25 ml Alkol, CO, CN, depresanlar, trankilizanlar
Kan (femoral ven ) 10 ml Alkol, CO, CN, depresanlar, trankilizanlar
Vitréz humor Hepsi Alkol
Safra Hepsi Morfin, metadon, glutetimid ve diger
ilaclar
Idrar Hepsi Metaller, uyku ilaglari gibi birgok ilaglar
Mide muhtevasi Hepsi Zehirlenmeden veya 6liimden kisa bir siire
once alinan zehirler
Akciger 200 g Inhalasyon zehirleri

Yontemler gelistikge alinmasi gereken biyolojik 6rnek miktari da
azalmaktadir. Ornegin karaciger 6rneginde daha énceleri 250-500 g alinmasi
istenirken son yillarda 100 g yeterli gériilmektedir. (Cravey, H.R. ve Baselt
R.C., 1975; Poklis, A. 1995) Eger siiphelenilen zehir ugucu bir madde ise
beyin (100 gram) ve akciger &rnegi (200 gram) istenir. Cesetin bozulmasi
durumunda beyinden her zaman ornek alinmalidir. Pestisitler gibi yag
dokusunda biriken maddelerle zehirlenmelerde (klorlu hidrokarbonlu
insektisitler, PCB’ler gibi) adipoz dokudan (50 gram) da 6rnek alinmalidir.

Kronik metal zehirlenmelerinde kemik dokusundan &rnek almak
gerekir. Sag 6rnegi ise hem 6liim olmayan kronik zehirlenmelerde ve hem de

postmortem analizlerde kullanilan 6nemli bir biyolojik materyaldir.




Olay yeri kalintilan1 : Zehirlenme olaymnin oldugu yerde (olay yeri),
zehirlenen kisi ve 6liiniin gevresinde bulunan siseler, kaplar, diger siipheli
materyal zehirlenme olayi ile ilgili olabilir. Bu nedenle “olay yeri kalintis1 *
olarak isimlendirilen bu materyal analiz i¢in alinir. Bu tip materyalden alinan
numuneler ancak destekleyici olabilir. Degerlendirmede asil olan biyolojik
numunedir.

Olay yeri kalintisindan birkag miligram 6rnek yeterli olabilir. Alinan
o6rnek kati ise birkag mililitre su veya uygun bir organik ¢oziicii iginde
¢oziiliir. Her test i¢in kiigiik bir miktar kullanilir.

2.3. Numunenin korunmasi ve laboratuvara gonderilmesi

Ideal olan numunenin alimindan hemen sonra laboratuvara
gonderilmesi ve analizin yapilmasidir. Ancak analize kadar numunenin bir
siire beklemesi gereklidir. Bu durumda bekletme sirasinda analizi yapilacak
maddenin (biliniyorsa) bozulmama kosullar1 saglanmalidir. Genel olarak ise
gerek antemortem gerekse postmortem alinan ornekler birka¢ giin icinde
analizi yapilacaksa (+4)°C de ; daha uzun siire bekleyecek ornekler ise (-
20)°C de saklanir. Ancak bu durumda alinan numunenin analizden énce iyice
ezilip, homojenize edilmesi gerekir. —10°C den asag1 sicakliklarda numunenin
saklanmasi sirasinda CO, H,S ve 6zellikle HCN’in ¢oziinmiis olduklari organ
sivilardan ayrilabilecekleri hatirlanmalidir. Koruyucu madde ilavesinden
cogunlukla kaginilir. Ancak doku ve sivilarin bozunmasindan etkilenecek
toksik madde analizlerinde numuneye %1 oraninda sodyum floriir ilavesi

yapilabilir. Ozellikle etil alkol analizinde bu ilave zorunludur.
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2.4. Toksikolojik analizde izlenecek yol

Laboratuara gonderilecek biyolojik materyalde toksikolojik analiz
asagidaki semaya gore gergeklestirilir :

1. Numunenin ambalaji agilmadan once dis goriiniisii (biiyiikliigii.
ambalaj sekli, miihiirii ve tizerindeki etiket) incelenir.

2. Numunenin net agirligi veya hacmi saptandiktan sonra 1/3°ii analiz
i¢in hazirlanir, diger kalan kismi gerektiginde incelenmek iizere saklanir.

3. Mide igerigi, idrar ve kanda, izolasyon yapmadan 6nce, 6n denemeler
uygulanr.

4.Biyolojik materyalden kimyasal maddenin ayrilmasi igin izolasyon
yontemleri (mikrodifiizyon, ekstraksiyon, enzim, dijestiyonu gibi) uygulanir.

5. Izole edilen zehirlerin nitel (kalitatif) analizleri i¢in genel tarama
testleri uygulanir. Ultraviyole spektroskopisi (UV), ince tabaka kromatografisi
(ITK) ve gaz kromatografisi (GLK) en ¢ok kullanilan yontemlerdir.
immunoassay de tarama testleri arasinda sayilmaktadir.

6. Kimyasal maddenin kesin identifikasyonu (destekleyici testleri) ve
kantitatif tayini yapilir. Bu amagla GLK, yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) ve gerektiginde gaz-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullantlir.

7. Metalik zehirler i¢cin Reinsch testi; atomik absorbsiyon ve emisyon
spektroskopisi ile kalitatif ve kantitatif analiz yapilir.

8. Toksik anyonlarin dializ yontemi ile ayrilmasi ve analizleri yapilir.

2.5. Toksikolojik analizi etkileyen faktorler

1) Toksikolojik analize baslamadan once bazi faktorlerin goz oniine

alinmasi gerekir. Bu faktorler arasinda, alinabilen numune miktari, aranacak
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kimyasal maddenin mahiyeti ve zehirlenmeye neden oldugu disiiniilen
siipheli maddenin biyotransformasyonu ve 6zellikle postmortem doku veya
sivilarda olusabilecek bozunma maddeleri hakkinda bilgi edinilmelidir.

Oral yol ile zehirlenmelerde dncelikle mide igerigi analiz edilir. Ciinkii
letal doz veya iistiinde bir miktarda alinan zehirin absorbe olmamig kismini
icerebilir. Arkadan idrar analizine gecilir. Ciinkii bobrek bir ¢ok zehirlerin
atilim organidir, bu nedenle yiiksek konsantrasyonda toksik madde ve /veya
metabolitlerini igerebilir. Ilag ve zehirler gastrointestinal sistem ve diger
yollardan absorbe olduktan sonra, genel sistemik dolagimdan 6nce karacigere
tasinirlar. Bu nedenle kimyasal maddenin karacigerdeki konsantrasyonu kana
gore c¢ok yiiksek (enaz 100 misli) olabilir. Eger belirli bir maddeden
siipheleniliyorsa veya biliniyorsa bu durumda toksikolog &ncelikle zehrin
konsantre oldugu doku veya sivilari analiz materyali olarak secer. Ornegin
CO zehirlenmesi siiphesi varsa kan (COHb seklinde bulunur) éncelikli analiz
sivisi olarak kullanilir.

Toksikolojik analiz yapan kisinin (kimyasal toksikolog) ilag ve
kimyasal maddelerin biyotransformasyonunu bilmesi gerekir. Ana madde ile
birlikte (ana major) metabolitinin de izole edilmesi gerekir. Bazi durumlarda
sadece metabolitlerin bulunmasi zehirlenme nedeni olan ilag veya zehir icin
bir delil olabilir. “iImmunoassay” gibi tarama yontemleri ana maddeden gok
idrardaki metabolit analizine dayanir. Ornegin kokain bagimlihiginin
saptanmasinda, baslangig testi olarak immunoassay yontemi ile idrarda major
metaboliti olan benzoilekgonin aranir. Eger tiikrilk veya sa¢ biyolojik
materyal olarak kullanilacak ise o zaman dogrudan kokain aranir. Daha ileri
testlerle (GC ve GC/MS gibi) kokain ve major metabolitleri (benzoilekgonin

ve ekgonin metil esteri) ayrilarak kantitatif analizleri yapilir.




Kural olarak 6liimden sonra, otopsi ve toksikolojik analiz en kisa
zamanda yapilmalidir. Cesitli nedenlerle otopside ve numune almadaki
gecikmeler, analizi etkileyen bir¢ok interfere edici maddelerin olusmasina
neden olur.

Oliimden sonra olusan “Thanatokimyasal” degisimleri bilmek ¢ok
onemlidir. Cesedin bekletilmesi sirasinda, ortamin sicakligi, nemi ve siiresi
gibi gesitli etkenlerle cesette enzimatik ve nonnzimatik proseslerle bozunma
olur. Ayrica mikrobiyel metabolizma cesette bulunan zehiri parcalayabilir
veya “ptomain” veya “kadaverik alkaloidler” ad1 verilen diaminlerin (putresin
ve kadaverin) olugmasina neden olur. Bu kadaverik alkaloidlerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin siklikla rastlanilan zehirlere benzedigi ve bozunmus
cesetten izole edilen bu maddelerin morfin ve benzeri ilaglar gibi ayni renk
reaksiyonlarmi verdikleri 1870’li yillarda bile biliniyordu. Daha sonralari
olusan diger endojen maddelerin de ilaglara benzer ozellikleri gosterilmistir.
(6rnegin  fenil alaninin bakteriyel dekarboksilasyonu ile olusan
feniletilaminin amfetamine ¢ok yakin ozellik gostermesi gibi.) Cesete kotii
koku veren bu aminler disinda, mikrobiyel bozunma sonucu birgok endojen
maddeler olusur. Analizi etkileyen bu maddelerin mahiyeti, fiziksel ve
kimyasal ozellikleri ile ilgili bir ¢ok ayrintili ¢aligmalar bulunmaktadir.
Putrefaksiyonun derecesi ve mikrobiyel aktiviteye bagh olarak kandaki CO
(COHDb), siyaniir, etil alkol gibi maddelerin konsantrasyonlari azalabilir veya
artabilir. Bunun yaninda barbitiiratlar, striknin ve civa gibi toksik maddeler
ise ¢ok dayaniklidir ve &liimden uzun yillar sonra bile tanimlanabilirler.
Stolman, 1969; Gadamer, 1965; Poklis, 1995)

2) Reaktifler ve ilag standartlari : Kullanilan kimyasal maddeler saf

olmalidir. ~ Uzerlerindeki etiketlerinde  spesifikasyonlari  belirtilenler
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kullanilmalidir. Kimyasal maddelerin ve standardlarin gerektiginde ince
tabaka kromatografisi ve UV spektrumlari ile safliklar1 kontrol edilmelidir.

3) Analiz niteliginin giivenirliligi (quality assurance) : Analiz yapilacak
numune ile birlikte bilinen pozitif ve negatif kontrol numunelerle paralel,
calismalidir. Negatif kontrol numunesi (blank: k&r), analiz sirasinda
kullanilan cam v.s. gibi malzeme ve reaktiflerden gelebilecek “yanlis pozitif
sonucu” kontrol etmek igin kullanilir. Siipheli pozitif sonug goriildiigiinde
kullanilan malzemenin kimyasal olarak temizligi tekrarlanmali, reaktiflerin
dogru hazirlanmig olmasi ve stabilitesi kontrol edilmelidir. Pozitif kontrol
numunesi, analizi yapilacak madde ile hazirlanmis standard: igerir.

Kantitatif testlerde ydontemin dogrulugu, tekrarlanabilirligi ve verimi
arastirilmalidir. Analizi yapilacak madde standardi ile beraber ve gerektiginde
yontemin kontrolii igin dig veya i¢ standartlar kullanilir. Kullanilan yontemin
duyarh@ (mg/l veya pg/ml olarak), deteksiyon limiti (kullanilan cihaz ile
ilgili), ve seciciligi ile ilgili parametreler de incelenerek, analiz sonucu
verilecek raporda belirtilmelidir.

2.6. Analitik Bulgularin Degerlendirilmesi

Numunenin  analizinden sonra  toksikolog,  bulgularini  ve
konsantrasyonunu tayin ettigi maddenin ilgili kisinin tizerindeki fizyolojik ve
davranig etkilerini yorumlamalidir. Maddenin uygulama yolu ve dozu
hakkinda degerlendirme yapmali, biyolojik materyalde saptanan
konsantrasyonun kisinin 6liimii i¢in yeterli olup olmayacagi veya Kkisinin
davraniglarini  degistirerek Oliimiine neden olup olmayacad cevabini
vermelidir. Adli toksikologun ¢ogunlukla karsilastigi en gii¢ problem, analitik
bulgularin fizyolojik anlamini yorumlamaktir.

Uygulama yolunun belirlenmesi i¢in, toksikolog g¢esitli biyolojik sivi ve

doku orneklerinde yaptigi analiz sonuglarina bakmahdir. Genel bir kural
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olarak, zehir uygulama yerinde en yiiksek konsantrasyonda bulunur. Bu
nedenle zehirin gastrointestinal (GI) sistem ve karacigerde daha yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi oral yolla alimini; diger organlara gore akcigerde
daha yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ise inhalasyonla alindigini gosterir.
Kokain, eroin ve fensiklidin gibi bagimlilik yapan maddeler ¢ogunlukla sigara
ile igme seklinde alinir. Bu durumda bu maddelerin kendileri yaninda piroliz
(yanma) iiriinleri de inhalasyonla alinir. Bu maddelerin kendileri ile birlikte
yanma iriinlerinin de idrar, diger viicut sivilari ve dokularinda bulunmasi
duman seklinde alindigini gosterir. Ornegin duman seklinde alinan kokainin
piroliz tiriinii “crack” anhidrekgonin metilesteridir. Bu maddenin idrar veya
diger viicut sivilarinda ve kokainle birlikte yiiksek miktarda bulunmasi,
kokainin “sigara igme” seklinde alindigin1 gosterir.

Genel olarak, ilaglarin ve ksenobiyotiklerin , kan serum veya plazma
konsantrasyonlar1 ile fizyolojik etkileri arasinda bir korelasyon vardir.
Kimyasal maddelerin kandaki diizeyleri normal (ila¢ durumunda terapétik),
toksik ve letal olarak siniflandirilabilirler.

Olim durumunda kimyasal maddenin “postmortem kandaki”
konsantrasyonu degerlendirilir. Postmortem kan diizeyine, ilaglarin alimi ile
6liim arainda gegen siire, postmortem degisimler, kanin alindigi bolge ve
diger farmakokinetik 6zellikler etki eder. Kalp kani, femoral ven, thoracic
aorta gibi degisik yerlerden alinan kan 6rneklerinde analizi yapilan maddenin
konsantrasyonlari arasinda 6nemli farklar bulunabilir. Etil alkol, digoksin ve
imipramin gibi maddelerle yapilan arastirmalarda bu farkhilik gosterilmistir
(Poklis.A. 1996). Bu farkliliklarin bilinmesi 6liim nedeninin yorumunda
faydali olur. Bu nedenle; toksikolojik analizin (6zellikle adli olaylarda)
degerlendirilmesinde farkli yerlerden alman kan ve doku ornekleri ile

sonuglarin birlikte incelenmesi gerekir.
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Toksikolojik analiz sonucu bir rapor seklinde hazirlanarak ilgili
makama gonderilir. Adli toksikolojik analiz sonucu ile ilgili raporda:

a)  Otopsi yapilan kisiye ait genel bilgiler;

b)  Alinan numune gesitleri ve miktari ;

¢) Numunelere uygulanan izolasyon ve identifikasyon, kantitatif
analiz yontemleri (yararlanilan literatiir de belirtilir);

d) Viicut sivi ve dokularinda saklanan madde miktarinin o6liime
neden olup olmayacaginin yorumunu ve analizi yapan toksikologun imzasi

bulunmalidir.
Oliimle sonuglanmayan akut zehirlenmelerde ve madde bagimlhiligina

yonelik toksikolojik analiz sonuglari da benzeri sekilde belirli rapor

orneklerine gore hazirlanir.

3. ZEHIRLERIN BIiYOLOJIK MATERYALDE DOGRUDAN
ARANMASI

Akut zehirlenmelerde en 6nemli olay miimkiin olan en kisa siire iginde
zehirlenmeye neden olan maddenin identifikasyonu ve gerektiginde kantitatif
analizinin yapilmasidir. Kisinin kurtarilmasinda, antidot ve diger tedavinin
yapilabilmesinde zehirlenme etkeninin belirlenmesi hayati onem tasir.
Zehirlenmeye neden olabilecek maddelerin sinifi ve sayisi ¢ok gesitlilik
gosterir. Genelde zehirlenmeye neden olabilecek maddelerin sayisi en az
1500’iin iistiindedir ve bunlardan 250-300 kadari ile de sik zehirlenmeye
rastlanmaktadir (Fazla bilgi i¢cin Vural,N. 1996 ve Ellenhorn, M.J. 1997" ye
bakiniz).

Bilinmeyen bir madde ile zehirlenmede, miimkiin olan en kisa siirede
zehirlenmenin mahiyeti hakkinda bilgi toplamak gerekir. Bu nedenle mide
muhtevasi, idrar ve kanda 6nce dogrudan (direkt) 6n denemeler yapilir. Daha

sonra izolasyon ve destekleyici tarama testlerine gecilir.
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3.1. On denemeler

Zehirlenmeye neden olan maddenin identifikasyonunda yardimci
olacak ve kisa zamanda sonuca ulastiracak 6n denemeler mide igerigi, idrar ve
kan orneklerine uygulanir. Bu 6rneklerde yapilacak organoleptik éncelemeler
(renk, koku), pH ve kimyasal testler asagida agiklanmistir. Bu testlerde
kullanilan reaktiflerin hazirlanmasi kitabin sonunda verilmistir.

Numunenin kokusu : Karakteristik kokusu olan maddeler numuneye
kendi spesifik kokularini verirler. Bu nedenle idrar ve mide igeriginde bu
kokular algilanabilir. Ornegin :

a) Aromatik kokular

Fenolik koku ---------nceeee—- > fenoller, krezoller;
Eterli koku -------smeeeeeeev > eter;

Tathmsi koku ----=--mmmmem-- > kloroform, aseton;
Aci1 badem kokusu ---------- > siyaniir;

Menekse kokusu ---=---mn--- > turpentin;

Tiitlin kokusu --------=------ > nikotin;

Meyvemsi koku ------------- > alkol ve esterler;

Ayakkabi cilasi kokusu ----> nitrobenzen;
Armut kokusu --------=------ > kloralhidrat;
ile ilgilidir. Bunun disinda hidrojen siilfiir, karbon tetrakloriir, benzen,

piridin, naftalin, metil salisilat, formaldehit, anilin, merkaptanlar, amilnitrit,
bromoform, iyodoform, vanilin gibi maddeler kendine 6zgii kokulari ile
taninirlar.

b) Batici koku : Anorganik asitler, ugucu organik asitler ve
formaldehitle alinir.

c¢) Sarimsak kokusu : Elementel beyaz fosfor ve arsenik (kakodil oksit
deneyinden sonra) ile ilgilidir.

d) Burunda aksirtici etki ve koku salisilik asit ve veratrin tarafindan

verilir.
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Numunenin rengi : Renkli bilesikler bulundugu biyolojik sivida
¢oziinerek, numuneyi boyarlar.

a)Mide suyunun rengi : Anorganik tuzlar veya boyalar mide suyuna
kendi renklerini verirler. Ornegin:

Potasyum permanganat : pembe, viyole ;

Bakir tuzlari : yesil, mavi;
Nikel tuzlar s yesil;
Kobalt tuzlar : pembe;

Pikrik asit, nitrik asit  : sari;

Merkurokrom : parlak kirmizi renklenmeye neden olurlar.
Siilfirik asit, okzalik asit ile siyah ve kahve telvesi seklinde graniiller
© goriiliir. Ilag Kkapsiilleri boyalari ile mide suyunu renklendirirler. Ornegin.
sekonal kirmizi; nembutal, efedrin ve pronestil sari; delvinal turuncu renk
Verir.

b) Idrarda renklenme : Idrarda kahverengi siyah rengin bekleme ile
siddetlenmesi, fenoller, naftol, nitrobenzen, pirogallol, rezorsinol, krezol.
porfirinler ve melanin ile goriiliir.

Kirmizi  kahverengi klorokin, ibuprofen, pamakin, fenasetin.
fenotiazinler, fenitoin, trinitrofoneller ile olusur. Alkali idrarda ise bu renk.
antrokinon laksatifleri, levodopa, metildopa, parahidroksifen, piruvik asit ve
fenazopiridin ile goriiliir.

Kirmizi veya pembe renk aminopirin, anilin boyalari, antipirin,
iboprufen, fenasetin, fenitoin gibi maddelerle goriiliir. Alkali ortamda
antrakinon laksatifleri, eosin, rubarb, santonin, brom sulfalein; asit ortamda
anisindion, pancar ve bogiirtlen idrara pembe veya kirmizi renk verir.

Asit idrarda anisidindion, metronidazol, methemoglobin sari

kahverengi renk verir (Ellenhorn, M.S ve ark. 1997).
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3.2. Biyolojik materyale dogrudan uygulanan testler

Renk reaksiyonlan : Bir ¢cok ilag ve zehirler, yeterli konsantrasyonda
ve intaferans yapan maddelerin yoklugunda, uygun reaktiflerle karakteristik
renk verirler. Bu testlerin bir kismi pratik agidan spesifiktir. Ancak ayni
fonksiyonel grubu igerenler de reaksiyona girerler. Kullanilan renk
reaksiyonlarinin bu 6zelliklerini ayirt etmek gerekir.

Renk reaksiyonlari deney tiipiinde, kiigiik porselen kapsiil ve tiiplerde
uygulanabilir. Kullanilan malzeme ve reaktiflerin safligini kontrol etmek i¢in
(yalnig pozitif kontrolii) kér (blank) deney yapilmahidir. Ayrica aranacak
madde standardi ile (yanlis kontrolii) parelel olarak renk testi uygulanmahdir.

Idrara dogrudan uygulanan testler

Glukoz ve ketonlar “Labstix” testi veya Fehling deneyi ile aranir.
“Labstix” gibi uygun bir reaktifle emprenye edilerek hazirlanmis
seritler 10-15 saniye idrar i¢ine daldirildiktan sonra okunur. Idrarda
glukoz mevcudiyetinde, kan glukoz konsantrasyonuda tayin edilerek
aralarindaki korelasyon arastirilir.

Keton igin pozitif sonu¢ alinmasi durumunda aseton veya
izopropilalkol ile zehirlenmeden siiphelenilir. Bu test ayrica aglikta veya
diabetik ketozisde de pozitif ¢ikar.

Fehling deneyi : Idrarda glukoz ve ketonlar igin Fehling deneyi de
uygulanabilir: 1 ml idrar, 1 ml Fehling reaktifi (Fehling I ve 1l karisim) ile
yarim saat xaynar su banyosunda bekletilir. Sar1 kirmizi ¢ékelegin meydana
gelmesi, serbest aldehit veya keton grubu olan bilesiklerin (glukoz, fruktoz,
glukuronik asit, laktoz, mannoz) varligini gosterir. Ayrica kloroform,

kloralhidrat, trikloroetilen, ¢ok degerli fenoller, morfin, salisilatlar, amigdalin.
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mentol, o-naftil tiolire (ANTU) gibi bilesikler de Fehling, deneyine pozitif
cevap verirler.

Ucucu indirgen bilesikler (alkol ve aldehitler) dikromat testi ile
aranir : Deney tiipiine, 1 ml idrara 1 ml %10 sodyum dikromat (%50 H>SOj
icinde) ilave edilir. Eger idrarda %50 mg iistiinde etil alkol varsa 10 saniyede
. %75 mg alkol varsa 45 saniye i¢inde oda sicakhiginda yesil renk meydana
gelir. Deney, sicakta yapilirsa (karisim kaynar su banyosunda en az 2 dakika
bekletilirse) %20 mg alkoliin taninmas1 miimkiin olur.

Etil alkol disinda diger alkoller (metil alkol, izopropil alkol gibi) ve
aldehitler de dikromati indirgeyerek bu deneyle pozitif sonug verirler.

Demir-3- kloriir deneyi (genel) : Bir deney tiipiinde, 2 ml idrara, 2
damla %S5 lik demir-3-kloriir (ferri kloriir: FeCl;) ¢ozeltisi damlatilir. Sogukta
salisilatlarla viyole renk olusur. bunun disinda fenol, enol grubu igeren
bilesiklerle : a) 1 dakika sogukta bekletme; b) sicakta; c) 3 damla 2 N HCI

ilavesinden sonra 1sitma ile asagidaki renkler elde edilir. (Tablo 2)
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Tablo 2- FeCl; testi ile renk veren kimyasal maddeler

Cozelti veya cozeltinin rengi

Oda is1sinda Sicakta | 3 damla 2 N-HCI ilavesinden Renk veren
1 dakika sonra ve i1sitmadan sonra maddeler
Renkler
Mavi Kirmizi Pirogallol
Mavi-viyole | Kahverengi Acik Sari Bir degerli fenoller
(fenol, krezol, mor-
fin, dilaudid gibi
Mavi-viyole | Kahverengi Agik sari Floroglusin, pira-
agik sarl zoller(piramidon,
novaljin, veramon),
rezorsin
Viyole Viyole Viyole Salisilik asit ve sa-
lisilatlar, kodein,
santonin
Yesil Kirmizi, Kirmizi, kahverengi Apomorfin, adrena-
kahverengi lin, guajakol
Yesil Beyaz --- B-naftol
¢cokelek
Kirmizi Agikkirmizi Acik kirmizi Antipirin
Cokelek
Kirmizi sar1 | Kirmiz sari Coziinme olur Benzoat, ftalat ve
kafur
Beyaz Viyole Coziinme olur a-naftol
Mavi Mavi Mavi Ferrosiyaniir
Mavi Mavi Coziintr Gallik asit ve

tuzlar
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Salisilat aranmasinda destekleyici deney olarak Trinder testi
uygulanir: 1 ml idrara 5 damla Trinder reaktifi (FeCl;, HgNO; ve HCI ile
hazirlanir) damlatilir. Viyole renk salisilat veya salisilamid varligini gosterir.
Terapotik dozda alinan aspirin veya aminosalisilik asit pozitif sonug verir.
Trinder reaktifi, salisilatlarin tayininde kantitatif amagla da kullanilir (6zel
bdliime bakiniz.)

Trikloro bilesikleri icin Fujiwara deneyi : 1 ml idrara 1 ml %10
NaOH ve 1 ml tekrar distillenmis piridin ilave ederek 2 dakika kaynar su
banyosunda tutulur. Higcbir renk meydana gelmezse 2 ml idrar ilave edilir ve
tekrar 1sitilir. Piridin fazinda pembe kirmizi rengin meydana gelmesi trikloro
bilesiklerinin (kloroform, kloral, klorbutal, trikloroetanol, trikloroasetik asit)
bulundugunu gosterir. Deney , blank (kor) olarak segilen idrar ve standart
trikloroasetik asit ¢ozeltisi ile (kontrol) paralel olarak yapihr. Ciinkii
laboratuvar ortaminin reaktiflerle kontamine olmasi pozitif sonug verebilir.

Karbon tetrakloriiriin metabolitleri (triklorometil bilesikleri) Fujiwara
testi ile pozitif sonu¢ verebilir. Ancak karbon tetrakloriir kismen
triklorometile metabolize oldugu i¢in, her zaman pozitif sonug alinmayabilir.
Bu nedenle CCl, zehirlenmesinden siiphelenildiginde, ayrica hepatotoksisite
testleri yapiimalidir.

Imipramin, desipramin ve trimipramin i¢in Forrest deneyi : | ml
idrara, 1 ml Forrest reaktifi ilave edilir. Imipiramin, desipramin veya
tripiramin oldugunda yesil renk meydana gelir.

Fenectiazinler icin FPN deneyi : 1 ml idrara 1 ml FPN reaktifi ilave
edilir. Fenotiazin tiirevlerinden birinin mevcudiyetinde pembe, kirmizi.
turuncu viyole ve maviye kadar giden bir renk degisimi goriiliir.

Primer aminler icin onaftol-sodyum nitrit deneyi : Seyreltik

hidroklorik asitle asitlendirilmis 2 ml idrara, 3 damla %1 Na NO, ve 3 damla
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taze hazirlanmig %1 o-naftol %10 NaOH icine ilave edilir. Pembe rengin
varhigr p-aminofenol veya diger primer amin igeren bilesiklerden birinin
varligini  gosterir. p-aminopenol fenasetin, parasetamol ve anilinin
metabolitidir.

Parasetamol icin Kkrezol-amonyak testi : 0.5 ml idrara 0.5 ml
hidroklorik asit ilave edilir ve 100°C de 10 dakika kaynatilir. Diger bir tiipte.
karigimmn 2 damlasina 10 ml su, 1 ml %10 luk krezol (su i¢inde hazirlanmis)
ve 4 ml 2M amonyum hidroksit ilave edilir. Mavi rengin olusmasi
parasetamol varligini gosterir. Test ¢ok duyarhdir ve terapotik dozlarda da
pozitif sonug elde edilir. Asiri dozda alimindan giinlerce sonra ana madde ve
konjuge metabolitleri tanimlanabilir. Pozitif sonu¢ alindiginda, hemen
parasetamol plazma diizeyi tayin edilmelidir.

Etklorvinil icin difenilamin testi : 2 ml idrar iistiine birka¢ mg
difenilamin siilfat serpilir. Tiip egilerek yandan 1 ml siilfirik asit ilave edilir.
Etklorvinil varhiginda difenilamin kristalleri tizerinde kirmizi renk olusur. Bu
test sperifiktir ve terapétik dozda da pozitif sonug verecek duyarliktadir.

Parakuat ve dikuat icin ditionit testi : 1 ml idrara taze hazirlanmis
%0.1 lik sodyum ditionit ¢ozeltisinden (1 M-sodyum hidroksit i¢inde) ilave
edilir. Mavi rengin belirmesi parakuati gosterir. Dikuat ile yesil renk elde
edilir, ancak parakuat da bulunabilir.

Parakuatin alimindan 4 saat sonra alinan idrar rneginde de koyu mavi
renk elde edilmesi iyilesmenin gerceklesmedigini gosterir. Zehirlenmenin

siddeti plazma-parakuat diizeyinin 6lgiilmesi ile desteklenir.
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Mide iceriginde uygulanan 6n deneyler

Mide igerigi yukarda agiklandigi gibi 6nce koku, renk, goriiniis (bitki
pargalari, yemek artiklari, yabanci madde kalintilari) olarak incelenir. pH’i
saptanir. pH’nin yiiksek olmasi alkali alindigin1 gosterir.

Salisilatlar: Trinder testi ile aranir. 2 ml numuneye 2 ml 0.1 M
hidroklorik asit ilave edilir. 10 dakika kaynatildiktan sonra gerekirse siiziiliir.
Siiziintii 0.1 M sodyum hidroksitle notralize edilir ve 3 damla Trinder reaktifi
ilave edilir. Viyole renk salisilat varhgini gosterir. Aspirin hidroliz edildikten
sonra, Trinder reaktifi ile pozitif sonug verir.

Oksidan maddelerin (hipoklorit, bromat, klorat, iyodat, nitrat ve
nitritler) i¢in difenilamin testi uygulanir. 2 damla numune mide igerigi
stiziintiisii siilfirik asit i¢inde hazirlanan 1 ml %1 lik difenilamin ¢ozeltisine
ilave edilir. Hemen olusan koyu mavi renk oksidan bir anyonun varligin
gosterir. Ozellikle oksidan anyonlarin diger anyonlardan ayrilmasinda
kullanilan bir testtir.

Agik mavi renk organik maddeden kaynaklanabilir ve bu nedenle goz
oniine alinmamalidir. Etlerde prezervatif olarak kullanilan nitrit ve nitratlar da
(mide igeriginde bulunabilecek etten kaynaklanan) pozitif reaksiyon verirler.

Ferro (Fe™) ve ferrik (Fe™) iyonlarinin tanimlanmasinda
ferrosiyaniir ve ferrisiyaniir deneyi kullanilir. 2 damla 6rnege 3 damla 2 M
hidroklorik asit ve 1 damla %] lik potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi ilave
edildiginde olusan mavi ¢okelek (Turnbull mavisi) ferro iyonunun
mevcudiyetini  gosterir. Test, ferrisiyaniir ¢ozeltisi yerine ferrosiyaniir
¢ozeltisi kullanilarak tekrarlanir. Bu durumda olusacak koyu mavi ¢okelek

(Berlin mavisi) ferri iyonunun varligini gosterir.
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Organik fosfat yapisindaki ve diger kolinesteraz inhibitérlerinin
aranmasi : Kolinesteraz inhibisyonu reaksiyonuna dayanir. 2 ayri tiipe 3 ml
ditiyobisnitrobenzoik asit ¢ozeltisi 0.1 ml %5 asetil tiyokolin iyodiir ve 20
mikrolitre (il) normal serum ilave edilir. Birinci tiipe 0.2 ml su (kér deney),
ikinci tiipe 0.2 ml mide igerigi siiziintiisii ilave edilerek 2 dakika bekletilir. 2
tip arasindaki renk farki, organik fosfat esteri veya baska bir kolinesteraz
inhibitdrii varligini gosterir.

Fenotiyazinler, imipramin grubu, trikloro bilesikleri, etklorvinil,
parakuat ve dikuat mide igerigi siiziintiisiinde daha once idrarda agiklanan
testlerle aranir.

Kana dogrudan uygulanan testler

Kanda glukoz ve iire tayini yapilir. Kan sekeri insiilin, hipoglisemik
maddeler seker ve alkolle diiser. Ayrica parasetamol zehirlenmesinde olusan
karaciger hasarinin ilk doneminde de hipoglisemi goriiliir.

Kanda (serum veya plazma) salisilatlar, ugucu indirgen maddeler ve
kolinesteraz inhibitorleri daha 6nce agiklanan yontemlerle aranabilir. Bu
yontemler kantitatif amagla da kullanir. Yontemlerin ayrintisi ilgili maddeler
béliimiinde agiklanacaktir.

Karbonmonoksit, karboksihemoglobin (COHb) seklinde aranir. Kan
ornegi 0.01 M amonyak ile (1:20) oraninda seyreltilir. Beraberinde deney
normal kan ile tekrarlanir. Amonyakla seyreltilen normal kanin rengi hemen
sartya donerken %20 ve iistii oranda karboksihemoglobin igeren kan birka¢
dakika dayanan pembe renk verir. Sonucun diger deneylerle de desteklenmesi
gerekir.

Destekleyici deney olarak spektroskopik incelemeler ile yapilir : Kan
ornegi 0.01 M amonyum hidrokloriirle 1:200 oraninda seyreltilir. COHb sari

ve sari-yesil alanda (568 ve538 nm de) maksimum absorbans gosterir. Normal
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kanda oksihemoglobin (O,Hb) daha uzun dalga boyunda (576 ve 541 nm de)
maksimum absorbans gosterir. Kanda %40 ve iistinde COHb oldugunda
0,Hb ve COHb bandlar ayrilabilir. COHb bandlarinin daha iyi goriilmesi igin
numuneye indirgen (sodyum ditionit gibi ) bir madde ilave edilir. Bu durumda
O,Hb bandi kaybolarak, 555 nm de daha az siddetle hemoglobin (Hb) den
ileri gelen maksimum absorbans goriilir ve COHb bandlari daha belirgin

olarak segilir.

3.3. Bazn metalik zehirlerin biyolojik materyalde dogrudan
aranmasl

Arsenik, antimon, civa, bizmut, selenyum ve telliiryum gibi bakirdan
daha soy metalik zehirler (metal ve ametaller) biyolojik materyalde izolasyon
yapmadan dogrudan aranabilirler. On deneyler grubuna gore bu testler
arasinda en 6nemlisi Reinsch deneyidir.

Reinsh Deneyi

Reinsh deneyinin prensibi, asit ortamda bakirdan daha soy metal veya
ametal iyonlarinin (civa, giimiis, bizmut, arsenik, antimon, telleryum.
selenyum, kiikiirt) metalik hale gegerek bakir levha iizerinde toplanmasina
dayanir. Dogrudan dogruya, yikilama islemi gerekmeksizin, biyolojik madde
(kan, idrar, doku) kullanilabilir. Bakir levha veya bakir spiral tel izerinde
toplanan metal veya metal karigimlarinin kesin tanimlanmalari, Gettler ve
Kaye (1961) tarafindan gelistirilmis bir seri destekleyici deneylerle
(confirmatory tests) gerceklestirilir. Bu testler yari kantitatif amagla da
kullanilabilir.

Deneyin yapilisi : Biyolojik materyal olarak mide igerigi, bobrek veya

idrar  kullanilabilir. 25 g doku Waring blender veya benzeri bir
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homojenizatdrde uygun bir miktar su ile masere edilir. Numune olarak idrar
kullanilacaksa 10 ml, organ igeriginden ise 10 g alinir.

Bir erlenmayer icine konulan biyolojik madde tizerine 3-5 ml konsantre
hidroklorik asit (HCI) ilave edilir, numunenin asit konsantrasyonu %?2-8
arasinda kalmalidir.

1 cm’ den daha biiyiik olmayan bir bakir levha kullanilir. Bakir levhay:
tutmak i¢in platin veya nikrom telden yararlanilir. Bakir levha (1:1) seyreltik
HNO; igine ve sonra distile su igine daldirilarak temizlenir. Bakir levha
biyolojik materyal ve asit ilave edilerek hazirlanan karisim i¢ine daldirilir ve
kaynar su banyosu lizerinde 1-2 saat isitilir. (bizmut 2 saat ister). Karigimin
azalan hacmi, 1sitma esnasinda %10 HCI ilave edilerek, tamamlanir. | saat
sonra bakir levha alinir ve distile su ile yakandiktan sonra levha, filtre kagidi
arasinda bastirmadan kurutulur.

Bakir iizerinde toplanmis maddenin rengi, metalik zehirin cinsi
hakkinda bize 6n bilgi verir. $Sdyle ki:

Tel iizerindeki gimiisi bir renk : civa (Hg)

Parlak siyah renk : bizmut (Bi)

Mat siyah renk : arsenik (As)

Mor renk : antimon (Sb) oldugunu gosterir. (Bu test ile 20 ml ¢ozeltide
bulunan 50 pg civa, 5 pg arsenik, 20 (g antimon, 20 1 bizmut taninabilir).

Bakir levha iizerinde toplanan metallerin kesin identifikasyonlar
(Destekleyici deneyler):

Civa aranmasi : Bir saat camina filtre kagidi yerlestirilir ve sirasi ile :
1-2 damla (100 ml suda 5 g potasyum iyodiir ve 20g sodyum siilfit :
KI+Na,SO3; 7 H,O ile hazirlanan) ¢ozeltiden ve 1-2 damla %5 bakir siilfat
(5g CuSO,. 5 H>0O, 100 ml 1 N-HCI i¢inde ¢6ziiliir) ilave edilir. Distile su ile

yikanmig ve kurutulmus bakir levha bu karisimin (kupréz iyodiir : Cu, I, )
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iizerine konur. Saat cami ile kapatilir. 1 saat bekletilir. Bakir levha iizerindeki
birikinti civa ise, Cu,l, ile reaksiyona girerek , sar1 kirmizi bir renk (kupréz
merkurik iyodiir) belirir.

Bizmut aranmasi : Hg aranmasindan sonra bakir levha alinir bir tiipe
konur. Uzerine sirasi ile 1ml %5 lik sodyum siilfit, 1 ml %15°lik nitrik asit
(HNOs ) konarak karisim 5 dakika galkalanir. Bizmut varsa ¢ozeltiye geger.
Cozelti diger bir tiipe aktarilir. Uzerine 1 ml distile su, 1 ml kinin-Ki reaktifi
(1 g kinin siilfat, 100 ml %0.5 lik HNOs i¢inde ¢oziiliir. 2 g Kl ilave edilir,
(¢6ziinmesi saglanir). Bizmut oldugunda turuncu renk olugur. (Kinin-bizmut-
1yodiir.)

Arsenik ve antimon aranmasi : Bakir levha 0.5 ml %10 (KCN) ile
" c¢alkalanir. As ¢ozeltiye geger. Bu nedenle ¢ozeltide As, bakir levhada ise
antimon Gutzeit testi aranir.

Gutzeit Deneyi

1) Gutzeit deneyi en basit sekli ile bir tlip iginde yapilir. (Sekil la)
Deney tiipiiniin iginde 1 ml yukarda hazirlanan KCN’lii ¢ozelti (veya kalinti
olan bakir levha), 1 ml %20 lik H,SO4 , 1-2 saf graniil ¢inko, 1-2 damla kalay
kloriir (SnCl,) ilave edilir ve tiipiin agz1 sikica bir mantar tipa ile kapatilir.
Arsenik varsa, mantarin kenarindaki Civa-2-kloriir %5 lik (HgCl,) veya
giimiis nitrat (AgNO;) ile emprenye edilmis filtre kagidinda konsantrasyona
bagli olarak sari, turuncu, kahverengi ve siyah renge kadar degisen renk
tonlar1 (AgNO; ile siyah) goriiliir. Gutzeit testi, antimon mevcudiyetinde de
pozitif sonug verir. Fakat bu halde meydana gelen renk sari-siyahtir ve renk
daha ge¢ meydana gelir. Ayrica konsantre HCI dumanlari ile temasta,
antimon ile meydana gelen renk kayboldugu halde arsenik ile meydana gelen

renk sabit kalir.
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Gutzeit deneyinde, Reinsch testi uygulanan bakir levha kullanilabildigi
gibi,organik maddeleri yikilanmig idrar, kan, sag, tirnak gibi biyolojik
materyal (asit dijestiyon ¢ozeltisi) de kullanilabilir. (yikilama ve kiillestirme
i¢in bakiniz: Kaya, S., 1961; Giiley, M., Vural, N., 1975)

2) Gutzeit deneyi: As igin yari kantitatif olarak da uygulanabilir. Bu
amagla Sekil 1b deki aparey kullanilir.

Sekil 1b de goriilen erlenmayenin agzina lastik bir tipa ile yerlestirilen
kurutma tiipiine kursun asetat ile nemlendirilmis pamuk konur. Bu tiipiin
iistiine hazir olarak saglanan veya yaptirilabilen kanatlar yerlestirilir.
Kanatlarin lgiisii ve sekli sekil 1b de gosterilmistir. Bu kanatlar arasina civa-
2 bromiir (merkiiric bromiir) ile emprenye edilmis kuru filtre kagidi
(Whatman no:40 yuvarlak filtre kagidi, %95 lik alkolde %5 konsantrasyonda
hazirlanan civa-2 bromiir ile 2 dakika emperenye edilmis) yerlestirilir.

Erlenmayer igine, Reinsch testi uygulanmis bakir levha veya yikilama
uygulanmis biyolojik materyalin asit dijestiyon ¢ozeltisinden 20 ml konur, 15
ml %10 luk siilfirikk ve 5 g arsenik icermeyen ¢inko graniil ilave edilir.
Hidrojen ve arsin gazlarinin agiga ¢ikmasi i¢in 30 dakika (gerektiginde 1 saat)
bekletilir.

Reaksiyon sonucu arsin HgBr, ile emprenye edilmis filtre kagidinda
konsantrasyona bagli olarak saridan kahverengiye kadar degisen renk verir.
Safsizlik olarak bulunabilecek kiikiirtlii hidrojen, kursun asetatli pamuk
tarafindan tutulur.

Standart arsenik ¢ozeltisi ile hazirlanan renk skalasi ile karsilastirilarak

test yan kantitatif olarak da kullanilabilir. 5 g arsenik detekte edilebilir.

Zehirlerin izolasyon yontemlerine gore siniflandirilmalar
Analitik amagla bir ¢ok toksikologlar, zehirleri uygulanan izolasyon

tekniklerine gore baslica bes sinifta toplanir:

a) Ugucu zehirler : Biyolojik maddeden distilasyon veya difiizyon
yolu ile ayrilirlar. (CO, siyaniir gibi gazlar ve alkoller, benzen gibi organik
¢oziictiler).

b) Ucucu olmayan organik zehirler : Biyolojik ortamdan sivi
ekstraksiyon yontemi ile izole edilirler (barbitiiratlar, alkaloidler, birg¢ok
ilaclar).

¢) Metalik zehirler: Biyolojik maddeden kuru veya yas kiillestirme
(oksidasyon) islemi ile ayrilirlar (kursun, kadmiyum, civa gibi).

d) Toksik anyonlar : Biyolojik ortamdan dializ veya iyon degistirme
(ionexchange) teknikleri ile ayrilirlar (klorat, fosfat, tiosiyanat gibi).

e) Cesitli zehirler : (Ozel olarak aranmasi gerekenler): Yukaridaki
izolasyon teknikleri ile aranamayan ve her biri icin 6zel ektraksiyon islemleri.
iyon degistirme, iyon ¢ifti olusturma gibi yontemlerin uygulanmasi gereken

maddeleri kapsar (pestisitler, proteinler, glikozitler gibi).

4.1. Ucucu zehirlerin biyolojik materyalden distilasyonla

izolasyonlari

Bilindigi gibi distilasyon sivi bir maddeyi. kaynama noktasina kadar
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4. ZEHIRLERIN BiYOLOJIK MATERYALDEN iZOLASYON
TEKNIKLERI

Toksikolojik analizlerde, ¢ok sayida gesitli kimyasal maddelerin (2000
iistinde) aranmasi1 gerekmektedir. Bu maddelerin analizleri i¢in degisik
analitik kimya ve fizikokimyasal tekniklerden yararlanilmaktadir.
Cogunlukla aranilan zehirli madde ¢ok az miktarda (miligram ve hatta
mikrogram diizeyinde) oldugundan oncelikle bunlarin bulundugu ortamdan
ayrilmas1 ve saflandirmasi igin kullanilacak izolasyon yodntemleri ¢ok
onemlidir. Analitik toksikolojide, zehirler bu ayirma yodntemlerine gore
siniflandiriimistir. Bilinmeyen veya siipheli bir zehir 6nce bu genel izolasyon

yontem ve tekniklerine gére ayrildiktan sonra, nitel ve nicel analizleri yapilir.

30

BV I w A e AL A saman smm e = o &

yavas distile edilir. Bu sekilde sogutucudan gegerek buz iginde sogutulan
toplama kabinda distilat toplanir. Bu distilat ugucu zehirlerin aranmasi igin
kullanlir.

Kaynama noktasi 100° altinda olan &nemli ugucu zehirlere Grnek
olarak: Eter, etil bromiir, petrol eteri, aseton, kloroform, metil alkol, etil alkol,
izopropil alkol, benzen, etileﬁ kloriir, trikloroetilen verilebilir.

Su buhan distilasyonu ile ayirma : Her sivi maddenin sicakhk
derecesine bagli olarak belirli bir buhar basinci vardir. Bir gaz akimi ile buhar
sivi iizerinden uzaklastirihrsa, o madde tekrar dengeyi saglamak i¢in
buharlasir. Uygulamada bu amagla su buhari kullanilir. Genellikle kaynama
noktalari suyunkinden oldukga yiiksek olan maddelerin igine su buhar
yollandig1 zaman, bu maddeler o sicakliktaki buharlasma basinci oraninda
buharlagir. Sonra bu buharlar, su buhari ile birlikte sogutucudan gegerek
yogunlasirlar.

Sekil (2) de su buhari distilasyonu apareyi goriilmektedir. Numune “B”
balonuna 1/3 inii gegmeyecek sekilde konur ve gelen su buharin
yogunlagmamasi ig¢in 6nceden balon “B” isitilir. Balona uygun bir sogutucu

baglandiktan ve oniine toplama kabi (C) yerlestirildikten sonra, kuvvetli bir su




Zehirlerin izolasyon yontemlerine gore simflandiriimalar

Analitik amagla bir ¢ok toksikologlar, zehirleri uygulanan izolasyon
tekniklerine gére baslica bes sinifta toplanir:

a) Ucucu zehirler : Biyolojik maddeden distilasyon veya difiizyon
yolu ile ayrilirlar. (CO, siyaniir gibi gazlar ve alkoller, benzen gibi organik
coziiciiler).

b) Ucucu olmayan organik zehirler : Biyolojik ortamdan sivi
ekstraksiyon yontemi ile izole edilirler (barbitiiratlar, alkaloidler, bir¢ok
ilaclar).

¢) Metalik zehirler: Biyolojik maddeden kuru veya yas kiillestirme
(oksidasyon) iglemi ile ayrilirlar (kursun, kadmiyum, civa gibi).

d) Toksik anyonlar : Biyolojik ortamdan dializ veya iyon degistirme
(ionexchange) teknikleri ile ayrilirlar (klorat, fosfat, tiosiyanat gibi).

e) Cesitli zehirler : (Ozel olarak aranmasi gerekenler): Yukaridaki
izolasyon teknikleri ile aranamayan ve her biri igin 6zel ektraksiyon iglemleri.
iyon degistirme, iyon cifti olusturma gibi yontemlerin uygulanmasi gereken

maddeleri kapsar (pestisitler, proteinler, glikozitler gibi).

4.1. Ucucu zehirlerin biyolojik materyalden distilasyonla
izolasyonlan

Bilindigi gibi distilasyon sivi bir maddeyi, kaynama noktasina kadar
isitarak buhar haline getirmek ve bu buhar yogunlastirarak ayri bir kapta
toplamaktir. Ugucu zehirlerin distilasyonu, kaynama noktasi ve su buhari ile
siiriiklenmelerine gore 2 sekilde yapilmaktadir.

Normal distilasyonla kaynama noktalarnn (k.n.) 100°C altinda
zehirlerin ayrilmalari: Bunun igin normal distilasyon apareyi kullanir.

Distilasyon balonuna bir miktar mide igerigi, kusmuk, idrar veya kan gibi
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incelenecek ornek konur ve kaynar su banyosunda veya bek alevinde yavas
yavas distile edilir. Bu sekilde sogutucudan gecerek buz iginde sogutulan
toplama kabinda distilat toplanir. Bu distilat ugucu zehirlerin aranmasi igin
kullanilir.

Kaynama noktasi 100° altinda olan &nemli ugucu zehirlere Ornek
olarak: Eter, etil bromiir, petrol eteri, aseton, kloroform, metil alkol, etil alkol,
izopropil alkol, benzen, etileﬁ klortir, trikloroetilen verilebilir.

Su buhan distilasyonu ile ayirma : Her sivi maddenin sicaklik
derecesine bagli olarak belirli bir buhar basinci vardir. Bir gaz akimi ile buhar
stvi lizerinden uzaklastirilirsa, o madde tekrar dengeyi saglamak igin
buharlasir. Uygulamada bu amagla su buhari kullanilir. Genellikle kaynama
noktalar1 suyunkinden olduk¢a yiiksek olan maddelerin igine su buhari
yollandig1 zaman, bu maddeler o sicakliktaki buharlagsma basinci oraninda
buharlagir. Sonra bu buharlar, su buhari ile birlikte sogutucudan gegerek
yogunlasirlar.

Sekil (2) de su buhari distilasyonu apareyi goriilmektedir. Numune “B”
balonuna 1/3 iinii ge¢meyecek sekilde konur ve gelen su buharini
yogunlagmamasi igin 6nceden balon “B” isitilir. Balona uygun bir sogutucu
baglandiktan ve 6niine toplama kabi (C) yerlestirildikten sonra, kuvvetli bir su
buhari akimi (A) balon iginde gegirilmeye baslanir. Distilasyona sogutucudan
akan damlalar berrak oluncaya kadar devam edilir. Toplama kabi buz iginde

sogutulur.
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Sekil 2- Su buhan disitilasyon apareyi.

Tablo-2 Su buhari ile u¢an zehirler

Aldehitler
Alkoller

Aseton

Benzen

Benzin

Benzoik asit
Esansiyel yaglar
Eter

Fenoller
Formaldehit

Fosfor (sar1)

Fuzel Yaglari
Guayakol
iyodoform

Kafur

Karbon tetraklortir
Karbon siilfiir
Kloral hidrat
Kloroform

Koniin

Krezoller

Kroton yagi

Ksilen

o~ ve B- nofrol

Nikotin

Nitrobenzen

Paraldehit

Piridin

Salisilik asit ve esterleri
Siyaniir
Tribromoetanol

Timol

Toluen




Su buhan ile u¢an zehirleri, distilasyon ortamina gore ikiye
ayirabiliriz:

1) Asit ortamda su buhan ile u¢an zehirler : Asit veya notral
yapidaki ugucu bilesikler asit ortamda su buhari ile ugarlar. Bunun i¢in analiz
maddesinin 1/6 s1 balona konur. Eger numune asit ise 6nce doymus sodyum
bikarbonat ¢ézeltisi ile nétrallestirilir. Sonra %10 tartarik asit veya seyreltik
siilfirik asitle pH 5’e getirilir ve 50 ml distilat toplanacak sekilde su buhari ile
distile edilir.

2) Kalevi ortamda su buhan ile u¢an zehirler : Numune seyreltik
NaOH veya kati magnezyum oksit (MgO) ile pH 8 olarak sekilde
kalevilendirilir. Anilin, amfetamin, kloral, hidrat, kloroform (kloral hidrat
kalevi ortamda kloroforma déniiserek distile olur), nikotin, koniin alkali
ortamda distile olurlar.

Distilatta ucucu zehirlerin aranmas :

Elde edilen distilatta ugucu zehirler, asagidaki sekilde aranir:

a) Distilatin kokusu kontrol edilir. Bir cok bilesikler karakteristik
kokusu ile tanimlanabilir (fenol, benzen, CS, gibi)

b) Distilatin reaksiyonu kontrol edilir (Turnusol kagidi ile asit veya
kalevi 6zelligi arastirilir).

¢) Distilatta kimyasal 6n denemeler yapilir.

Bu 6n denemeler igin ¢ok ¢esitli reaksiyonlari yapmak miimkiinse de.
en uygun olan fonksiyonel gruplara dayanarak yapilan genel deneylerdir.
Organik bilesige alkol, aldehit, keton gibi 6zelligi veren gruplarin tanima
reaksiyonlar1 ile distilattaki maddenin kimyasal sinifini tayin etmek
miimkiindiir. Bu reaksiyonlar ya renkli bilesiklerin olusumuna (kromotropik
asit, Fujiwara deneyleri gibi), karekteristik koku olusmasina (iyodoform
deneyi, izonitril deneyi gibi) veya ¢okelek (karekteristik renkte) olusmasina

(ksentogenat deniyi gibi) dayanmaktadir.
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d) Genel fonksiyonel grubu belirlenmis maddeyi, hem kendi grubu
icinde hangi bilesik oldugunu ve hem de yukaridaki ilk bulgularin sonuglarini
kesinlestirmek igin 6zel reaksiyonlar tatbik edilir. Ugucu organik zehirlerden
baska, ugucu olmayan organik zehirlere de uygulanan bu genel ve ayirt edici
ozel reaksiyonlar tablo 4’de gosterilmistir. Deneylerin yapihisi zehirlerin 6zel
aranmalar1 boliimiinde acaklanmigtir. Bu deneylerin bir kismi daha 6nce

“biyolojik sivilara dogrudan uygulanan deneyler kisminda da agiklanmistir.
4.2. Ucucu zehirlerin mikrodifiizyon yontemi ile izolasyonlari

Az miktarda ugucu zehirlerin dokulardan izole edilmesinde kullanilan
diger bir teknik mikrodifiizyon yontemidir. ilk kez Feldstein ve Klendshoj
tarafindan uygulanan bu teknik i¢in Conway’in mikrodifiizyon diizenegi
kullanilmaktadir. (Sekil 3) Bu yontemle ayrica ugucu zehirlerin identifikas-
yonu ve kantitatif analizi de yapilabilir.

Prensip : Kapali bir sistemde analizi yapilacak biyolojik materyal ve
bu &rnekten ugucu zehiri agiga c¢ikaracak reaktif (liberating agent) dis
odacikta ve serbest hale gegen ugucu zehiri tutan ¢oziicii (absorban) ise i¢
odacikta bulunur. Oda sicakligi veya 37°C de dis odacikta buhar veya gaz
haline gecen ugucu zehir, bu kapali sistemde difiizyona ugrayarak i¢
odaciktaki ¢oziicii iginde ¢oziiniir. Bu sekilde sistemde bozulan buhar basinci
dengesinin saglanmasi i¢in biyolojik materyaldeki ugucu zehir bitinceye
kadar, buharlagsma, difiizyon ve i¢ odaciktaki absorpsiyon olay: devam eder.
Boylece biyolojik maddedeki ugucu bilesigin saf bir ¢dziicii i¢ine aktariimasi
yani izole edilmesi miimkiin olur. i¢ odaciga ilave edilen uygun bir reaktifle
ugucu bilesigin taninmasi i¢ odacikta yapilabildigi gibi, ugucu maddenin
¢oziindiigi ¢ozelti bir mikro tiipe alinarak kalitatif ve kantitatif analizini

yapmak miimkiindiir.
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Tablo 4- Distilasyonu ile izole edilen u¢ucu zehirlerinn grup reaksiyonlari:

Genel reaksiyonlar

Uygulandigi gruplar

Asit ortamda kromatla oksitleme

Alkoller, aldehitler, doymamis hidrobarbonlar

Fehling ¢ozeltisinin indirgenmesi

Aldehitler, kloroform, kloralhidrat

Nesslereaktifi ile:
a.Renk reaksiyonu

b. Indirgenme

Kiigiik molekiillii aminler, amonyak ve amonyum
tuzlari.

Aldehitler, pirimer ve sekonder alkoller,
kloroform, kloralhidrat

Schiff reaktifi ile renk reaksiyonu

Aldehitler ve alkoller (oksitlendikten sonra)

Kromotropik asit deneyi

Formaldehit, metil alkol (oksitlendikten sonra)

Legal deneyi (pentasiyano nitrozo demir-3
ile)

Aktif metilen grubu olan bilesikler (ketonlar.
asetil aseton, indol, pirol, rezorsin gibi)

Fujiwara reaksiyonu (piridin+NaOH+1s1)

Polihalojenik bilesikler (kloroform, trikloroasetik
asit gibi)

Izonitril reaksiyonu
(AnilintNaOH+is1)

Klorlu hidrokarbonlar, primer aminler ve
hidrolizle bu bilesikleri verenler

Indofenol reakisyonu
(Fenol+Oksijen veya nitroz asitle)

Anilin ve hidrolizle anilin veren bilesikler
(asetanilid, fenasetin, anestezin, novakain,
siilfonamid, dulsin gibi)

Demir-3-kloriirle

Fenol ve fenol tiirevleri, enol grubu veren
maddeler (asetil aseton, piramidon, tiyosiilfat,
ferrosiyaniir)

Millon reaksiyonu
(Metalik civa+HNO; ile nitrolama)

Fenoller (serbest ve p-substitiie fenoller)

Diazo reaksiyonu

Aromatik primer aminler (anilin ve hidrolizle
anilin veren bilesikler)

Ksentogenat reaksiyonu
(ROH+CS,+KOH)

CS, , primer alkoller

Iyodoform reaksiyonu
(Etil alkol+iyot+NaOH)

Etil alkol, asetaldehit, aseton, laktik asit

Prusya mavisi olugmasi

Siyantirler

Guignard deneyi
(izopurpurat olugmast)

Siyaniir ve pikrik asit
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Conway mikrodifiizyon apareyi : Mikrodifiizyon yéntemini ilk defa
Conway , biyolojik materyalde amonyak tayini igin uygulamistir. Bu amagla
gelistirdigi apareye “Conway mikrodifiizyon cihazi” adini vermistir.

Deneyin Yapilisi : Sekil 4’de goriildiigii gibi Conway mikrodifiizyon
apareyi petri kutusuna benzeyen cam, porselen veya polietilen iki odacikla,
disa sizinti vermeyen kenarlari tragh bir kapaktan meydana gelmistir. Genel

olarak uygulama asagidaki sekilde yapilir:

s

listten goriiniis

kapak

Enine kesit

Sekil 3- Conway mikrodifiizyon apareyi.
a) Conway mikrodifiizyon cihazinin dis odacigina, ugucu zehirin

aranacagl biyolojik materyal ilave edilir. Genellikle 2-5 ml kan, idrar veya
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homojenize organ numunesi konur. Ayni yere ugucu zehri serbest hale
gecirecek reaktiften 1 ml ilave edilir.

b) I¢ odaciga ise bu ugucu zehri aborbe edecek ve renk reaksiyonu
verecek olan reaktiflerden 2’ser ml ilave edilir.

¢) Bu islemlerden sonra apareyin agzi derhal kapatilir ve difiizyon igin
bekletilir. Genellikle kan ile ¢alisirken oda sicakliginda 2 saat, dokularla
calisirken 37°C de 3 saat beklemek yeterlidir.

Tablo 5’de, gesitli ugucu zehirlerin Conway mikrodifiizyon cihazi ile

aranmasinda kullanilan reaktifler gosterilmistir.

Tablo 5- Conway mikrodifiizyon apareyinde ugucu zehirlerin aranmasi

DIS ODACIK iC ODACIK

Aranacak Zehiri agiga cikaran | Absorban | Renk reaktifleri

Zehir reaktifler reaktifler | ve sonug

CcO % 10 H,SO, PdCl,— Siyah

Siyaniir % 10 H,SO4 % 10 NaOH | FeSO,+HCl—mavi |

Klorlu -—-- 1 ml saf 1 ml % 30 NaOH+ saf

hidrokarbonlar toluen piridin—kirmizi

Alkoller

(etil-metil-, Doymus Na,CO; Ansties reaktifi—Yesil

izopropil-) (KoCr,04+H,S0,)

Metil alkol Doymus Na,COs H,SO, Kromotropik asit—viyole

Fenoller % 10 H,SO, % 10 NaOH | Folin-fenolftalein—mavi

Fosfiir Doymus Na,CO; HNO; % 5 AgNO;—kahverengi |
% 10 Amonyum molibdat+
IS1— sari J/

Siilfiir % 10 H,S0,4 % 10 NaOH | a)% 10 Pb asetat—siyah |
b)% 10 Cd asetat— sar1

38




4.3. Ugucu olmayan organik zehirlerin ekstraksiyonla biyolojik
materyalden izolasyonlar:

Ugucu olmayan organik maddeler, analitik ve forensik toksikologlarin
ilgilendigi en biiyiik grubu (hemen tiim maddelerin %90°1) olusturur. Bu
grupta kaynama noktalar: yiiksek sivi ve kati haldeki maddeler &rnegin tibbi
ilaglar, bagimlilik yapan maddeler, pestisitler, dogal kaynakli zehirler, ¢evre
kirleticileri, endiistriyel maddeler bulunur. Bu maddelerin biyolojik
materyalden izolasyonlarinda sivi-sivi, kati-sivi gibi fraksiyonlu ekstraksiyon
yontemleri kullanilir. Ekstraksiyon kosullarina gére organik zehirler, tekrar alt
siniflara ayrilir. .

Akut zehirlenmelerde, biyolojik materyal olarak kullanilan kan, idrar ve
mide igerigi gibi 6rneklere ekstraksiyon iglemleri dogrudan uygulanir. Ancak
olim halinde, karaciger ve diger doku orneklerine dogrudan ekstraksiyon
uygulanamaz. Doku homojenatlarina 6n iglem olarak ¢ok eski bir yontem olan
Stas-otto, cok daha yeni bir teknik olan enzim dijestiyon yontemi uygulanir,
Bu yontemlerin prensibi kisaca asagida agiklanmistir.

Sulu fazin hazirlanmasi i¢in kullanilan toksikolojik ydntemlerin
¢ogunun dayandigi prensip, biyolojik maddenin ihtiva ettigi protein, lipit,
seliiloz,boya gibi maddeleri uygun ¢oziicii ve islemlerle uzaklastirmaga
dayanmaktadir.

Bu amagla kullanilan yontemlerin en eskisi ilk kez Stas (1850)
tarafindan postmortem dokudan nikotini izole etmek igin gelistirilen “*Stas™
yontemidir. Daha sonra bu yéntem Otto tarafindan modifiye edilerek “*Stas-
Otto” yontemi olarak literatiire ge¢mistir. Klasik bir yontem olan Stas-Otto
teknigi ile alkaloidlerin ve diger organik zehirlerin dokulardan izolasyonu
uzun ve yorucu bir caligma gerektirdigi ve ayrica yabanci maddelerin

tamamen uzaklastirilmamasi nedeniyle daha sonraki arastiricilar tarafindan
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modifiye edilmistir. Bu tekniklerde, gesitli organik zehirlerin asit veya kalevi
ortamdaki ¢oziiniirliikleri ile birlikte segici ¢oziinirlikleri de goz oniinde
tutulmustur.

Stas-Otto-Ogler, Feldstein-Klendshoj, Umberger, Daubney-Nikolls'un
yontemleri bu prensiplere gore gelistirilmistir.

Asagida uygulama alani genis ve yiiz yildan daha fazla bir zamandan
beri kullanilmakta olan modifiye Stas-Otto teknigi agiklanmistir. Bu yontem
halen iilkemizde Adli Tip Kurumunun toksikoloji laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir.

Modifiye Stas-Otto Yontemi : 200 g dondurulmus ve Kkiyilmis
(homojenize edilmis) doku, tartarik asitle asitlendirilir, 400 ml etil alkol ile
blenderde homojenize edilir. Karigim su banyosunda bir saat bekletilir. Isiya
dayaniksiz alkaloidler olma ihtimali varsa, sicaklik 60°C altinda tutulmalidir.
Daha iyisi karisim bir gece bekletilmelidir. (Dokutetil alkol) karigimi
sogutularak siiziiliir. Ayni islem bir kere daha kalintiya etil alkol ilave
edilerek tekrar edilir. Genis agizh bir kapsiil iginde birlestirilen siiziintiiler
hafif sicak hava akiminda su banyosu iizerinde ugurulur (vakumda distilasyon
tercih edilir). 100 ml sicak etanol ilavesiyle surup kivaminda bir ¢ozelti elde
edilir. 100 ml sicak etil alkol, kiigiilk porsiyonlar halinde ilave edilerek
karistirihir. Elde edilen ekstrakt dekante edilir.

Sonugta graniil halde kuru bir kalinti kalir. Eger kalinti halen yapiskan
goriiniimde ise o zaman sicak alkolle ayni isleme devam edilir. Dekante
edilen siiziintiiler birlestirilerek ugurulur. Elde edilen bu kalintilar birkag
damla siilfirik asitle asitlendirilmis 100 ml su ile ekstrakte edilir ve
miimkiinse bir gece bekletilir. Aksi halde bir erlenmayer i¢inde asitli su ile |
saaat galkalanir. Eger bakiye yagl ise sulu ekstrakt dekante edildikten sonra

100 ml asitli su ile ekstraksiyon tekrarlanir. ki ekstrakt sogutulduktan sonra
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birlestirilir ve siiziiliir (pilili Whatman No 1 filtre kagidindan). Boylece elde
edilen siiziintii ikinci kademedeki fraksiyonlu ekstraksiyon icin hazirlanmis
olur.

Ekstraksiyonla izolasyon

Bilindigi gibi ekstraksiyon sulu fazda ¢éziinmiis bir maddenin, su ile
karigmayan organik bir ¢oziiciiye ¢alkalayarak bu organik faza gegirilmesi
islemidir. Sulu fazda ¢oziinmiis bir gok maddeler iginden, uygun ortam ve
¢Oziicii segimiyle arayacagimiz  organik zehri organik faza alarak
saflandirmak miimkiin olur. Biyolojik materyalden 6n islemlerle (Stas-Otto
veya modifiye metodlari) elde edilen ekstrakt veya kan, idrar, mide icerigi
gibi sivilardan ekstraksiyonla organik zehirler ayrilabilir. Prensip olarak.
iyonize halde olmayan organik maddeler, organik c¢oziicii fazina
gecirilebilirler.  Bu nedenle ugucu olmayan organik zehirlerin
ekstraksiyonunda 2 faktor rol oynar :

a)  Organik maddelerin kimyasal yapisi (asit, baz, néotral veya
amfoter 6zelligi);

b) Iyonlasmamis halde olan organik maddenin, organik ¢oziciide
¢oziinebilme 6zelligi. '

(Coziicii olarak en ¢ok eter veya kloroform kullanilir. Bunun disinda etil
asetat, izopropil alkol, biitil alkol, petrol eteri, siklohekzan da kosullara gore
kullanilabilir.

Sulu fazda bir maddenin iyonlagsma derecesi, o maddenin kimyasal
yapisina bagh olarak pKa degerine gore degisir. Buna gore asit karakterdeki
maddeler asit ortamda, kalevi yapidaki maddeler ise alkali ortamda serbest

organik molekiil (noniyonize) halde bulunurlar:
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RCH,COOH + H,O A RCH,CO + [H:0]"

R-NH; + H;0 A [RNH;]" + OH

Notral maddeler ise asit veya kalevi ortamda organik faza gegebilirler,
¢iinkii ortamin pH sina bagimli olmaksizin  gogunlukla iyonlasmamis
sekildedirler.

Ucucu olmayan zehirlerin ekstraksiyon Kosullarina gore
siniflandirilmalarn

Ucgucu olmayan organik zehirleri, organik faza gecebildigi ekstraksiyon
kosullarina gére 5 siifta toplamak miimkiindiir. Organik kuvvetli asitler:
organik zayif asitler; organik bazlar; organik nétral maddeler ve organik
amfoterik maddeler.

A) Asit ortamda ekstrakte edilebilen zehirler (Organik asitler ve
notral maddeler): Bu maddeler asitli sulu ortamdan (pH 2) eter veya
kloroformla ekstrakte edilebilirler. Asit ortamdan organik ¢oziiciye gegen
organik maddeler kuvvetli asit, zayif asit veya notral 6zellikte olabilir. O
halde bu grubu 3 alt sinifta toplayabiliriz :

a;) Kuvvetli asitler : asitli ortamda eter veya kloroform fazina gegen bu
maddeler, sulu sodyum bikarbonatla (NaHCOs;, pH 7.5) ile ekstrakte
edilebilirler. (A, fraksiyonu)

Asetil salisilik asit, p-amino benzoik asit, ¢inkofen (cinchophen) sitrik
asit, okzalik asit, sakkarin, salisilik asit, sulfisoksazol (sulfisoxazole) ornek
verilebilir.

a,) Zayif asitler : Bu grup maddeler ise, eter veya kloroform fazindan
. daha kuvvetli kalevi ortamda (NaOH li ortamda) sulu faza gecerler. NaHCO;
cozeltisinde (pH 7.5) ¢oziinmezler. (A, fraksiyonu) Barbitiiratlar, glutetimid,

fenil butazon, parasetamol ornek verilebilir.
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Numune

(idrar, mide igerigi, kan veya serum, sivi doku ekstrakt)

v

Organik goziicii

NaHCO; ¢ozeltisi ile

ekstraksiyon

V' A

U
pH 3’e ayarlanir (kuvvetli asit ortam)

U

Organik ¢oziicii ile (eter veya kloroform) ekstraksiyon
U

fazi Sulu faz

Asit ve notral maddeler Bazlar ve amfoter maddeler
pH 8’de organik ¢oziicii ile
ekstraksiyon
Organik faz Bazlar Sulu faz

Sulu faz Organik faz

Kuvvetli asitler  zayif asitler

(A, fraksiyonu)
(UV’de incelenir)

N20OH ile ekstraksiyonu

(B) fraksiyonu) Amfoter maddeler
(ITK,GC,GC/MS’de
incelenir) hidroliz

pH 3’de HCl ile hidroliz

V'

Sulu faz
Zayif asitler
(A, fraksiyonu)

(UV’de incelenir)

A
Organik faz
Nétral maddeler
(C) fraksiyonu
(ITK,GC ve GC/MS’de

incelenir)

!

PH 8.5-9.5 ayarlanir.

v

Organik ¢oziicii ile

ile ekstraksiyon

!

Organik faz

amfoter maddeler (D) fraksiyonu

(TLC,GC,GC/MS de incelenir.

Sekil 4- Fraksiyonlu ekstraksiyonla organik zehirlerin ayrilmasi.
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a;) Hidrofob nétral maddeler : Asit eterde ¢oziinen maddeler, NaOH
veya NaHCO;’l1 sulu faza gegildikten sonra eter veya kloroform fazinda
noétral maddeler kalir. Bunlar organik fazda ¢oziinebilme &zelliginde
olduklarindan “hidrofob nétral maddeler ” adini alirlar.(C fraksiyonu)

Asetaniliid, asetofenetidin, amidopirin, antipirin, bromural, kafein,
emetin, mebrobamat, fenil salisilat 6rnek verilebilir.

B) Kalevi ortamda seyreltik NaOH ile kalevilendirilmis eter veya
kloroforma gecen bilesikler :

b;) Kalevi 6zellikte maddeleri igerirler. Bir ¢ok alkaloidler, amfetamin,
amitriptilin, imipramin, kafein, kinin gibi azotlu bazlar bu gruba girerler. (B
fraksiyonu)

b,) Sulu faz ise organik amfoter (morfin gibi) maddeleri igerir. Bu
maddeler, sulu fazin konsantre HCI ile isitilmasindan sonra, pH 8,5 - 9.5
da organik ¢oziicii ile ekstrakte edilerek ayrilirlar (amfoter maddele
D fraksiyonu).

Sekil 4’de kan, idrar ve mide sivisina uygulanan fraksiyonlu
ekstraksiyon semasi ( sistemik ekstraksiyon ) gosterilmistir.

4.4. Enzim yikilama yontemi ile organik zehirlerin izolasyon ve
ayrilmalan

Adli toksikolojide, postmortem mide igerigi, kan ve idrardan
toksik maddeler yukarida agiklanan ekstraksiyon yontemleri ile izole
edilebildikleri gibi “immunoassay yontemleri” ile de dogrudan
analizleri yapilabilir. Ancak 6liimle sonuglanan olaylarda karaciger gibi
doku ornekleri de analiz i¢in kullanilir.

Dokulardan  zehirlerin  izolasyonunda kullanilan  Stas-Otto  ve

ekstraksiyon yontemi, klasik protein ¢oktiirme yontemleri yaninda “enzimatik
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yikilama: dijestiyon yontemi” zehirlerin genel tarama yontemlerinde, 6n islem
olarak tercih edilen bir tekniktir. B&ylece proteini uzaklastirilmis doku
filtratina sistematik ekstraksiyon uygulanabilir. Asagida anabilim dalimizda
cesitli pestisit ve ilaglarin karaciger homojenatinda uygulanan “enzimatik
yikilama” yontemi kisaca agiklanmistir. (Ayrintili bilgi i¢in :Vural, N, Aksu,
San, N., 1994°¢ bakiniz.)

Enzimatik yikilama ydnteminin prensibi, plazma ve dokularda proteine
baglanmis ilacin (protein-ilag) proteolitik bir enzimle serbest hale
gecirilmesinden sonra ekstraksiyona tabi tutulmasidir. Bu amagla papain,
tripsin, subtilisin gibi enzimler kullanilir. Bu enzimlerle doku homojenat,
enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum kosullarda (6rnegin papain
ve tripsin i¢in optimum pH 7-8, optimum sicaklik 30°C dir) belirli bir siire
inkiibe edilir.

Teknik : Zehirlenme siiphesi ile alinan karaciger dokusundan 5 gram
kesit tartilarak, 10 ml su ile teflon baslikli homojenizatérde homojenize edilir.
Yikilama i¢in papain kullanilacaksa, homojenata gram doku basina 500 mg
papain (500 mg papain/g doku), 0,002 M EDTA ve 25 ml 0.02 M pH 7.4 olan
fosfat tamponu ilave edilir. 37°C de 2 saat termostath calkalamali su
banyosunda inkiibe edilir. Tripsin kullanildiginda 1 mg tripsin /g doku olarak
enzim ve pH 7.4 olan fosfat tamponu kullanilir. Inkiibasyon 37°C de 3 saat
olarak uygulanir.

Inkiibasyondan sonra karigim 30 dakika elektrikli su banyosunda isitilir
ve siiziiliir. Siiziintiiden genel ekstraksiyon semasina gére ugucu olmayan
organik zehirler (ve ilaglarin) izolasyonu yapilir. [zolasyon verimini arttirmak
icin Amberlite XAD-2 (batch) yontemi ile ekstraksiyon yapilmasi uygun olur.
Asagida bu yontem agiklanmistir.
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Amberlit XAD-2 ile organik zehirlerin ekstraksiyonu

Polimerik ozellikte adsorbanlarin zehirlerin biyolojik materyalden
izolasyonlari son 20-30 yilda énem kazanmistir. Amberlit XAD-2 poroz ve
hidrofobik ©zellige sahip olan ¢apraz baglh polistiren divinil benzen
polimeridir. 20-50 mesh biiyiikliigiinde, beyaz suda ¢6ziinmeyen kiirelerdir.
Genis yiizey alani ve noniyonik 6zelligi nedeniyle bu regine suda &ziinen
organik maddeleri adsorbe eder. Bu adsorbe edilen maddeler polimerden
uygun bir c¢oziicii ile (eliisyon c¢oziiciisi) geri elde edilebilirler (eliie
edilebilirler). Amberlit XAD-2 recinesi ile ekstraksiyonda, ekstraksiyon
verimi (1) biyolojik materyalin (idrar, kan, doku homojenatindan elde edilen
siiziintiiniin ) pH’si; (2) numune (ml)/regine (g) oranina; (3) eliisyon
¢oziiciisiinii polaritesine baghdir.

Amberlit XAD-2 ile izolasyon ve ekstraksiyon islemi idrar, kan, safra
suyu ve karaciger homojenatina (dogrudan veya enzimatik yikilama
isleminden sonra) veya biyolojik materyalden hazirlanan 6rnege regine ilave
ederek (bafch teknigi) uygulanabilir. Asagida batch yontemi agiklanmistir.
(Vural,N; Burgaz, S 1984; Vural, N; San, N; 1994).

Recinenin hazirlanmasi : Amberlit XAD-2 recinesi en az 6 saat etil
asetat ile siirekli Soxhelet apareyinde ekstrakte edilerek saflastirilir. Sonra
regine (1:1) oraninda uzaklastirilir. Islem iist faz berraklasincaya kadar (4-5
kez) tekrarlanir. Metanolii uzaklastirmak i¢in 8-10 kez distile su ile yikanir.
Regine agz1 cam kapta distile su iginde +4°C de saklanir.

5 gram Kkaracigerden hazirlanan homojenat, filtrat ve enzim
yikilamasindan elde edilen filtrat; veya idrarla ¢aligilacaksa 20 ml 2500 rpm
de santrifiij edilerek berraklastirilan idrar 6rnegi, 5.1 gram yas XAD-2 (g kuru

regine karsiligi) igeren polipropilen tiiplere konur. Bazik ilaglarin
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ekstraksiyonu i¢in ortamin pH’s1 0.01 N K,CO; ile pH 10, nétral ilaglar igin
pH 7; asidik ilaglar i¢in 0.1 N HCI ile pH 3, organik fosfat esterleri i¢in pH
(2-3)’e ayarlanir. Karigim 20 dakika galkalanir, 3 dakika 4000 rpm de
santrifiij edilerek su fazi ayrilir. Kalinti 2 kez (0.1 N HCI ve su ile)
yikandiktan sonra eliisyon igin tiipe 15 ml eter ve 5 ml 0.1 N HCI ilave ederek
20 dakika calkalanir. 5 dakika 4000 rpm de santrifiij edilir. Eliisyon ¢ozeltisi
susuz Na,SO4 den gegirilerek ugurulur. Kalintida kimyasal maddeler tarama
yontemleri ile (ITK ve GLK gibi) aranir.

Amberlit XAD-2 ile bazik, notral ve asidik ilaglarin gogu; pestisitlerden
organik fosfat esterlerinin ekstraksiyonlarinda oldukga yiiksek verim elde
edilir. Amberlit XAD-2 diginda Dowex 50 AGW-X8 (100-200 mesh) batch
teknigi ile idrardan dipiridil grubu herbisitlerin  ekstraksiyonunda
kullanilabilir. Katyon degistirici bir regine olan Zeokarb 225 (H") ise kolon
teknigi ise parakuat ve dikuatin idrardan ekstraksiyonunda kullanilabilen
verimi daha yiiksek olan bir yontemdir. (Vural,N; Burgaz,S; 1984).

Sekil 5°da enzimatik yikilama ve Amberlit XAD-2 batch teknigi ile
karaciger homojenatindan organik zehirlerin izolasyonu ve ekstraksiyonlari

i¢in kullanilan teknik sematik olarak gésterilmistir.
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(5 g. Karaciger + 10 ml su) homojenati

e T~

25 ml fosfat tamponu 25 ml fosfat tamponu

0.02 M;pH 7.4 0.02 M;pH 7.4

2.5 g. Papain +0.002 M EDTA veya S mg. tripsin

37°C de 2 saat inkiibasyon 37°C de 3 saat inkiibasyon
I |

v

30 dakika su banyosunda i1sitma ve stizme

v

Siiziintii + 5.1g. Amberlit XAD-2, pH (asit, notral ve
bazlarin ekstraksiyon koguluna gore )

K,COj; veya O.1 N HCI ile ayarlanir.

20 dak. calkalama,

23 dakika 4000 rpm de santrifiij
Kalinti A

O.INHCI ve su ile yikanir

Su fazi atulir

Ekstraksiyon kogsuluna gore
PH ayarlanarak 15 ml eterle
Ekstraksiyon

v

Coziicii Na,SOy, ile kurutulur — Kalinti metanolde goziilerek

ITK ve GK ile tarama ve identifikasyon

Sekil 5 : Enzimatik yikilama ve Amberlit XAD-2 “batch” yontemi ile organik

zehirlerin karacigerden izolasyonlari.
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5. ZEHIRLERIN TARAMA ve IDENTIFIKASYONLARINDA
KULLANILAN ENSTRUMENTAL ANALIZ TEKNIKLERI

Biyolojik materyalden daha 6nce agiklanan ydntemlerle izole edilen
kimyasal maddelerin identifikasyonlari ve kesin tanimlarl, kantitatif
analizleri klinik toksikoloji ve adli toksikoloji agisindan biiyiik nem tasir.

Toksikolojik tarama testleri sonucunda, zehirlenmeye neden olan
madde veya maddelerin belirlenmesi, zehirlenmenin spesifik (antidot)
tedavisinin yapilabilmesi igin gereklidir. Kimyasal maddelerin kan ve serum
diizeylerinin kantitatif olarak saptanmasi zehirlenmenin siddeti hakkinda bilgi
verir. Ayrica Kantitatif analizin belirli aralarla yapilmasi “terapétik ilag
izlenmesinde” de 6nemlidir.

Diger taraftan kimyasal madde ve ilaglarin toksikolojik tarama testleri
sonucunda, analizin yorumu, bulunan madde cinsine gore degisir. Ornegin
suistimal edilen veya bagimliliga neden olan bir maddenin kisinin o anda
alinan idrar 6rneginde identifikasyonu, bagimlilik durumu ve kullanma sikhig
ve sekil agisindan bir bilgi vermez. Diger klinik bulgularla desteklenmesi
gerekir.

Forensik (adli) toksikolojik analizde, postmortem dokularda toksik
maddelerin taranmasi ve kantitatif analizi 6liim nedeninin agklanmasina
yardimci olur. Karbon monoksit, etil alkol, benzodiazepinler, antidepresanlar,
d-propoksifen, asetaminofen, salisilatlar, barbitiiratlar gibi bir ¢cok maddelerin
postmortem analizleri bu nedenle 6nemlidir.

Kimyasal maddelerin biyolojik materyalde identifikasyonlari ve

kantitatif analizlerinde kullanilan teknikleri asagidaki sekilde siralayabiliriz:
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1) Kromatografik Yontemler
ince tabaka kromatografisi (ITK)
Gaz-kati ve gaz-sivi kromatografisi (GK ve GSK)
Yiiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC)
2) Spektroskopik Yontemler :
Ultraviyole spektrofotometresi (UV-Spektrofotometre)
Goriiniir alan spektrofotometresi (Visible spektrofotometre)
Infrared spektrofotometresi (IR spektrofotometre)
Emisyon spektrografisi
Atomik absorbsiyon spektrofotometresi (AAS)
Plazma emisyon spektrofotometresi (PES)
Spektroflorimetri
Kiitle spektrometresi (MS)
Notron aktivasyon analizi (NAA)
3)Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK-MS)
4) Immunoassay teknikleri

5) Diger yontemler (Elektrometrik yontemler, optik kristallografi gibi)

Yukarida adi gegen teknikler, maddenin fizikokimyasal Gzelliklerine
gore gelistirilmis enstrumental analiz yontemleridir. Bu yontemlerin prensibi.
buna gore gelistirilen aletlerin yapisi, kullanim sekilleri ve uygulamalari ile
ilgili bilgiler baska derslerde ayrintili olarak verilmektedir. Bu nedenle, bu
kitapta bu aletlerin rutin toksikolojik analizlerde kullanimlarindan

bahsedilecektir.

5.1 Ince tabaka kromatografisi
Kromatografi, kimyasal yapilari birbirine yakin madde karigimlarinin

birbirinden ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir. Kromatografi deyimi, ilk kez
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izolasyon islemleri

1) Asidik ekstraktin hazirlanmasi (ekstrakt A): 30 ml lik santrifiij tiipii
icine analizi yapilacak idrar 6rneginden 10 ml konur. 1 ml seyreltik
hidroklorik asit ve 10 ml kloroform ilave edilir. Calkalayarak 5 dakika
karistirilir ve 10 dakika santrifiij edilir.

Kloroform fazi (alt faz ) 15 ml lik kapali bir cam tiipe alinir. Ekstrakt su
banyosunda 60°C de hava akiminda kuruluga kadar ugurulur.

2) Bazik ekstraktin hazirlanmasi (Ekstrakt B): idrar drneginden 10 ml
daha alinarak 30 ml lik diger bir santrifiij tiipiine konur. 2 ml amonyum Kkloriir
tamponu ve 10 ml (kloroform:propan-2-0l:9:1) karisimi ilave edilir. 5 dakika
calkalandiktan sonra 10 dakika santrifiij edilir. Organik faz (alt faz) 15 ml lik
kapakli cam tiipe aktarilir. 0.5 ml metanollii hidroklorik asit ilave edilir
(ugucu bazlarin kaybii 6nlemek igin). Ekstrakt 60°C deki su banyosunda
hava akiminda kuruluga kadar ugurulur,

Mide igerigi ekstraksiyonunun purifikasyonu

Mide igerigi, idrar G&rnegine uygulanan sekilde ( ekstrakt A ve
ekstrakt B) ugurma islemine kadar hazirlanir. Ekstraktlara gecebilen ve ITK
de interferansa neden olabilen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in daha ileri
ekstraksiyonlarla asagida agiklanan sekilde purifikasyonu yapilir.

1) A ekstraktina (ugurma islemi yapilmadan 6nce) 5 ml seyreltik
sodyum hidroksit; B ekstraktina 5 ml seyreltik hidroklorik asit ilave edilir; 5
dakika c¢alkalandiktan sonra (tercihan mekanik karistirici ile), 10 dakika
santifiij edilir. Organik fazlar atilir.

2) A ekstraktindan elde edilen sulu NaOH fazina 5 ml seyreltik
hidroklorik asit; B ekstraktindan elde edilen sulu hidroklorik asit fazina 5 ml

amonyum Kkloriir tamponu ilave edilir. 5 dakika ¢alkalandiktan sonra
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(tercihan mekanik karistirict ile) 10 dakika santrifiij edilir. Organik fazlar
atilr.

3) Ekstraktlar kuruluga kadar 60°C de hava akiminda ugurulur.

ince tabaka kromatografisine uygulama :

1) Durucu faz olarak 20x20 cm boyutunda cam levha iizerine 0.25 mm
kalinhiginda kaplanan silikagel G (20 um tanecik biiyiikligiinde) tabaka
kullanilir.

Silikagel ile kaplanmig tabaka kursun kalemle 8 kolona ayrilir.
Tabakaya 1 cm yiikseklikte hafif bir ¢izgi ¢izilir. Developman yiiksekligi 10
cm olarak isaretlenir. (Sekil 6)

2) Numune ekstraktlart 100 pl (kloroform:propan-2-ol) karisiminda
¢oziiliir.25 pl ekstrakt A, 25 er pul ekstrakt B, sekilde giiriildiigii kolonlardaki
numune uygulama yerlerine uygulanir.

3) Standart ilag karigimlarindan sekilde isaretlendigi sekilde (asidik.
bazik ve fenotiazin karigimlari) 10 pl uygulanir.

4) Kurutulan tabaka (etil asetat: metanol: konsantre amonyum
hidroksit: 85:10:5 ) karisimindan olusan devolopman ¢ozeltisi ile devolope
edilir. ( Sekil 6)

5) Isaretlenen yiikseklige kadar devolope edilen tabaka tanktan
¢ikarilir ve geker ocakta hava akiminda kurutulur.

6) Kurutulmug tabaka UV de 254 nm ve 366 nm de incelenerek
floresan veren lekeler isaretlenir.

7) Tabaka ters cevrilerek:

a) 1 ve 2. kolonlara merkiiroz nitrat reaktifi;

b) 3 ve 4. kolonlara asitlendirilmis iyodoplatinat reaktifi;

c) 7 ve 8. kolonlara (500 ml/l) oraninda sulandirilmis siilfirik asit

puskdrtiliir (Sekil 7).
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)Z Bg:

A A, B, B, B, B, C B,

10l |25l 10l [25ul 10l |25 ul 10l |25l

---0--- | --- 0--- | --- 0--- | --- 0--- | -- 0--- | --- 0--- | --- 0--- | --- 0---
1 2 4 5 6 7 8

Sekil 6- ilag ekstraktlarinin ITK ya uygulanmasi
N : Numune uygulama ( baslangig ) yeri; S: developman siniri; A, . Asidik ilag
karisimi (1); A,: Asidik numune ekstrakti (2 ); B, : Bazik ilag karnisimi ( 3,5

Bazik numune ekstrakti ( 4, 6, 8 ); C : Fenotiazinler karisimi
A, A, B, B, B, B, C B
Merkiiroz Asitlendirilmis Mandelin Siilfirik asit
Nitrat reaktifi Iyodoplatinat Reaktifi (500 mi/1)
Reaktifi
1 2 3 4 S 6 7 8

Sekil 7- Kromatogramlarin piiskiirtme reaktifleriyle goriiniirlestirilmesi.
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Her reaktifle piiskiirtmede, piiskiirtme yapilmayacak kolonlar temiz bir
cam levha ile maskelenir. (Reaktiflerin hepsi ¢ok toksik oldugundan,
piiskiirtme islemi ¢eker ocak i¢inde yapilmalidir.)

8) Piiskiirtmeden sonra hevha tekrar UV de (254 nm ve 366 nm de)
incelenir. Ozellikle Mandelin reaktifi piiskiirtiilen kolon 6nemlidir.

9) Mandelin reaktif ile elde edilen lekelerin rengi, gerekirse 100°C de10
dakika bir etiivde bekletilerek rengin kuvvetlenmesi saglanir.

Elde edilen kromotogramlarin R, degerleri ve renkleri standartlarla
karsilastirilir.

Labratuvarimizda yapilan bir arastirmada asidik, bazik ve nétral
yapidaki ilaglarin degisik developman sistemlerinde verdikleri Ry degerleri ve
renk reaksiyonlar1 Tablo 6’da gosterilmistir (Sanli, N., 1995).

Bu tabloda I, II, III ve IV rakamlari ile gosterilen developman
sistemleri asagida aciklanmistir:

I: Etil asetat : metanol : derisik amonyak (85:10:5)

II: Kloroform : aseton (4:1)

I1I : Metanol : derisik amonyak (100 : 1,5)

IV: Kloroform : metanol (90 : 10)
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Tablo 6 : Ban asidik, bazik ve nétral ilaclarin ITK verileri

Ilag Adi Kullamilan Reaktif Coziicii Sistemi (Rf)* Renk
I 11
Asetaminofen %5 FeCl, 0,52 0,20
" | %1 KMnO, Acik kahverengi
Salisilik asit %S5 FeCl, 0,14 0,06 Viyole
o %1 KMnO, Acikkahverengi sari
UV (254 nm) Acik san floresans
Metokarbamol | %1 KMnO, 0,66 0,16 Kahverengi
= Asidik iyodoplatinat Koyu menekse
cozeltisi
indometasin %1 KMnO, 0,07 0,04 Aciksar kahverengi
" Asidik iyodoplatinat Kizil kahverengi
cozeltisi
Fenobarbital Civa Oksit / Difenil- 0,77 0,45 Mor menekse
karbazon
Zwikker Pembe
Asetil  salisilik | UV (254 nm) 0,17 0,09 Acik sari floresans
asit
111 IV
Klorpromazin Dragendorf 0.69 0.44 | Turuncu
= Ninhidrin AciK sari
FPN Sikleman pembe
Marquis Pembe
Asidik iyodo platinat Koyu kahverengi
Klorfeniramin | Dragendorf 0.46 0.24 | Koyu turuncu
maleat
" Ninhidrin San
FPN Ac¢ik mave
Marquis Viyolo
Asidik iyodo platinat Kizil Kahverengi
imipramin Dragendorf 0.55 0,47 | Turuncu
! Ninhidrin Sar
FPN Miirekkep mavisi
Marquis Mavi
Asidik iyodoplatinat Kizil kahverengi
Amitriptilin Dragendorf 0,6 0,47 | Turuncu
" Asidik iyodoplatinat i Kizil kahverengi
Niketamid Asidik iyodoplatinat 0,8 0,65 | Kahverengi
& Ninhidrin Sari
57




5.2. UV ve goriiniir alan spektrofotometresinin toksikolojik
analizlerde kullanilmasi

Ozel bolimde maddelerin kantitatif analizlerinde UV (200-400 nm)
ve goriiniir alan (400-800 nm) spektrofotometrisine dayanan yontemler
aciklanmistir. Bu teknikte karsilagilan en biiyiik sorun, analizi yapilacak
madde disinda bulunabilecek maddelerin interferansidir. Bu nedenle 6nce
analizi yapilacak madde veya maddelerin biyolojik materyalden izolasyonlari
ve purifikasyonlar gerekir (ekstraksiyon, mikrodifiizyon gibi yontemlerle).

Spektrofotometrik analizlerde gij\;enilir sonu¢ almada monokromatoriin
dogru c¢aligmasi onemlidir. Monokromatoriin kontrolii, bilinen bir referans
cozeltisinin maksimum absorbanslari (An.x) Olgiilerek yapilir. Bu amagla en
¢ok sulu siilfirik asitte (0.005 mol/l) hazirlanan % 0.6 lik (60.00 mg/l)
potasyum dikrormat ¢ozeltisi kullanilir. Bu ¢dzeltinin 235 nm ; 257 nm; 313
nm ve 350 nm de gosterdigi spesifik absorbanslar sirasi ile 124.5 ; 144.0; 48.6
ve 106.6 olmalidir.

Ayrica spektrofotometre kiivetlerinin standardizasyonu ve temizligi
onemlidir. UV spektrofotometrelerinde kuartz, goriiniir alan spektrofoto-
metrelerinde ise cam veya belirli 6zellikte plastik kiivetler kulanilir.

Spektrofotometrik analizde en Onemli sorun, ekstraksiyon iglemi
sirasinda beraber ekstrakte edilen endojen ve diger yabanci maddelerinin
intereferans riskidir. Numune ekstraktinin UV spektrumunun incelenmesi
ekstraktin purfikasyonu hakkinda bilgi verebilir.

Mide igerigi ekstrakti ve olay yerinden alinan Oorneklerin UV

spektrumlarinin incelenmesi kalitatif bilgi agisindan yararli alabilir.
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UV Spektrofotometresi ile ekstraksiyon fraksiyonlarinin taranmasi

UV spektrofotometresi maddelerin kalitatif ve kantitatif analizinde
kullanilir. Maddenin identifikasyonunda (nitel analizinde), o maddenin UV
alaninda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu ( Ay ) kullanilir. Ayrica
maddenin spesifik ve molar absorbansi ve minimum absorbsiyon gosterdigi
dalga boyundan da yararlanilabilir.

Toksikolojik  analizde, wucucu olmayan organik maddelerin
izolasyonlarindan sonra fraksiyonlara ayrilan ekstraktlarin asagida kisaca
agiklandig1 sekilde UV spektrofotometresinde spektrumlari incelenir. Ancak
biyolojik idrar, mide igerigi ve kan ekstraktlar ile ¢ahsildigindan biyolojik
materyalde bulunan endojen maddelerin ilag spektrumlarini interfere edecegi
bilinmelidir. Ozellikle postmortem toksikolojik analizlerde, gesitli nedenle
numune almmin gecikmesi, analizde yaniltici olabilir.  Bu nedenle
destekleyici deneylerin yapilmasi gerekir.

Bilinmeyen ila¢ tabletleri veya biyolojik olmayan numunelerle daha
giivenilir sonuglar alinir.

Zayif asit (B) fraksiyonunun incelenmesi

Sistematik ekstraksiyonda kuvvetli asitler ayrildiktan sonra eter fazinda
0,5 M NaOH ile ayrilan zayif asitleri igeren fazinin (B fraksiyonu ) dogrudan
UV spektrofotometresinde spektrumu alinir. Blank (kor deney) olarak 0.5 M
NaOH kullanilir.

Notral maddeleri iceren eter fazi (C fraksiyonu ugurulduktan sonra) 3
ml. kuru metanolde ¢oziilerek, 220 nm. ile 320 nm. arasinda taranir. Blank

olarak metanol kullanilir.
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Barbitiiratlarin arastirilmasi: Zehirlenmelerde barbitiirat zehirlen-
melerine siklikla raslanir. Bu nedenle biling kaybi olan kisilerde oncelikle
barbitiiratlar aranmalidir.

Burada agiklanmis olan UV yoéntemi ile barbitiiratlarin birbirinden
ayrilmalari ve B fraksiyonuna gegen diger maddelerin da taranmasi yapilir.

B fraksiyonunun UV spektrumlar ii¢ farkli pH'da (pH:13.10 ve <2)
incelenir.

0.5 M NaOH ile ayrilan B fraksiyonunu (pH 13), UV spektrofotometre-
sinde 220-400 nm arasinda 0,5 M NaOH'e karsi (kor) taranir, maksimum
absorbans gosteren dalga boylari kaydedilir.

B fraksiyonu (numune) ve blank'a 1 ml %16 hk amonyum kloriir ilave
edilerek pH 10'a diisiiriiliir. 220-400 nm arasinda spektrumlari tekrar alinir.

Kiivette bulunan numune ve kore, birkag damla 10 M siilfirik asit ilave
ederek PH nin 2 veya daha altinda olmasi saglanir. UV alaninda ( 220 - 400
nm ) tarama tekrarlanir.

Ekstraksiyon semasinda B fraksiyonuna gegen maddelerin farkh PH'da
maksimum absorbans gosterdikleri dalga boylari tablo 7 de gosterilmistir.

(Moffat ve ark. 1986)

Tablo 7- B fraksiyonuna gecen maddelerin c¢esitli pH’larda maksimum
absorbans gosterdikleri dalga boylar1 (L)

Madde A max (nm)

pH 13 PH,, pH<2
Klorpropamid 232 --- 232
Parasetamol 257 --- 245
Fenilbutazon 264 264 237
Barbitiiratlar
N-metil substitiie 246 246 absorbansin sonu
5.5 substitiie 254 239 absorbansin sonu
S-substitiie 303 303 285
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C ve D fraksiyonlarinin incelenmesi:

Nétral maddeleri igeren eter fazi (C fraksiyonu ugurulduktan sonra 3 ml
kuru metanolde ¢oziilerek,220 nm ile 320 nm arasinda taranir. Blank olarak
metanol kullanilir.

Bazik maddeleri iceren kloroform fazi (D fraksiyonu) ugurulduktan
sonra kalintt 4 ml. 0.05 M siilfirik asitle ¢6ziiliir. 220 - 360 nm. de UV'de
taranir. Asitli numune seyreltik NaOH ile kalevi yapildiktan sonra tekrar
taranir. Ayrica kalan ¢ozelti kloroformla ekstrakte edilerek UV'de islem
tekrarlanir.

5.3. Gaz kromatografisinin toksikolojik analizlerde kullanilmasi

Gaz kromatografisi analitik ve forensik toksikolojide biyolojik
materyalden izole edilen kimyasal maddelerin tarama testlerinde ve kantitatif
analizlerinde kullanilir. ITK ve UV ile 6n taramalar yapilan maddelerin
kalitatif analizlerinde gaz kromatografisi destekleyici (confirmatory) deney
olarak onem tasir.

Gaz kromatografisinde hareketli faz gazdir. Sabit faz ise kolon igine
yerlestirilmis adsorban bir maddedir. Bu durumda gaz-kati kromatografisi
adini alan sistemde (GK) maddelerin ayrilmasi adsorbsiyona dayanir ve daha
cok basit gazlarin analizinde kullanilir.

Gaz kromatografisinin daha ¢ok kullanilan sekli gaz-sivi kromatografisi
(GSK) dir. Bu sistemde kolon igindeki yiizeyi genis deaktive edilmis kati
madde, kaynama noktas: yiiksek yagimsi bir sivi ile kaplanir. Burada
maddelerin dagilim katsayisina gore ayrilmalarini saglayan bu sivi - sabit faz -
gorevini goriir. 700'tin tstiinde olan bu sivi maddeler kaynama noktalari ve
polaritelerine gore siniflandirilmiglardir. Maddelerin sistematik ayrilmasinda

sabit faz maddesi ¢ok 6nem tasir.

61




Gaz kromatografisinde kolon ¢esidi de ©nem tasir. Normal
kromatografik analizlerde dolgulu kolon kullanilir. Cam veya gelik olan
kolonlarin i¢ ¢ap1 3.2 mm. ile 4 mm.; dis ¢aplari 3.2 mm. ile 6.4 mm.;
uzunluklar1 da 0.5 m. ile 4 m. arasinda degisir. Kapiler kolonlarla ayirma
islemi daha etkin olur. Alikonma zaman (Retention time) ¢ok yakin olan
maddeler ayrilabilirler. Kapiler kolonlar ¢ok ince (0.2 mm-0.5 mm. i¢
¢apinda) ve ¢ok uzundurlar (10 m. - 60 m. uzunlugunda) .

Toksikolojik analizlerde (Head - Space) denilen diizenekleri iceren gaz
kromatografisi tekniginden de ¢ok yararlanilir. Bu teknikle dogrudan kan,
serum gibi biyolojik sivilarda ugucu maddelerin identifikasyonlar: yapilabilir
ve bu sekilde kolon materyalinin kirlenmesi minimuma indirgenir. Kiigiik bir
cam tiipe (7 ml. kadar sivi alabilecek biiyiikliikte), 0.2 - 0.5 ml. numune
konur, agzi politetrafloroetilen yapisinda bir kapakla sikica kapatilir. Bu
sekilde hazirlanan numuneler kromatograftaki "head-space” diizenegine
yerlestirilerek uygun bir sicaklikta 10 dakika dengeye birakilir. Béylece ugucu
madde gaz fazina ge¢mis olur. Bu gaz fazindaki numune minimum otomatik
sistemle kolona enjekte edilir. Bu diizenekle kanda alkol ve diger ugucu
bilesikleri, evlerde vernik, cila gibi karisimlarin ig¢indeki ugucu maddelerin
analizleri yapilabilir.

Gaz kromatografisinde maddelerin ayrilmasinda sivi fazin cinsi, tastyici
gazin hizi, kolonun etkinligi, boyutlari ve sicakligi, kullanilan detektor tipi rol
oynayan Onemli faktorler arasindadir.

Gaz kromatografisi ayrica kantitatif amagla da kullanilir.

(Uygulama ile ilgili 6rnekler 6zel béliimde verilmistir).
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Biyolojik materyalden izole edilmis zehirlerin gaz kromatografisi
ile taranmalan

Daha 6nce bahsedilen izolasyon (ekstraksiyon) isleminden sonra ugucu
olmayan organik zehirlerin gaz kromatografisi ile ayrilmasinda en ¢ok
dimetilsilikon durucu fazi (SE-30; OV-17; OV-101) kullanilir. Ugucu
aminlerin ayrilmasinda ise potasyum hidroksitle kaplanmis Apiezon L gibi
alkali kolonlar etkili olur. Detektor olarak en gok Alev Iyonlastirici Detektor
(FID: Flame lonization Detector) kullanilir.

Gaz sivi kromatografisi ugucu olan maddelerin (gazlar ve sivilar)
taranmasinda da uygun bir yontemdir. Gaz kromatografisinde maddelerin
ayrilmasi kaydedici ile kaydedilir. Elde edilen kromatogramda maddeler ayni
kosullarda standartlarla elde edilen kromatogramla karsilagtirilir. Bu
karsilastirmada en 6nemli kriter alikonma zamani (Retention time) dir.
Kantitatif analiz ise elde edilen "piklerin" biiyiikligi cesitli yontemlerle
Olgiilerek ve i¢ veya dis standard kullanarak yapilir.

5.4 Yiiksek basingh sivi kromatografisi

Yiiksek basingli stvi kromatografisi (HPLC) ayirma giicii ve duyarlilig
gaz kromatografisine gére daha yiiksek olan bir tekniktir. Ilk kez 1969'da
kullanilmaya baslanmigtir. 1970'lerin sonunda rutin analiz yapan pek g¢ok
labaratuvarda kullanima gegmistir.

HPLC, siitiin kromatografisinin bir seklidir. Baz1 yonleri ile gaz
kromatografisine benzemesine karsin (kalitatif ve kantitatif tayinin ayni
islemle gergeklestirilmesi, karisimdaki maddelerin ayr1 ayri pikler vermesi
gibi), mobil fazin sivi olmasi ve yiiksek basincin giiclii bir pompayla
saglanmasi bakimindan gaz kromatografisinden ayrilir. Giiglii bir pompa ve
basinca dayanikli bir sistemle mobil fazin kolonda bulunan sabit fazdan gegisi

kolaylagmakta ve kisa zamanda bu ayrilma saglanabilmektedir. Mobil faz
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olarak kullanilan ¢oziicii 6nce giiglii bir pompa yardimi ile tiim sistemden
gegirilir. Daha sonra ayrilmasi istenen karigim, bir mikroenjektérle sisteme
verilir. Mobil fazla siiriiklenen maddeler kolona gecerler, kolonda (sabit faz
icerir) maddeler dagilim, adsorbsiyon, iyon degistirme &zelliklerine gore
ayrilirlar. Kolonu bu sekilde terkeden maddeler gaz kromatografisinde
oldugu gibi uygun bir detektorle (UV absorbsiyonu, refraksiyon, floresans
olgen) kalitatif ve kantitatif degerlendirmeleri (kaydedici ile piklerden alinan
kromatogramlar ile) yapilir.

HPLC'nin gaz kromatografisine gore istiinliigii, daha iyi bir ayirma ve
duyarlik diginda, bozunan maddeler, iyonik maddeler ve yiiksek molekiil
agirhikli maddelerin (proteinler, peptitler gibi) analizinde kullanilabilmesidir.

Toksikolojik analizlerde HPLC'nin genis bir uygulama alani vardir. Bir
¢ok organik ¢oziiciilerin biyolojik izlenmelerinde (metil alkol, benzen, toluen.
ksilen gibi), fenolik maddelerin birbirlerinden ayrilmalarinda (fenol ve
krezoller gibi) HPLC tercih edilmektedir (Ozel boliime bakiniz).

5.5. Atomik absorbsiyon spektrofotometresi ( AAS )

1955 yilindan sonra gelistirilmis olan atomik absorbsiyon
spektroskopisi (AAS) yiiksek sicaklikta gaz halinde bulunan element
atomlarinin elektromagnetik 1sinlar1 absorblamasi iizerine kurulmustur.
Absorblanan elektromagnetik 1sinlar genellikle ultravyiole ve goriiniir alan
isinlaridir.

AAS, genelde alev spektroskopisinin bir seklidir. Alev spektroskopisi,
serbest atomlar iizerine kurulmus bir spektroskopi dahdir. Alev
spektroskopisinde, molekiiler spektroskopide goriilen absorbsiyon bantlar
yerine absorbsiyon ve emisyon ¢izgileri goriiliir.

Serbest atomlar elde etmek i¢in madde ya alevde veya bir elektrik

diizeneginde isitilir. Bunun igin analiz yapilacak elementi bilesik halinde
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(tuzu) igeren ¢ozelti, 6zel bir diizenekle ¢ok kiiciik kiirecikler halinde alev
icine puskiirtiilir. Alev igine piiskiirtiilen ¢ozeltinin 6nce suyu buharlasir.
geride kalan tuzlar gaz molekiilleri haline doniisiirler. Gaz halindeki tuz
molekiilleri ise ayrigarak serbest element atomlarini verirler.

Gaz halindeki atomlarin alev sicakliginda termal enerji absorblamasi ve
ondan sonra absorbladigi enerjiyi kismen veya tamamen spektral ¢izgi halinde
vermesi olayr atomik emisyon veya alev emisyon spektroskopisi adini alir.
Alev iginde bulunan, bir atom tiiriiniin, digaridan baska bir kaynaktan alev
icine gonderilen kendine 6zgii 151n demetini kismen absorblamasi ve geride
kalan karekteristik 1sin siddetinin derecesini 6lgme {izerine Kkurulmus
spektroskopi dalina da atomik absorbsiyon spektroskopisi denir. Bu amagla
gelistirilmis cihazlara da atomik absorbsiyon spektrofotometresi (AAS) adi
verilir.

AAS, adli bilimlerde (patlayict madde kalintisinda antimon, baryum.
kursun gibi elementlerin identifikasyonunda), adli ve analitik toksikolojide
agir metal zehirlenmelerinin biyolojik materyalde tayininde sik kullanilan bir
cihazdir. Ayrica agir metallere mesleksel maruziyetin biyolojik izlenmesinde
de kullantlir.

5.6 Notron aktivasyon analizi ( NAA )

Nétron aktivasyon analizi diger spektroskopik yontemlerden farklidir.
NAA birgok elemente uygulanabilen hassas bir elementel analiz yontemidir.

Prensibi :Numune, niikleer bir reaktoriin merkezi gibi yavas hareketli
bir nétron (termal ndtron) kaynagmnin igine yerlestirilir. Bu nétronlarin ¢ogu
atomun g¢ekirdekleri ile birleserek stabil olmayan veya radyoaktif ¢ekirdekler
(radyo izotoplar) olustururlar. Bu radyoaktif atomlarin olusumu aktivasyon
basamagidir. Bu basamaktan sonra, ornek reaktérden g¢ikarilir ve gama (y)

1511 spektrometresine  yerlestirilir.  Aktivasyon basamaginda olusan
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readyoaktif cekirdek bozunarak kendine ozgii enerji ile birlikte 7y 151
yayinlar. Bu gama 1sin1 spektrumunun incelenmesi ile numunedeki elementin
identifikasyonu ve miktar tayini yapilir.

NAA, yiiksek spesifiklik, dayaniklilik (her metal i¢in degil) ve miktar
tayinine imkan veren bir yontemdir. Ancak pahali ve komplike bir teknik
oldugu i¢in ancak bu konuda gelismis 6zel laboratuvarlarda bulunur. (De
Frost, P. ve ark. 1983 ; Piemento G. ve ark. 1987; Giindiiz, T., 1988'e
bakiniz).

NAA ile zamanimizda yaklagik 77 element tayin edilebilmektedir.
Yontem sulara, kayalara, arkeolojik maddelere, alasimlara ve biyolojik
numunelere uygulanabilmektedir.

Adli toksikolojide uygulamasina tarihi bir 6rnek olarék, Napolyon
Bonapart’in sa¢ drneginin NAA ile tayini ornek verilebilir. NAA yontemi ile
arsenigin deteksiyon limiti (1 ng), AAS’e gore (100 ng/ml) daha duyarhdir.
Ancak NAA ile deteksiyon limitinin duyarhgi, AAS ile karsilastirildiginda,
element cinsine gore degisir. Ornegin AAS ile kursun analizinde dedeksiyon
limiti (2 pg/ml) NAA’ye gore (0.1 pg) daha duyarhidir. (Fazla bilgi igin
bakiniz: Giindiiz,T. 1988 ve Piemento G. ve ark. 1986)

5.7. immunoassay’m toksikolojik analizlerde kullamilmas:

"Immunoassay" biyolojik sivilarda ilaglarin dogrudan analizine kisa
zamanda imkan veren (antijen-antikor) reaksiyonlarina dayanan yontemlerdir.
"Terapotik ilag izlenmesinde", bagmlilik yapan maddelerin ve ilag
suistimalinin idrarda (sinirli olarak kanda) aranmasi ve akut zehirlenmelerin
arastirtlmasinda uygulanmaktadir. 1960'h yillarin basinda immunoassay
yontemlerinden "radyoimmunoassay" (RIA) biliniyordu. Daha sonraki

gelismelerle ¢esitli immunoassay teknikleri ortaya ¢ikmuistir.
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Immunoassay tekniginin prensibi : Bu yontemde analizi yapilacak
maddeye (antijen) kars1 gelistirilen spesifik "antikor" ve analizi yapilacak bu
maddenin isaretlenmis sekli kullanilir. Tayini yapilacak molekiillere kars:
antikorlarin elde edilmesi immunoassayin en énemli boliimiidiir. Genel olarak
ilaglarin molekiil agirhg: ¢ok diisiik oldugundan antijen 6zelligi gostermezler.
Bu nedenle gerekli antikoru elde etmek i¢in enjeksiyondan once ilag-protein
konjugati hazirlanir. Cogunlukla bu amagla albumin kullanilir. Béylece ilag
tasiyiciya baglanarak kendisi i¢in spesifik antikor hazirlanmasina uygun hale
getirilir. Burada ilag "hapten", ilag-protein konjugati ise "immunojen" 6zelligi
gosterir.

Analizi yapilacak kimyasal rnaddeyi (ilaci) igeren biyolojik siviya,
belirli konsantrasyonda antikor ve isaretlenmis ilag ilave edildiginde
karigimla asagidaki reaksiyon gergeklesir:

ilag + ilag + Antikor : [Ilag” - Antikor] + [ Ilag - Antikor]

Antikor yarismali olarak serbest isaretlenmis ilag (ilag*) ve analizi
yapilacak ilagla kompleks (bagli ilag) olusturur. Bu karisgimda “bagl
isaretlenmis ilag” molekiillerinin, “baglh isaretlenmemis ila¢” molekiillerine
orani serbest ilacin miktari ile ters orantilidir.

Uygun bir analitik yontemle Slgiim yapilir ve sonuglar kalibrasyon
grafigi ile karsilastirilir. Kalibrasyon grafigi ilag konsantrasyonuna karsi
“bagh isaretli ilacin” oran1 (% bagli ilag) tayin edilerek hazirlanir.

immunoassay simflandinlmas:: lacin isaretlenmesi  ¢esitli tek-
niklerle yapilir. immunoassay teknikleri bu isaretleme yéntemlerine gore de
bir ¢ok alt siniflara ayrilir:

Radyo immunoassay (RIA) : Antijen radyoaktif madde ile isaretlenir.

Miktar tayini radyoaktivite dlgiilmesi ile yapilir.
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Enzim immunoassay (EIA) : lIsaretleme enzim ile yapilir. Enzim
aktivitesi tayin edilerek analizi yapilacak maddenin miktari saptanir.

Floro immunoassay (FIA) : isaretleme florofor bir madde ile yapilir.
Miktar tayini spektroflorimetre ile saptanir.

immuno kemiluminesans : isaretleme kemiluminesans veren bir madde
ile yapilir.

Immunoassay teknigi, karisima dogrudan uygulanabiliyorsa "homojen
immunoassay" ; eger karigimdan igaretli ilacin ayrilmasindan sonra analitik
yontem uygulanabiliyorsa "homojen immunoassay" adi verilir. RIA heterojen:
EIA, FIA ise homojen immunoassay’lere 6rnek verilebilir.

Radiyoimmunoassay'da analiz yontemi radyoaktivitenin Olglilmesine
dayanir. Bu amagla B- veya Y- 1sin1 veren radyoaktivite 3- sivi sintilasyon
sayicist; yalniz y- 1gin1 veren radyoaktivite ise y- kati sintilasyon sayicisi ile
olciiliir.

Enzim veya floresan bir madde ile isaretleme yapilan immunoassay
yontemleri ile dlgme ise ultraviyole absorbsiyonunun, floresans veya
luminesansin dlgiilmesine dayanir. Bu yontemlere de "optik immunoassay"
adi verilir.

Asagida bazi 6nemli immunoassay yontemlerinin prensibi ve uygulama
alanlari kisaca agiklanmistir.

Radyoimmunoassay (RIA)

Radyoimmunoassay,  radyoaktif ~ atomlarin immuno-kimyasal
reaksiyonlarda kullanilarak maddelerin miktar tayinlerinin  yapildigi
yontemdir. RIA ilk kez 1959 yilinda plazmada insiilin tayini igin
kullanilmistir. Daha sonra bu teknik klasik biyokimyasal yontemlerle tayini

miimkiin olmayan ve vucutta ok diisiik miktarlarda bulunan (10" - 107"
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gram gibi) 250 den fazla biyokimyasal maddelere uygulanmistir. Sinirli da
olsa biyolojik sivilarda ilag analizinde de (amfetaminler, barbitiiratlar.
digoksin, metadon, morfin, nikotin, penisilinler, fenitoin, tetrahidrokanna-
binol, tiibokiirarin gibi) kullanilmaktadar. RIA ydntemi duyarh. mikro bir
yontem olup 10-100 pl numuneye 6n islem uygulanmadan madde analizine
imkan vermektedir. Bu nedenle zamanimizda endokrinoloji, farmakoloji,
toksikoloji alanlarinda kullanimi artmaktadir.

RIA Yonteminin prensibi ve uygulama teknigi: Radyoimmunoassay
yonteminde temel komponentler: Analizi yapilacak maddenin (ilacin) uygun
bir radyoizotopla isaretlenmis analiz yapilacak madde (ilag) ile hazirlanmis
standartlar, bu ilaca kars1 6nceden hazirlanmis antikor igeren antiserumdur.

[lacin radyoaktif izotopla isaretlenmesinde en ¢ok trityum (3y), karbon-
14 ("* C) ve iyot-125 ('* 1) kullanilir. Bu radyoizotoplarda trityum ve karbon
- 14, B- 1s1masi, iyot-125 ise X ve y 1sinlari yayinlar. Ancak az sayida ilag
molekiiliinde iyot bulundugundan, sentez sirasinda molekiiliin iyotlu tiirevi
hazirlanir. Orne@in 1-125 ile isaretli digoksin hazirlanmasinda molekiiliine
iyot ilave edilmis tirozinle digoksin tiirevi hazirlanir.

Uygulamada, bir tiipe belirli bir miktarda antikor ve belirli miktardaki
radyoaktif isaretlenmis ilag (standart) ve analizi yapilacak ilag iceren numune
(serum veya idrar) bir tiipe konur. Bu karigimda, isaretli ve isaretlenmemis
ilag ayn1 antikora baglanmak igin yarisirlar. Isaretsiz ilacin miktari ne kadar
coksa, o kadar az isaretli ilag antikorla baglanir. Bu nedenle radyoaktif
isaretlenmis bagli ilac molekiillerin miktari isaretlenmemis ila¢ molekiillerinin
miktar ile ters orantilidir. Karisimda reaksiyon dengeye ulasinca, ayirma

islemine gegilir (heterojen immunoassay). RIA tekniginde, ilacin
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konsantrasyonu, antikorla bagli isaretlenmis ilacin veya serbest ilacin
radyoaktivitesinin 6lgiilmesine dayanir.

Radyoaktivite dlgiimiinde (siv1 sintilasyon veya y- sayicisi) serbest veya
bagli ilacin ayirimi yapilamaz. Bu nedenle yukarda agiklanan ve dengeye
ulasmis karigima ayirma iglemi uygulanir. Bu amagla aktif komiirle
adsorbsiyon, ¢ift antikor teknigi gibi yontemler uygulanir. Radyoaktivite
olgiimii bu ayirma isleminden sonra yapilir. Bu yodntem “heterojen
Immunoassay’e de ornektir (Fazla bilgi icin Moffat A.C. ve ark. 1988’e
bakiniz).

Optik immunoassay’ler : Optik immunoassay’ler RIA'ya gore birgok
iistiinliik tasir. Bu yontemlerde kullanilan reaktifler dayaniklidir ve ayirma
islemi yapilmaksizin analiz yapilabilir. Isaretleme enzimlerle, floresan ve
kemilmiinesan maddelerle yapilabilir ve bu nedenle uygulama alanlari daha
genistir. Analitik yontemler maddenin optik &zelligine (ultraviyole,
absorpsiyonu, bulaniklik, floresans) dayandigi i¢in bu yontemlere “optik
ummunoassay’ler’adi verilmistir. Bunlar iginde en g¢ok kullanilan enzim
immunoassay (E I A) ve floresans immunoassay (F I A) yontemlerinden
bahsedilecektir.

Enzim immunoassay ( E I A ) : Yarismal bir reaksiyon kinetigine
dayanan E I A, ilk kez 1971 yilinda kullanilmigtir. Rutin analizlere de
homojen bir yontem olarak uygulanan E I A, daha duyarli bir analiz
istendiginde serbest ve bagli ilacin ayrilmasina dayanan heterojen E I A
olarak uygulanir.

Homojen E I A' da analiz yapilacak ilag, uygun bir enzimle kovalan
olarak isaretlenir. Bu yontemle antiepileptik ilaglarin, astma ilaglarinin,

antineoplastik ilaglarin, suistimal edilen ve bagimlilik yapan bir ¢ok ilaglarin
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analizi yapilabilir. Syva firmasi EMIT (Enzyme Multipled Immunoassay
Technique) patenti altinda bu yontemi gelistirmistir.

Bu yontemin dayandigi biyokimyasal prensip:1) enzimle isaret-
lenmis ilaga kars1 gelistirmis antikora baglanarak inaktive olur ; 2) arkadan
¢ok az serbest ilag veya metaboliti de yarismal olarak baglanarak, antikor
tarafindan inaktive edilen enzim indiiklenir. Enzimin aktivitesi analizi
yapilacak serbest ilag konsantrasyonu ile orantilidir. Bu nedenle karigimda
enzim aktivitesinin Slgiimiinden ilag konsantrasyonuna gegilir. Sekil 8’de

homojen immunosay teknigi (EMIT) sematik olarak gosterilmistir.

Isaretlenmis ilag Isaretlenmis ilag

B
&
& Serbest ilag
substrat ¢
(Numune)
Inaktif enzim Aktif enzim

Sekil 8- Homojen EMIT teknigi

Floroimmunoassay (FIA) teknikleri : Floresans veren bilesiklerin
immunokimyasal isaretleyici olarak kullanilabilecegi ilk kez 1941 yilinda
ortaya atilmigtir. Analizi yapilacak maddenin floresans 6zelligindeki
degismelere dayanan bu yontemde madde florofor bir molekiil ile isaretlenir.
Floresan izotiyosiyanat, rodamin B, izotiyosiyanat, umbelliferon gibi florofor

maddeler isaretlemede kullanilir.  Floresans immunoassay, enzim
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immunoassay'e gore daha duyarhdir. Uygulama sekline gore gesitli teknikler
kullanilir.

Homojen floroimmunoassay yontemleri iginde substratla isaretlenmis
floroimmunoassay teknigi ticari olarak gelistirilmistir. Bu teknik florofor
maddeyi serbest hale gegiren bir enzim kullanilir. Analizi yapilacak ilag
standarti florojen bir madde ile (drnegin [-galaktoz-umbelliferon) ile
isaretlenir. Bu madde enzim substratidir. Florojen madde ile isaretlenmis
ilacta floresans maskelenmistir. Ancak ilave edilen enzimle, floresansi orten
molekiil florojen molekiilden ayrildiktan sonra isaretlenmis ilag floresan
ozellik gosterir. Ornegin burada yukarda adi gegen florojen madde
kullanildiginda enzim olarak B-galaktosidaz enzimi kullanilir. B-galaktosidoz
hidrolizle florojen maddeden B-galaktozun ayrilmasini saglar. Boylece isaretli
ilacin floresan 6zelligi agiga ¢ikar.

Ilaca karsi gelistirilmis antikorla baglanmak igin isaretli ilag ve
numunedeki serbest ilag yarigir. Enzim antikorla bagh isaretli ilaci kataliz
edemez. Ancak baglanmamuis ilaci hidroliz eder. Bu nedenle floresans 6zelligi
ag1Za ¢ikan ilacin floresans siddeti numunedeki ilag konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.

Floresans polarizasyon immunoassay (FPI) teknigi: Bu teknikte,
bagli ve serbest florofor molekiille isaretlenmis ilacin polarize 11k diizlemini
cevirme farki Slgiiliir. Isik polarize edici bir mercek veya prizma aracilig ile
demet halinde diiz bir zemin iizerine diigtiriiliir. Polarize 151k, floroforla
isaretli ilag iizerine diisiiriildiigiinde 1s51g3in  siddeti  (eksitasyon) molekiil
tarafindan polarize 151k diizleminde emisyon yapar. Floresans eksitasyon
isinina dik olarak giden emisyon isininin &lgiilmesi ile saptanir. Floresans

mekanizmasi ile ilk defa 1970 yilinda Dandliker ve arkadaslari tarafindan
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denenmistir. Floresans veren bir maddeyle (florofor) isaretlenmis olan ilac
serbest halde iken ¢ok yavas bir floresans polarizasyonu yapar. Antikorla
baglandiktan sonra kompleks molekiiliin hareketi yavaslar ve floresans
polarizasyonu artar. Polarizasyondaki bu degisim ilag konsantrasyonu ile
orantihdir. Yéntem otomasyona yakindir. ilk kez 1981 yilinda Abbot firmasi
tarafindan bu yontem otomasyona adapte edilmistir. TDX cihazi  olarak
bilinen bu cihaz "terapotik ilag izlenmesi" ve bir ¢ok ilaglarla akut
zehirlenmelerde ilag diizeylerinin tayininde kullanilmaktadir. (Deniz. G..
Saygi, S, 1989; Kiipeti, $; Vural, N, 1992). Bu teknikte duyarlilik olduk¢a
yiiksektir. Ornegin serum digoksin diizeyinin 6l¢iilmesinde duyarhigin 0.2
ng/ml oldugu bildirilmistir.

Immunoassay’in uygulama alanlar

Immunoassay tekniklerinden RIA, &zellikle kardiyak glikozitler.
insiilin, lizerjid, kannabioids ve opiatlar gibi kanda konsantrasyonlar diisiik
ilaglarin analizinde veya numune miktarmin az oldugu durumlarda tercih
edilen yontemdir. RIA ile pg/ml (10 '* g/ml) duyarlikta analiz yapilabilir.
EMIT ile duyarhk daha diisiiktiir (ng/ml. 10 7 g/ml).

Immunoassay ayrica ilag suistimalinin taranmasinda, akut zehir-
lenmelerin analitik olarak arastirilmasinda ve terapétik ilag izlenmesinde
kullanilirlar. Istenilen duyarlik ve spesifiklige gore RIA, EMIT veya FPI
teknikleri segilebilir. Bu yontemler yari veya tam otomatik diizeneklere
adapte edilmistir.

Genel olarak RIA ve EMIT idrarda ¢ok g¢esitli ilag analizi icin
uygundur. Ancak gelistirilen gesitli antikorlar diger ilaglarla ¢apraz reaksiyon
verirler. Genis bir spesifikligi olan antikor, numunede olan bir veya birden

fazla ayni grup ilagla baglanabilir. Bunu ayird etmek icin her ila¢ ve
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metaboliti yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile fraksiyonlara
ayrilarak immunoassay yontemine adapte edilebilir.

Akut zehirlenmelerde immunoassay uygulanmasinda da benzeri
interferans olabilir. Ornegin akut zehirlenmelerde benzodiazepin grubu
ilaglarin EMIT ile taranmasinda farmakolojik olarak aktif metabolitler de
antikorla etkilesirler. Tek bir ilacin birden fazla metabolitinin capraz
reaksiyon vermesi, sonucun yorumlanmasini zorlastirir.

Zorluguna karsin, benzodiazepinleri immunoassay yontemi ile ayirt
etmek miimkiin oldugu halde, barbitiiratlar ancak grup olarak tayin edilebilir.
Bu durumda pozitif sonug¢ alindiginda, diger yontemlerle hangi barbitiirat
oldugu ayirt edilmelidir.

Terapotik ilag izlenmesinde ise immunoassay ile aminoglikozit
antibiyotikleri igin gabuk ve kesin sonuglar alinabilir.

Sonu¢ olarak immunoassay ile kan ve idrarda yukarda belirtilen
amagclarla ilag analizinde hizli, duyarl ve kesin sonuglar alinabilir. Ancak her
yontemin (RIA, EMIT, FPI) uygulama alani ve analitik &zelliklerini bilerek

segmek gerekir.
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ONEMLI ZEHIRLERIN BiYOLOJIK 2 .

MATERYALDE ANALIZLERI i
Boliim

Bu bélimde akut zehirlenmelerde, endiistride ve yakin gevrede gesitli

nedenlerle maruz kalinan bazi onemli kimyasal maddelerin biyolojik
. materyalde Kkalitatif ve kantitatif analizlerine yer verilecektir. Ayrica

maddelerin biyolojik izlenmelerinde kullanilan metabolit ve biyokimyasal

parametrelerin analizine de o madde ile ilgili yerde deginilecektir.

Biyolojik materyal olarak rutin analizlerde en ¢ok idrar ve kan
orneginden yararlanmilir. Toksik madde konsantrasyonu 24 saatlik toplanan
idrarda yapilmahdir. Ancak pratik olarak bu miimkiin olmadigindan o anda
alinan Ornekte -spot ornek- analiz gerceklestirilmektedir. Ayrica mesleki
maruziyetlerde bazi ksenobiyotik veya metabolitleri maruziyet sirasinda veya
|ﬁaruziyctten hemen sonra atilirlar. O anda idrarla atilan madde
konsantrasyonuna etki eden diliisyon etkisinin diizeltilmesi gerekir. Bu
nedenle de bulunan konsantrasyon degerlerinin ya idrarin standart 6zgiil
agirh@ina (1.024) gore veya (g) idrar kreatinin miktarina goére diizeltilmesi
gerekir. Kreatinine gore diizeltme yapildiginda "spot idrar" &rneginde
kreatinin tayini yapilmahdir. Standard 6zgiil agirhga gore diizeltmede ise
idrarin yogunlugu ol¢iilmelidir, ( Trevisan, A., 1990 )

Bu béliimde idrarda kreatinin tayini ve idrar ksenobiyotik diizeyinin
kreatinine gore diizeltilmesi agiklanmstir.

idrarda kreatinin tayini

Kreatinin idrarda dogrudan spektrofotometrik yontemle  tayin

edilebilmektedir. Pikrik asitle olugturdugu renkli bilesigin absorbansi 530 nm
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de spektrofotometrede okunur ve kalibrasyon egrisinden kreatinin miktar
tayin edilir (Baselt, R.C. 1980).

Uygulama : 5 ml idrar 6rnegi 2000 devirle 15 dakika santifiij edilerek
siiziiliir. Bu siiziintiiden 0.1 ml. alinarak distile su ile 8.0 ml'ye tamamlanir
(diliisyon orani 1:80). Seyreltilen ¢dzeltiden 5 ml alinir, 2.5 ml suda doymus
pikrik asit (% 1.175 lik) ve 0.5 ml %10 luk NaOH ¢ozeltisi ilave edilir.
Karisim reaksiyonun tamamlanmasi igin 10 dakika bekletilir ve 15 dakika
icinde 530 nm de spektrofotometrede kore karsi absorbansi okunur.
Standardlarla hazirlanan kalibrasyon egrisinden absorbansa kargi gelen
konsantrasyon okunur.

Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasi: Standart kreatinin ¢ozeltisi,
. stok kreatin ¢6zeltisinin seyreltilmesi ile hazirlanir.

Stok ¢ozelti, 0,1 gram kreatinin bir miktar 0,1 N HCI iginde
¢oziilditkkten sonra 0,1 N HCI ile 100 ml 'ye tamamlanarak hazirlanir.
Cozeltiye koruyucu olarak 2-3 damla toluen katilir ve buz dolabinda saklanir
(Stok ¢dzelti: 100 mg kreatinin/100 ml).

Standard kreatinin ¢ozeltileri ise, stok ¢Ozeltiden sira ile
25:50;75;100 ve 125 pl alinarak distile su ile 5 ml'ye tamamlanarak hazirlanir.
Boylece 0,5mg/100 ml; 1 mg/100 ml; 1,5 mg/100ml; 2 mg/ 100 ml ve 2,5 mg
/ 100 ml 'lik kreatinin standard gozeltileri elde edilir.

5 ml standard ¢o6zeltilere 2,5 ml pikrik asit ¢ozeltisi ve 0,5 ml % 10
NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek yukarida agiklandigi sekilde 10 dakika
bekledikten sonra 530 nm de absorbanslar kore karsi okunur. Konsantrasyona
karsi okunan absorbanslar isaretlenerek kalibrasyon dogrusu hazirlanir.

Kreatinine gore diizeltme: idrarda konsantrasyonu tayin edilen bir

maddenin, kreatinine gore diizeltmesi asagidaki 6rnekle agiklanmigtir.
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Ornek : Alinan anlik (spot) idrar 6rneginde floriir konsantrasyonu
1.227 mg/I ve kreatinin ise 1.315 g/l bulunmus olsun.
Bulunan floriir diizeyi gram kreatinine gore diizeltildiginde :

1000
1.227 mg/l x

= 0,933 mg F/g kreatinin degeri bulunur.
1315

Genel olarak kreatinin miktar1 0,5 g/l altinda (¢ok seyreltik idrar) ve 3
g/l iistiinde (¢ok konsantre) bulunan idrarlarda kreatinine gére diizeltilme

yapilmaz ve degerlendirmeye alinmaz (Trevisan, A., 1990).

1. UCUCU ZEHIRLER

1.1. Karbon monoksit (CO)

Karbon monoksit ile zehirlenme solunum yolu ile olur. Endiistride
baglica maruziyet kaynaklarini havagazi, sentetik gaz (su gazi), jenerator
firinlan, egzos gazi ve tam yanmamig yakitlarin dumani olusturur.
. Diklorometan maruziyetinde de metabolizmasi sonucu invivo CO olusur.

Endiistri diginda otomobil egzos gazlari, 1sinmada kullanilan tam ve iyi
yanmayan yakit sistemleri yangin sirasinda olusan dumanlar karbon monoksit
kaynagidir. Ayrica sigara dumani da aktif ve pasif igici olarak kisilerin CO’e
maruz kalmasina neden olur.

Karbon monoksit kanda hemoglobin ile birleserek karboksihemoglobin
(COHb) meydana getirir. Kanda oksijen yerine karbonmonoksitle birlesen
hemoglobin yiizdesine “karboksihemoglobin satiirasyon % si" denmektedir.
Kanda COHDb satiirasyonu %20 iistiinde oldugunda akut zehirlenme belirtileri
baslar. Bu deger %60’a ulastiginda koma ve &liim goriilebilir. Sigara
icenlerde COHb yiizdesi, igilen sigara miktarina gére % 3-8 arasinda degisir.
Cok fazla (giinde 30-50 sigara) igenlerde ise bu deger %10 COHb diizeyini
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asabilir. Karbonmonoksit zehirlenmesinin siddeti kanda % COHb tayini ile
belirlenir. Endiistride CO'e maruziyet derecesinin biyolojik izlenmesi kandaki
COHb veya ekspirasyon havasinda CO tayini ile yapihr. Ayrica is yeri
ortaminda (gevresel izleme) CO tayin edilmelidir.

Kanda %20 ve iistinde COHb satiirasyonunun saptanmasi
(6n deneyler)

i) Iki kiigiik porselen kapsiil alinir. Birine 1 ml zehirlenme siiphesi olan
kan, digerine 1 ml normal kan konur ve su banyosunda yavasca |S|t|l1r:
Normal kan kémiirleserek kahverengi-siyah renk aldigi halde, digeri tugla
kirmizisi renkte kalir (duyarlik % 40 COHb satiirasyonudur).

ii) 1 damla, niimune kan, bir tiipte 10-15 ml su ile seyreltilir. Ayni
sekilde seyreltilmis normal kan ile karsilagtirihir. Karbonmonoksit bulunan
kanin rengi pembedir (duyarlik %50 satiirasyonudur).

iii) Yukarida agiklandigi sekilde seyreltilen kan niimunelerine, 5 er
damla %20 NaOH ilave edilerek karigtirilir. Normal kan, hemen saman sarisi
renge doniistiigii halde CO igeren kan pembe rengini bir siire devam eder.
Pembe rengin siddeti miktar1 ile orantili oldugundan kantitatif tayin de
yapilabilir. Bu deney CO igin 6zel olup, duyarligi %20 COHb satiirasyonudur.

Pirotannik asitle COHb %?°si tayini (yar1 kantitatif)

Yari kantitatif 6zel bir deney olan bu testle %20 ve iistiindeki COHb
«satiirasyonu saptanabilir Bunun igin 1 ml kan cam kapakli 25 ml lik bir tiip
veya meziir iginde 9 ml su ile seyreltilir. 10 ml pirotannik asit ¢ozeltisi ilave
edilir. Tipiin agz1 kapatilir ve calkalandiktan sonra 15 dakika bekletilir.
Normal kan gri kahverengi bir ¢okelek verdigi halde, CO ihtiva eden kan
pembe renk alir. Rengin siddeti satiirasyon derecesine baglidir. Renk siddeti
belli miktarda CO ihtiva eden kan niimuneleri ile hazirlanmis standartlarla

karsilastiralarak miktar tayini yapilir.
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Not : a) Pirotannik asit hazirlanmasi : 1 g pirogallik (pyrogallic) asit
ve | g tannik (tannic) asit 100 ml suda ¢oziiliir.

b) CO ihtiva eden kan standardlarinin hazirlanmasi : Normal kan
%100 COHb verecek sekilde saf CO ile doyurulur %20-100 COHb
thtiva eden standardlar uygun miktarda normal kanla seyreltilerek
hazirlanir. Deney kisminda oldugu gibi, normal kan ve COHb ihtiva
eden standart kanlarla, pirotannik asitle ¢oktiirme iglemi yapilir. Bu
standartlar agizlar siki kapali olarak karanlikta saklanirsa 6 ay
bozulmadan kalabilir.

Spektroskopik yontemle COHb analizi

COHb tayininde absorbsiyon spektrumuna dayanan ySntemler 1900'h
yillardan beri kullaniimaktadir.

Bu yo6ntemler hemoglobin (Hb) bilesiklerinin (Hb,0,Hb, MetHb ve
COHb gibi) Soret bandi (410-430 nm) ve goriinen alanda verdikleri
absorbsiyon bandlarina dayanmaktadir.

Kanda COHb analizinde kullanilan en eski yontem spektroskopik
yontemlerdir. COHb sari-yesil alanda (568 ve 538 nm de) 2 absorbsiyon
¢izgisi verir. Kanin uygun bir sekilde diliisyonu ile bu absorbsiyon gizgileri
goriilebilir. Normal kanda ise O,Hb ile ilgili daha uzun dalga boylarinda
(576 ve 541 nm'de) maksimum absorbans goriiliir.

Kanda COHb %40 ve iistiinde oldugunda COHb'ne ait absorbsiyon
cizgileri, O,Hb yaninda ayird edilebilir, ancak yeterli derecede taninamaz. Bu
nedenle oksihemoglobini hemoglobine indirgeyen maddeler kullanilir. Bu
sekilde O,Hb'nin absorbsiyon bandlari kaybolur ve yerine 555 nm de
maksimum absorbans gdsteren Hb bandi ortaya ¢ikar. Bu sekildle COHb

absorbsiyon bandlar1 daha iyi goriiliir.
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Teknik : COHb aranacak kan ve normal kan ornekleri su, %0.1
amonyak veya %0.1 sodyumbikarbonat (NaHCOs) ¢dzeltisi ile (1:100)
oraninda seyreltilir. Spektroskopla (bu amagla Winkel-Zeiss el spektroskopu
veya Hardridge Reversion spektroskoplari kullanilabilir) absorbsiyon bandlari
goriilen dalga boylari incelenir.

Seyreltilmis 20 ml kan rneklerine 10 mg sodyum ditiyonit (Na;S;04)
v 5-10 damla taze hazirlanmig amonyum siilfir ¢ozeltisi  ilave edilir.
indirgeme isleminden sonra [U1][U2]tekrar spektroskopla incelenir. COHb
mevcudiyetinde COHb absorbsiyon bandlari daha iyi segilir. Bu yontemle
%20 COHDb ve iistii tayin (yar kantitatif) edilebilir (Graf. E. ve Preuss F.R.
1969)

Spektroskopik yéntemle COHb tayini; otopsi basinda (el spektroskopu
kullanarak) yapilabilir. Bu sekilde CO zehirlenmesi hakkinda ¢abuk bilgi
edinilmesi agisindan (6n deney olarak) 6nem tasir.

Spektrofotometrik yontemlerle COHb tayini

Hemoglobin ve tiirevlerinin Soret bandinda (400-430 nm) ve goriiniir
alanda verdikleri karekteristik absorbsiyon bandlarindan yararlanarak kanda
COHb identifikasyonu ve miktar tayini yapilabilir. Alkali ¢ozeltide
oksihemoglobin 576-578 ve 540-542 nm. de; karboksihemoglobin 538-540
nm'de maksimum absorbans verir. indirgenmis hemoglobin (Hb) ise 555
nm'de genis bir band gosterir. Zayif bir alkali seyreltilmis kan 6rnegi sodyum
ditiyonit gibi bir indirgen ilavesinde O,Hb (varsa methemoglobin: MetHb)
indirgenmis hemoglobin (Hb) ne déniisiir, COHb etkilenmez.

COHb  satiirasyon  yiizdesinin  tayininde  kullanilan  birgok
spektrofotometrik yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerin dayandig: genel
prensip, 2 veya daha fazla segilmis dalga boylarinda; veya segilen tek dalga

boyunda absorbansin okunmasi arkadan karigimda bulunan ve istenilen Hb
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bilesigini degistiren uygun bir kimyasal madde ilavesinden sonra segilen tek
dalga boyunun Olgiilmesine dayanmaktadir. Aradaki absorbans farki ve
oranindan yararlanarak COHb yiizdesi hesaplanir.

Burada, laboratuvarimizda arastirmalarda kullandigimiz mikrospektro-
fotometrik bir yontem olan Buchwarld ydntemi ile; postmortem kan
orneklerine de uygulanabilen klasik bir spektrofotometrik ydntem olan
Dubowski yontemi agiklanacaktir.

i) Modifiye Buchwald yontemi (mikrospektrofotometrik yontemi)

Bu yontemin prensibi COHb, Soret bandinda %100 O,Hb ne karsi
%100 COHDb igeren kan ve analizi yapilacak kanin 414 nm, 421 nm ve 428
nm de absorbanslarinin Slgiimiine dayanir. 414 ve 428 nm sirasi ile O,Hb ve
COHb nin maksimum absorbans gosterdikleri dalga boyunu; 421 nm ise
O-Hb’ne karsi COHb’nin gosterdigi maksimum absorbans farkidir (resultant
absorbans, Sekil 9).

Teknik: 0.02 ml heparinize kan ornegi bir balon jojede seyreltik
amonyak ile (yogunlugu 0.88 olan 1 ml amonyak deiyonize su ile 800 ml ye
seyreltilir) 26 ml ye tamamlanir. Karigim alt iist edilerek homojenize edilir.
Seyreltilen kan g6zeltisinden 6’sai ml alinarak 3’e béliiniir:

a) Ilk 6 ml dogrudan dogruya spektrofotometrede Slgiim igin kiivete
konur  (numune: I) ve agzi sikica kapatilir. b) Ikinci 6 ml kan Srnegi bir
deney tiipiine aktarilir ve iginden 15 dakika oksijen gazi gegirilir (%100
O-Hb, II no.lu tiip). ¢) Ugiincii 6 ml diger bir tiipe konur iginden 2 dakika saf
CO gaz gegirilir (%100 COHb, 1l no.lu tiip).

I ve III no.lu tiipler sepektrofotometre kiivetlerine konularak, %100
O>Hb referans olmak iizere, numune (I) ve %100 COHb’nin (III)

absorbanslari (a ve A) 414, 421 ve 428 nm de spektrofotometrede okunur.
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Sekil 9- Soret bandinda O,Hb, COHb ve O,Hb’ne karsi COHb (diferansiyel)
. spektrumlari.

Degerlendirme : Numunenin igerdigi % COHb orani asagidaki
esitlikten hesaplanir:

% COHb =100 a, /A;

burada, a, ve A, asagidaki esitliklerden bulunur:

a; = ag —1/2 (a414 Tags)

Am = Agi—1/2 (a0t ass)

Yontemin standardizasyonu : 1) Yukarda agiklandigi sekilde hazirla-
nan %100 O,Hb ve % COHb igeren kan 6rneklerinin absorbanslari suya karsi
spektrofotometrede  400-430 nm de taranarak, maksimum absorbans
gosterdikleri dalga boylar saptanir. Bu dalga boylari (Amak) % 0,Hb igin 414
nm, %100 COHb igin 428 nm olmalidir.

2) Oksijen ve CO, saf olmalidir. Bu amagla hazirlanmis gaz tiiplerinden

(LB % 999 saflikta) yararlanilir.
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3) Mikrobir yontem oldugu igin kan &rnekleri parmak ugundan
heparinize kapiler tiipler igine alinarak tiiplerin iki ucu parafilm ile sikica
kapatilir. Analize kadar buz dolabinda (+4 ° C de) saklanir.

Yontemin duyarligi ve pratikligi nedeni ile mesleksel CO’e maruziyetin
biyolojik izlenmesinde de kullanilabilir (Vural,N., Motaceded,Z. 1978).

4) Kullanilan spektrofotometrede, 2 nm den daha kiigiik dalga boyu
araliklarinda absorbans 6lgiilebilmelidir.

ii) Dubowski ydntemi

Yontemin prensibi: Seyreltik kan hemolizatina sodyum ditionit ilave
edildiginde oksihemoglobin ve methemoglobin indirgenir, karboksihemog
lobin ise etkilenmez. Cozeltinin absorbansi 480 ve 555 nm de O6lgiiliir,
absorbanslarin (A) Asss / Ayg orani hesaplanir. % COHb konsantrasyonu,
COHDb standardlari ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden bulunur.

Kan ornekleri : Heparinize kan tercih edilir. Agzi sikica kapatilan kan
ornekleri buzdolabi sicakliginda uzun bir sore saklanabilir.

Teknik : 0.5 ml kan 6rnegi, 10 ml seyreltik amonyum hidroksitle (14.3
ml konsantre NH,OH su ile 1 litreye tamamlanir) seyreltilir, karistirtlir ve
hemoliz tamamlanincaya kadar beklenir. Seyreltik kan spektrofotometrenin
kiivetine konur, 10 mg sodyum ditiyonit (Na,S,0,) ilave edilir, karistirilir.
Seyreltik amonyaga karsi (kér) numunenin 555 ve 480 nm’de absorbansi (A)
okunur. Absorbans orani (Asss /Ass) hesaplanir ve karboksihemoglobin

konsantrasyonu kalibrasyon dogrusundan tayin edilir.

Kalibrasyon dogrusu icin COHb standardlan hazirlamir:  Yakin
zamanda karbonmonoksite maruz kalmamis ve sigara igmeyen kisilerden kan
ornekleri saglanir. Kan 6rneklerinden 10 ml kadar, iki burgulu kapakli 500 ml

lik reaktif siselerine konur.Siselerin birinin iginden en az 30 dakika saf
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oksijen gazi (saf O, tiipii: LB%99.9 gibi) gegirilir. Boylece %100 O,Hb (%0
COHDb) standardi hazirlanmis olur.

Diger siseden benzer sekilde saf CO gazi kiigiik saf CO tiipii
kullanarak (LB % 99.9 CO gibi) gegirilir. (CO gazi gegirken CO tiipii zaman
zaman ¢alkalanmalidir. Gaz gegirme islemi ¢eker ocak iginde yapilmalidir).
Boylece %100 COHb standardi hazirlanmis olur.

Hazirlanan %100 O,Hb ve %100 COHb kan standardlarindan 0.05 ml
alinarak, yukarda agiklandig: sekilde, amonyakla seyreltilip, sodyum ditiyonit
ilave edildikten sonra spektrofotometrede amonyaga karsi 555 ve 480 nin de
absorbanslari okunur. Her iki standardin absorbans oranlari (Asss / Auso)
hesaplanir.

Absorbans orani %100 O,Hb igin 3.1; %100 COHb i¢in 1.95 civarinda
olmahdir. Kalibrasyon grafigi dogrusal oldugu igin iki nokta genelde
yeterlidir. Ancak istenirse, %100 O,Hb ve % COHb belirli oranlarda
karistirilarak ara standardlar (%80; %50; %20 gibi) hazirlanabilir. Grafik
%COHb oranina kars1 absorbans oranlari isaretlenerek hazirlanir.

Daha pratik fakat daha az kesin olacak standardlar su sekilde de
hazirlanabilir: Kan 6rnekleri amonyakla seyreltildikten sonra iki tiipe boliiniir
vebirinden 2 dakika CO ve digerinden 2 dakika O, gegirilir (%100 COHb ve
%100 O,Hb standardlart).

Yontemin uygulanmasinda dikkat edilecek noktalar:

1) Kalibrasyon igin hazirlanan her COHb standardi ile en az 3 6l¢iim
yapilmaldir.

2) Numuneler agzi siki sekilde kapali helyum gazi altinda saklana-

bilirse daha uzun zaman korunurlar.
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3) Cok duyarli ¢alismalarda ara COHb standardlari hazirlanirken (%0
ve %100 disinda ) dnce %100 COHb standardinda serbest bulunabilecek
CO'in 5 dakika azot gaz1 gegirilerek uzaklastiriimasi gerekir.

4) Kullanilan spektrofotometrede, 2 nm 'den daha kiigiik dalga boyu
araliklarinda  absorbans  olgiilebilmelidir.  Kalibrasyon filtreleri  ve
spektrofotometre standardlari ile kullanilan cihazin dalga boylari ve diger
karakteristikleri kontrol edilmelidir.

5) Bu yontemle %1 ve altindaki COHb diizeyi 6lgiilebilir. Heparinize
postmortem kan Orneklerine de uygulanabildigi i¢in adli toksikoloji
labrotuarlarinda kullanilabilir.

Diger bir spektrofotometrik yontemle COHb tayini

Heparinize (veya edetik asit, floriir, okzalat da kullanilabilir) tam kana
uygulanan bu yontemde 540 ve 579 nm’deki absorbanslar kullaniimaktadir..
Prensip olarak bir 6nce agiklanan yontemle ayni olmakla beraber uygulamasi
daha pratiktir (Flanagan , R.J. ve ark.).

Teknik : 0.2 ml kan &rnegi, 25 ml seyreltik amonyum hidroksit igine
(Iml /1 su) ilave edilir ve karigtirilir.

Seyreltilmis kan 6rnegi esit olarak 3'e ayrilarak agzi kapakl tiiplere
konur (a, b, ¢) . Ilk tiipiin iginden 5-10 dakika saf CO veya CO/N, gazi
gecirilir. Kopiik olusmamasina dikkat edilir. (a tiipii : %100 COHb).

Ugiincii tiip (c tiipii) iginden 10 dakika saf oksijen gazi veya basmgli
hava gegirilir (% 100 O, Hb veya % 0 COHb). ikinci tiip (b tiipii) COHb
tayini kullantlir.

Her ii¢ tiipe de 20 mg kadar sodyum ditionit ilave ederek karigtirilir.
Ayrica 10 ml amonyum hidroksit ¢ozeltisi iceren diger bir tiip (kor) igine de

sodyum ditionit ilave edilerek iyice karistirilir.
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a, b ve c tiiplerindeki ¢dzeltilerin absorbanslari (A) 540 nm ve 579 nm
de ditionitle iglem gérmiis amonyak gozeltisine karsi okunur.

Sonucun degerlendirilmesi : Numune kandaki (b tiipii) COHb yiizdesi
asagidaki esitlikten hesaplanir:

((Asgo / Asyo a tiipii ) - ( Asso / Asyo € tilpii )
% COHb =

( Asso / Asqg b tiipii ) - ( Asao / Asy C tiipli )

Yontemle ilgili uyarlar : 1) %100 COHb ile absorbans orani
(Asy / Asyo a tiipii) yaklagik 1.5; %0 COHb ile ise absorbans orani 1.1
olmalidir. Kisilerin Hb miktar: farkli oldugu i¢in 6n deneme ile bu oranin
saglanmasinda yukarida verilen seyreltme oranini degistirme geregi olabilir.

2) Bu yontem MetHb (580-600 nm mak. absorbans) orani yiiksek
oldugunda, giivenilir degildir.

3) Lipemik kan bulanik ¢6zeltiler verebilir. Bu nedenle sonug giivenilir
olmaz.

4) Maksimum absorbans farkinin alindigi bu deneyde (COHb : A 5
540 nm) ve O,Hb ve COHb i¢in esit olan diisiik dalga boyu (izobestik nokta :
579 nm) spektrumda dik bir diismenin noktasinda oldugu igin segilmistir.
Dalga boyu ¢ok kritiktir. Bu nedenle agagidaki kontrolun yapilmasi gerekir:

a) %0 COHb igeren (a tiipiindeki) ¢bzeltinin absorbans orani (Ass
/Asy9), 1.1 olmahdir.

b) Eger bu gozlenemezse, aletin dalga boyu ayarlanir veya her ii¢
¢ozeltinin (a,b,c) spektrumlari alinarak dlgiimler buna gore yapilir.

Sekil 10 ve 11 de O,Hb ve COHb nin, goriiniir alandaki absorbsiyon
spektrumlari ve agiklanan yontemlerde kullanilan maksimum absorbans dalga

boylari gosterilmistir.
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Sekil 11- Goriiniir alanda maksimum fark ve iyobestik noktadan yararlanilarak
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Conway Mikrodifiizyon Yontemi ile CO tayini

Bu ydntem yari kantitatif veya kantitatif olarak kanda COHb tayini
icin kullanilabilir. Y6ntemin prensibi, kana ilave edilen asit etkisi ile, kandan
agiga ¢ikan CO'in palladyum kloriirle (PdCl,) reaksiyona girerek metalik Pd'u
aci1ga ¢ikarmasina dayanir:

PdCl, + CO + HO —> Pd + 2 HCI + CO,

Yar1 Kkantitatif tayin : Mikrodifiizyon apareyinin ($ekil 3) dig oda-
cigina 1 ml kan ve 2 ml %10 H, SO, konur. I¢ odaciga 2 ml  0.001 N PdCl,
konduktan sonra, daha énce ¢ok hafif yaglanmis kapak hemen sikica kapatilir.

Kor deney olarak, islemler dis odaciga konan CO'e maruz kalmamis
kisiden alinan kan 6rnegine parelel olarak uygulanir.

Yari Kkantitatif tayin igin, %10 ile %50 arasinda COHb igeren kan
ornekleri ile (%10 COHb; %20 COHb ve %50 COHb standardlari) paralel
uygulama yapilir. Olusan metalik palladyumun verdigi renk siddeti
numunenin verdigi renk ile karsilastirilir.

Karigim oda sicakliginda 2 saat bekletilir. Bu siire iginde i¢ odacikta
CO miktarina bagl olarak agiga ¢ikan Pd, ince siyah bir zar seklinde i¢
odaciktaki PdCl, iizerinde toplanir.

Kantitatif tayin : Conway mikrodiflizyon yontemi ile kandaki CO
miktari (hacmen) kantitatif olarak da tayin edilebilir. Ancak bu durumda,
kanda Hb tayini de yapilarak COHb miktarinin hesaplanmasi gerekir. Genel
olarak 1 gram hemoglobin (Hb) 1.34 ml (bazi kaynaklarda 1.36 ml) CO gaz
ile (O°C de 760 mm Hg basincinda) birlestigi kabul edilir. Bu bilgiden

hareketle, Conway yontemi ile tayin edilen %CO (hacmen) miktarindan:
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% CO (hacmen) :
% COHb = formiilii ile hesaplanir.
% Hb (kan) x 1.34

(Fazla bilgi igin Feldstein, M., 1967; Curry A.S. 1972’e bakiniz.)

CO oximeter

Kanda COHb miktarinin %10'un altinda olmasi1 halinde de
uygulanabilir bir yontemdir. Ayrica kan 6rneklerinin taze veya postmortem
olmasi analiz sonucunu etkilememektedir. COHb miktarinin ¢abuk ve giivenli
sekilde 6lgiilmesini miimkiin kilan bu cihazin prensibi, 6zel bir absorbsiyon
spektrofotometresi olup, internal analog bir bilgisayarla kombine edilmistir.
Otomatik olarak seyreltilerek hemoliz edilen kan 6rneginin 548, 568 ve 578
nm'de aksorbanslari Slgiiliir. Olgiimler gok kisa zamanda (15 saniye gibi),
dijital gostergede % Hb, % O,Hb ve % COHb seklinde okunur. Bulunmasi
muhtemel olan MetHb'nin bozucu etkisi sodyum bisiilfit ilavesi ile giderilir.

Bu amagla gelistirilmis otomatik cihaz (CO Oximeter Il 182) gelismis
labratuarlarda COHD tayini i¢in kullaniimaktadir.

% COHD diizeyinin yorumu :

Karbon monoksitle akut zehirlenmede bas agrisi, bulanti, kusma,
hiperventilasyon, kardiyak aritmi, pulmoner 6dem, koma ve akut bobrek
yetmezligi bashca goriilen belirtilerdir. Siddetli hipoksi durumunda bile cilt
ve mukozalar pembe kalir. Oliim solunum yetmezligi sonucu olasan kandaki

COHBb diizeyinin yorumu asagidaki Tablo 10’da gosterilmistir.
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Tablo 10 % COHb degerinin Klinik yorumu.

% COHb Belirtiler

3-8 Sigara igenler (20-30 sigara/giin)
<15 Cok sigara i¢enler (30-50 sigara/giin)
20 Akut zehirlenme baglangici (kalp hastalari igin tehlikeli
20-50 Agir akut zehirlenme (mental ve fi-ziksel koordinasyon kaybi)

> 50 Koma, konvuliziyon, kalp ve solunum durmasi, 6liim.

CO zehirlenmesinin tedavisinde antidot olarak oksijen tedavisi
uygulanir.

Anabilim dalimizda yapilan bir arastirmada, Dubowski ydntemi ile
CO’le zehirlenme sonucu 6len 18 kiside postmortem COHb diizeyi tayin
edilmistir. Bu kisilerde COHb diizeyi ortalama (%73.11 + 6.90) ve aralik
(%63.00-%88.00) bulunmustur. Sigara igmeyen kisilerde (n:44), COHb
diizeyi drtalama 0.89+0.05 (aralik: %0.50-%1.40 COHb); 1 paketten fazla
(giinde 20 taneden fazla) sigara igenlerde ise ortalama %COHb 4.36+0.14
(aralik: %3.40-5.00 COHDb) olarak saptanmistir (Vural,N., Kahraman R. 1994)

1.2 Siyaniir

Siyaniirle zehirlenme hidrosiyanik asitin (HCN) inhalasyonu veya
NaCN, KCN gibi tuzlarinin oral yolla alinmasi ile olusur. Bir ¢ok bitki
dokusunda, seftali, kayisi1 gibi meyvelerin gekirdeklerinde, lima fasulyesinde
bulunan siyanogenetik glikozitler (amigdalin gibi) hidrolizle invivo olarak
siyaniir verirler. Etil tiyosiyanat ve metil tiyosiyanat gibi tiyosiyant esterleri
organizmada metabolize olarak siyaniir verirler ve ciddi zehirlenmelere yol

acabilirler.
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Siyaniir ayrica sodyum nitroprusiyat (vazodilatr) ve bazi organik nitril
bilesiklerinin de metabolitidir.

Potasyum ferrisiyaniir gibi kompleks siyaniir bilesikleri ise invivo
siyaniir vermezler ve bu agidan toksisiteleri ¢ok diisiiktiir.

Siyaniir bilesikleri, endiistride metal cilasi, altin giimiis gibi metallerin
zenginlestirilmesinde ve metallerin elektrolizle kaplanmasinda, fotografgilik
gibi gesitli is kollarinda kullanirlar.

Ozellikleri : HCN ¢ok ugucu bir sividir (k.n. 26°C) ; KCN ve NaCN
kristal tuzlardir ve alkali reaksiyon gosterirler.

Toksik dozlar1 (MLD 70 kg insanda) HCN igin 100 mg; KCN igin 150
mg ve NaCN igin 200 mg'dir.

Siyaniirle zehirlenmelerde, kanda siyaniir, 6liim olaylarinda ise ayrica
dokularda siyaniir aranir.

Mide igeriginde, kaltitatif analiz igin bir ¢ok renk reaksiyonlari vardir.

Doku ve viicut sivilarinda dogrudan siyaniir aranmasi

Schonbein deneyi : Kan, mide igerigi veya dokulara dogrudan
uygulanan bu yontemde, serit halinde kesilmis filtre kagidi 6nce %10 alkollii
guayak reginesi ve arkadan %0.1 lik bakir-2- siilfat ¢ozeltisi ile emprenye
edilir. Siyaniir aranacak biyolojik materyal (10 g kadar) kiigiik bir balona
konur ve asetik asitle asitlendirilir. Agz1 sikica kapatilarak emprenye flitre
kagidi kapakla birlikte yerlestirilir. Kaynar su banyosu iizerinde isitilir.
Siyaniir mevcudiyetinde emprenye kagidin renginin mavilesmesi (guayak
mavisi) siyaniir olabilecegini gosterir. Bu yontem ¢ok duyarlidir. 100 gr
maddedeki 0.005 mg siyaniir taninabilir. Ancak diger oksidanlarla (hidrojen
peroksit, ozon, klor, azot oksitleri gibi) da pozitif sonug alinir. Renk olugmasi

hemen veya miktara bagl olarak 15 dakika i¢inde goriiliir.
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Distilatta siyaniir aranmasi

Siyaniir biyolojik materyalden asit ortamda su buhari distilasyonu ile
izole edilir. (Genel boliime bakiniz) Distilat siyaniir kaybini dnlemek igin,
%10 NaOH iginde toplanir. Distilatta siyaniir asagidaki renk reaksiyonlari ile
aranir. ‘

izopurpurik asit deneyi : 4 ml alkali distilata 3 ml doymus pikrik asit
ilave edilir ve hafifce 1sitilir. Meydana gelen kirmizi renk (purpurik asit)
siyaniir varh@mni gosterir. Kreatin ve kan sekeri de bu reaksiyon ile pozitif
sonug verir.

Prusya (Berlin) mavisi reaksiyonu ile siyaniir aranmasi : 5 ml
distilat (dogrudan mide igerigi de olabilir), 1 ml %I5 NaOH ile
- kalevilendirilir. 3 damla taze hazirlanmis %10 demir -2- siilfat (ferroz siilfat)
ve 3 damla taze hazirlanmis %3 demir -3- kloriir (ferrikloriir) ilave edilir.
Karigim kaynama noktasina kadar isitilir ve sogutulur. Kahverengi demir
hidroksit ¢6ziiniinceya kadar karigima konsantre HCI ilave edilir. Mavi renk
(Berlin mavisi) olusmasi siyaniiriin bulundugunu gosterir. Mavi renk zamanla
¢okelek haline geger.

Bu yontemle 20 pg HCN / ml tanmabilir. Siyaniir i¢in spesifik bir
testtir. Bu reaksiyonda 6nce olusan demir hidroksit ortamda bulunan siyaniir
iyonu ile ferrosiyaniir kompleksini verir.

Fe (OH), +6 CN" —> Fe (CN)s™* +2 OH

Ferrosiyaniir, seyreltik demir -3- kloriir ¢ozeltisi ile ferrik ferrosiya-
niirden ibaret énce kolloidal sonra tiipiin dibine ¢oken mavi renkli ince
¢okelek verir (Berlin mavisi):

3 Fe (CN)¢' +4 Fe™ —— Fey [ Fe (CN)s ]
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Mikrodifiizyon yontemi ile siyaniir tayini

Kantitatif tayinde heparinize tam kan (0.1 -10 ml) kullanilir. Analizde
herhangi bir gecikme durumunda, kan &rnegi +4°C da 1-2 giin saklanabilir.
(Siyaniir, kanda oda sicakliginda veya -20 °C de daha az dayaniklidir).

Conway mikrodifiizyon apareyi ile siyaniir tayininde degisik renk
reaktifleri (en eskisi FeSO, / HCI in kullanildig: Feldstein-Klendshoj yéntemi;
p-nitrobenzaldehit /0-dinitrobenzen yontemi ve piridin/barbitiirik asit
yontemi) kullanilabilir.

i) p-Nitrobenzaldehit /0 - dinitrobenzen yontemi

3 tane mikrodifiizyon apareyi kullanilir. Bunlardan birincisi (kor)
olarak, ikincisi standard siyaniir ¢dzeltisi ile, igiinciisii de numune ile
¢ahisilmak iizere hazirlanir. Bu amagla, her ii¢ mikrodifiizyon apareyinin ig
odacigina :

a) 0.5 ml p - nitrobenzaldehit (0.05 mol /1, 2-metoksietanolde

hazirlanmis) ¢ozeltisi ;

b ) 0,5 ml 0- dinitrobenzen ¢ozeltisi (0.05 mol / I, 2-metoksietanolde

hazirlanmis) ;

¢) 0.1 ml NaOH ¢ozeltisi (0.5 mol/l) ilave edilir.

Dis odaciklara ise sirasi ile 0.1 ml saf distile su (kor deney); 0.1 m 10
mg/l KCN ¢ozeltisi (4 mg/m siyaniir iyonu igeren standart) ve iigiincii
apareyin dis odacigina da 0.1 ml kan numunesi ilave edilir.

Her dis odaciga 0.5 ml saf su ve odacigin karsi tarafina 1.0 ml seyreltik
siilfirik asit (3.6 mol/l) konur.

Apareylerin kapaklari vazelin (veya silikon yagi) ile yaglanarak
kapatilir ve dis odaciktaki ¢ozeltiler dikkatle karigtirilir. Oda sicakhginda 20
dakika inkiibasyona birakilir. Arkadan i¢ odaciklara 1 ml sulu metanol (1:1)

ilave edilir.
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i¢ odaciktaki karigim, 5.0 ml lik balonjojelere aktarilarak sulu metanol
(1:1) ile 5.0 ml’ye tamamlanir. Olusan kirmizi renk 15 dakika dayanir.
Standart siyaniir ve numuneyi igeren karigimlarin absorbansi 560 nm de kore
karsi bir spektrofotometrede okunur.

Numune kandaki siyaniir konsantrasyonu standart siyaniir ¢ozeltisini
iceren karigimin absorbansini kargilastirarak hesaplanir. Bu yOntemin
duyarhigi 0.5 mg/l siyaniirdiir.

ii) Piridin/barbitiirik asit yontemi

Kullanilan reaktifler

1) Seyreltik sodyum hidroksit ¢ozeltisi (0.1 mol/l)

2) Kloramin T ¢ozeltisi (2.5g/1; kati kloramin T dayanikli degildir. Bu
nedenle ambalaj sik sik degistirilmelidir).

3) Sodyum hidrojen ortafosfat ¢6zeltisi (fosfat tamponu; 1 mol/l).

4) Piridin-barbitiirik asit reaktifi : 6 g barbitiirik asit, 6 ml konsantre
hidroklorik asit iginde karigtirihir (d:1.18) ve 30 ml piridin ile seyreltilir.
Cozelti su ile 100 ml ye seyreltilir. Bu ¢ozelti taze hazirlanmalidir.

5) Seyreltik siilfirik asit (1 mol/l suda).

Standard siyaniir ¢ozeltisi : Once 50 mg potasyum siyaniir 100 ml
seyreltik sodyum hidroksit (0.1 mol/l) iginde goziilerek stok ¢ozelti hazirlanir.
Bu ¢ozelti 200 mg/1 siyaniir iyonu igerir.

Kalibrasyon igin standard siyaniir ¢ozeltisi, stok ¢ozeltinin (200 mg
siyaniir/l), seyreltik sodyum hidroksit ile (0.1 mol/l), (1:99) oraninda
seyreltilmesi ile hazirlanir. Bu ¢ozelti 2 mg siyaniir/l igerir.

Teknik: Kantitatif tayini igin (7) mikrodifiizyon apareyi kullaniimasi
onerilir. (Flanagan R.J., ve ark. WHO 1985). Ancak eldeki olanaklara gore
daha az sayida Conway mikrodifiizyon hiicresi de olabilir. 1 den 7 ye kadar

numaralandirilan apareylerin i¢ odaciklarina 0.1 mol/l NaOH ¢ozeltisinden
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2'ser ml ilave edilir. Dis odaciklara ise asagidaki tablo 11 gdsterilen
miktarlarda reaktifler konur.

Tablo 11- Piridin-barbitiirik asit yontemi ile siyaniir tayininde kullanilan

reaktif miktarlar1 ( ml)

Dis odacik No CN standardi* Su Siilfiirik asit Kan
(I mol/1)
1 (kor) -- 2.0 0.5 -
2 (numune) -- 1.0 0.5 1.0
3 (numune ) -- 1.0 0.5 1.0
4(CN02mg/l) 0.1 1.9 0.5 -
S(CN1.0mg/1) 0.5 1.5 0.5 --
6(CN2.0mg/l) 1.0 1.0 0.5 -
7(CN4.0mg/l) 2.0 - 0.5 -

Dis odaciga siilfirik asit ¢ozeltisi ilave ederken Once ilave edilen
reaktiflerle karismamasi i¢in odacigin karsi tarafina ilave edilir.

Apareyin agzi yaglanarak sikica kapatilir, dikkatle dis odaciktaki
reaktiflerin karigmasi saglanir ve oda sicakliginda 4 saat inkiibasyona
birakilir.

inkiibasyondan sonra i¢ odaciklardaki ¢ozeltiden 1 'er ml alinarak |
den 7 ye kadar numarali kapakli tiiplere aktarilir. Sirasi ile 2 ml fosfat
tamponu , | ml kloramin T g¢6zeltisi, 3 ml piridin - barbitiirik asit reaktifi
ilave edilerek karigtirilir. Oda sncakllglnda 10 dakika bekletilir.

Siyaniir varh@inda kirmizi-mavi renk olusur. Bu rengin absorbansi

spektrofotometrede 587 nm de hazirlanan kére kargi okunur. Standartlarla
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hazirlanan kalibrasyon egrisinden numunedeki siyaniir konsantrasyonu
hesaplanir.

Ydntemin duyarligi 0.2 mg/l siyaniirdiir. (Bu yontemde kati kloramin T
nin dayanikli olmamasi nedeni ile sik sik yeni ambalaj kullanilmali; piridin-
barbitiirik asit reaktifi her deneyde yeniden hazirlanmahdir).

Analiz sonucunun degerlendirilmesi

Siyaniirle zehirlenmenin tanisi, HCN veya tuzlarina maruz kalma
hakkinda bilgi olmadiginda zordur. Kusmukta siyaniiriin kendisine 0zgii
kokusunun algilanmasi tanimlanmada yardimei olabilir.

Normal kisilerin kaninda 100 ml de 15 mikrograma (pg) kadar siyaniir
bulunabilir. Fazla sigara igenlerde bu deger 30 pug/100 ml ye ¢ikabilir. Siyaniir
* tuzlari (oral yol) ve HCN ile (inhalasyon yolu) ciddi zehirlenmelerde kandaki
siyaniir diizeyi 0.2-2 mg/100 ml arasinda degisir. Kalitatif siyaniir testleri
kandaki bu degerleri saptamak igin yetersizdir. Kantitatif deneyler ise akut
zehirlenme hakkinda bilgi verir, ancak zehirlenme siiphesi oldugunda analiz
sonucunu beklemeden hemen tedaviye gegmelidir.

Siyaniirle zehirlenme yangina maruz kalmis kisilerde de goriiliir. Yiin,
ipek. poliiiretan ve poliakrilonitril gibi sentetik polimerlerin kismi yanmasi ve
pirolizi sonucu HCN olugmasi bu zehirlenmelere neden olur. Béyle olaylarda
kandaki siyaniir miktar1 20-100 pg /100 ml ye ulasabilir.

Oliim halinde kan disinda, mide ve bagirsak igerigi, karacigerde de
siyaniir analizi yapilmalidir. Postmortem analizde siyaniir liimden 2.5-6 aya
kadar taninabilir.Siyaniir vucutta aldehit ve keton gruplari ile dayanikli
siyanhidrin bilesiklerini olusturur. Bu nedenle uzun siire (HCN nin

ucuculuguna karsin) organizmada kalir. Siyaniir zehirlenmesinin tedavisinde
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antidot olarak sodyum tiyosiilfat kullanilir. Antidot tedavisinden 6nce sodyum
nitrit kullanimi ise antidot tedavisinin etkinligini arttirir.

1.3. Metil Alkol ( CH;0H )

Metanol, odun alkolii ve denatiire alkol metil alkoliin sinonimleridir.
Molekiil agirlhig 32, kaynama noktasi 65°C dir. Endiistride formaldehit ve
formik asit yapiminda, labaratuarlarda ¢oziicii olarak kullanilir. Antifriz
iginde (etilen glikol ile beraber), araba camlari yikama suyunda bulunur.
Endiistriyel etil alkol iginde bulunan metil alkol zehirlenmelere neden olabilir.
Ancak saf metil alkol daha ciddi zehirlenmelere yol agar. Yetiskinlerde oral
yolla 20-50 ml metil alkol &liime neden olabilir.

Toksikolojik analiz : Metil alkole akut maruziyetten hemen sonra
kanda metil alkol diizeyinin tayini toksisitenin en iyi belirleyicisidir. Latent
periyottan sonra metil alkol ve toksik metaboliti olarak formik asit diizeyleri
birlikte degerlendirilmelidir. Serumdaki format diizeyinin tayini toksisitenin
siddetini gosteren en iyi biyolojik gostergedir.

Metil alkoliin identifikasyonu

indirgen ucucu bilesikler igin genel test: Bu test su buhari distilati,
idrar ve mide igerigine uygulanabilir. Bir tiipe bir ml idrar veya mide igerigi
konur. 50 pl potasyum dikromat reaktifi ile emprenye edilmis filitre kagidi,
niimuneyi igeren tiipiin boynuna yerlestirilir. Tiipiin agizi gevsek olarak
kapatilir ve 2 dakika kaynar su banyosunda bekletilir. Portakal rengin yesile
dénmesi metanol gibi ugucu indirgen maddelerin bulundugunu gosterir (etil
alkol, metaldehit, paraldehit, asetaldehit, formaldehit gibi ).

(Potasyum dikromat reaktifi : 25 g/l konsantrasyonda, 1/1 oraninda su
ile seyreltilmis siilfirik asit i¢inde hazirlanir).

Destekleyici deney (kromotropik asit ile) : 0.1 ml potasyum dikromat

reaktifi yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan), 1 ml idrara (mide igerigi
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veya distilat) ilave edilerek oda sicakhginda 5 dakika beklenir. Bu karigima
0.1 ml etanol ve 10 mg kati kromotropik asit ilave edilir. 1 ml. siilfirik asit
tiipiin kenarindan dipte ayri faz olusturacak sekilde konur.

iki faz arasinda viyole renk olusmasi metanol varhgini gosterir.
Formaldehit de bu testle pozitif sonug verir. Bu reaksiyon formaldehitin
kromotropik asitle olusturdugu p-kinoidal yapida kondensasyon liriinii ile
ilgilidir ve formaldehitin taninmasi igin 6zel bir deneydir. Bu test, metanol
icin de (formaldehite oksitlendikten sonra) kullanilir. Bu ydntemle 5 mg
metanol (100 ml kanda) tanimlanabilir.

Sujbert yontemi (Kromotropik asit) ile kanda metanol tayini

Bu yontemin prensibi, metil alkoliin formaldehite yiikseltgenmesi ve
olusan formaldehitin kromotropik asitle verdigi renkli kondensasyon
bilesiginin spektrofotometrik tayinine dayanmaktadir (Sujbert, L., 1966).

Teknik : Bir tiip i¢erisine 1.0 ml distile su ve 0.05 ml kan 6rnegi konur.
0.2 ml %20 fosforik asit ¢ozeltisinden, 0.2 ml %5 potasyum permanganat
¢ozeltisinden ilave edilir, karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika
bekletilir. Potasyum permanganatin fazlasi %10 sodyum bisiilfit damlatilarak
(renk gidinceye kadar) giderilir. 0.5 ml suda hazirlanmig %0.5 kromotropik
asit ¢ozeltisi, 8.0 ml konsantre siilfirik asit eklenir. Karisim 15 dakika 60 °C
de su banyosunda sitilir. Metil alkol varliginda viyole renk olusur. Ayrica
metanol igermeyen kanla deney paralel olarak yapilir (kor deney). Metanol
olmadiginda karigimin rengi kahverengi - sari olur.

Kantitatif tayin i¢in olugan rengin absorbansi 578 nm de kore karsi
spektrofotometrede okunur ve konsantrasyon kalibrasyon egrisinden okunur.

Kalibrasyon i¢in: Konsantrasyonlart 0-300 mg/100 ml arasinda
degisen metil alkol standardlari (0 ; 20 ; 50 ; 100 ; 200 ; 300 mg/100 ml)

kullanilir. 1 ml distile su igeren tiiplere 0.05 ml standard ¢ozeltiler konarak,
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yukardaki agiklanan islem uygulanir. Olusan renkli ¢dzeltilerin absorbansi
kore karsi 578 nm’de spektrofotometrede okunur ve absorbanslara karsi
konsantrasyon isaretlenerek kalibrasyon grafigi hazirlanir. Kor (blank) deney
metil alkol icermeyen kanla hazirlanir.

Metanol standardlarimin hazirlanmasi: a) Stok metanol ¢ozeltisi,
1.265 ml metanol (yogunlugu 0.79 g/ml), 50 ml distile su igeren 100 ml lik
balonjoje igine pipetle konur. Su ile 100 ml ye tamamlanir. Bu g¢6zeltinin
konsantrasyonu %1 (g/100 ml) dir. (+4°C) de saklanir.

b) Standart metanol ¢ozeltileri ise, stok metanol standart ¢ozeltisinden
sira ile 0;2;5;10;20 ve 30 ml alinarak su igeren 100 ml balonjojeye konarak
100 ml ye tamamlanir ve karistirilir. Bylece konsantrasyonlar (0-300 mg/100
ml) arasinda olan seri standard ¢ozeltiler hazirlanmis olur.

Not: Ydntemin verimi (recovery) hesaplanmasinda, standad metanol
gozeltileri, su yerine metil alkol igermeyen kanla hazirlanir.

Bu y6ntem biyolojik materyaldeki su buhari distilasyonu ile elde edilen
distilat ve idrara da uygulanabilir. Yontemin duyarhg 10pg metanol (20 mg
métanol/lOO ml kan) dir.

Conway Mikrodifiizyon Ydntemi ile biyolojik materyalde metil
alkol tayini

Conway mikrodifiizyon apareyi kullanarak kan, idrar ve mide igerigi
gibi biyolojik sivi ve dokularda metil alkol tayini daha genel bir reaksiyon
olan dikromatla veya formaldehit igin spesifik olan kromotropik asit
reaksiyonu ile tayin edilebilir.

Toksikolojik analizlerde etil alkol yaninda, metil alkoliin tanimlanmasi
ve miktar tayininin yapilabilmesi 6nem tasir. Bu agidan metil alkoliin kalitatif
ve kantitatif analizinde kromotropik asit reaksiyonu tercih edilir. Burada

Conway mikrodiflizyon apareyi ile metil alkol tayini agiklanmstir.
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Teknik : Apareyin (Sekil 3’e bakiniz) i¢ odacigina 2.2 ml siilfirik asit,
dis odaciga 0.5 ml kan 6rnegi (veya diger biyolojik sivi); ve 1.0 ml doymus
potasyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilir. Apareyin kapagi yaglanarak sikica
kapatilir ve ara sira karigtirilarak dig bélmedeki sivilarin karigmasi saglanir.
Diflizyonun tamamlanmasi igin oda sicakliginda 2 saat bekletilir.

Bu siire sonunda i¢ odaciktaki siilfirik asit ¢ozeltisinden 1.0’rer ml
alinarak iki ayri tiipe konur. Tiiplerden birine %5 KMnO, dan bir damla ilave
edilir ve kanistirilarak 5 dakika beklenir. Arkadan permanganatin rengi
doymus sodyum bisiilfit damlatilarak giderilir.

ikinci tiip formaldehit bulunmasi olasiligina karsi kontrol olarak
kullanilir, permanganat ile muamele edilmez.

Blank (kor) olarak 1.0 ml distile su igeren iigiincii bir tiip hazirlanir.
Tiiplerin herbirine % 0.5 kromotropik asit ¢6zeltisinden 0.2 ml eklenir ve buz
banyosuna yerlestirilir. Her tiipe 4.0 ml konsantre siilfirik asit ilave edilir ve
iyice karigtirthr. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 10 ml lik
balonjojelere aktarilir ve distile su ile 10 ml ye tamamlanir. Soguduktan sonra
eksilen hacim su ile tekrar 10 ml ye tamamlanir.

Numunelerin absorbanslari 580 nm’de kore karsi okunur. Formaldehit
yoklugunda kontrol tiipii renksiz kalir. Ancak az miktarda bulunabilecek
formaldehit nedeni ile renk olusumu varsa, bu oksitlenmenin (kontrol)
drneginin absorbansi, oksitlenmis drnegin absorbansindan g¢ikarilir. Metanol
miktari, standard metanol ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden
hesaplanir.

Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmas: : Standard metil alkol ¢6zel-
tilerinden 0.5 ml alinarak Conway mikrodifiizyon apareyinde yukarida
agikianan sekilde iglem yapilir. Kromotropik asitle reaksiyondan sonra

absorbanslar 580 nm de kore karsi (%0 metanol igeren kan) okunur.
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Konsantrasyona karsi absorbanslar isaretlenerek kalibrasyon grafigi
hazirlanir.

(Standard metil alkol ¢ozeltileri (suda ve kanda) Sujbert yénteminde
aciklandigr sekilde hazirlanir).

Gaz kromatografisi yontemleri ile kanda metil alkol tayini

Biyolojik sivilarda metanol analizi igin en gok tercih edilen teknik gaz
kromatografisidir. Gaz kromatografisinin (GLC) baslica iistiinliikleri, 6n
islemlere ihtiyag duymadan, g¢ok kiigiik hacimdeki biyolojik orneklerle
degisik alkollerin ayni zamanda ve hizli olarak kalitatif ve kantitatif analizinin
yapilabilmesidir.

Gaz kromatografisi ile metil alkol analizinde Carbowax 20 M; Porapak
Q. polietilen glikol-400 gibi sivi fazlari igeren cam, paslanmaz gelikten
yapilmis kolonlar (yaklagik 2 m uzunlugunda, 2 mm ig¢ ¢apinda) kullanilir.

"Head Space" teknigi : Head-space, kati ve sivi rnekler igerisindeki
yalmz ugucu bilesiklerin gaz kormatograf sistemine enjeksiyonunu saglayan
bir tinitedir. Bu yonteme "Head Space Gaz Kormatografi (HSGC)" yontemi
denir.

HSGC ile yapilan analizlerde, kati veya sivi &rnek (0,2-0,5 ml)
HSGC'nin sigelerine konur ve agzi sikica lastik bir septumla kapatilir. Bu
siseler, 1sitict ve termostat yardimi ile, ugucu bilesigin buhar fazina gecerek
olusan gaz fazi ile 6rnek arasinda denge saglanincaya kadar belirli bir
sicaklikta tutulur. Denge sabiti, her bilesik i¢in karakteristiktir. Kantitatif
analizde bu degerlerin bilinmesi gerekmektedir. Kalibrasyon buhar fazinda
analiz yapilacak sivi maddenin standart &rnekleri ile yapilir.

Metil alkol ve diger bazi alkollerin analizinde kullanilan GLK

yontemleri etil alkol kisminda agiklanmistir.
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1.4. Etil Alkol (C,HsOH)

Etil alkol, molekiil agirhig 46 ve k.n. 78°C olan bir sividir. Etanol,
hububat alkolii sinonimleridir, genel olarak "alkol" denildiginde etil alkol
anlasilir. Alkolik olmayan yetiskin insanda 250-500 gram alkol &liime neden
olur (MLD).

Etil alkolle zehirlenmeler en ¢ok alkollii igki alinmasi ile goriiliir.
Endiistriyel alkol ile ayrica igerdigi metil alkol gibi denaturanlarla da
zehirlenmelere rastlanir.

Etil alkoliin identifikasyonu ( kalitatif testler)

Etil alkol, oksitlenebilen indirgen ugucu maddelere ait genel ve spesifik
reaksiyonlarla aranabilir. Bu testler biyolojik materyalden elde edilen su
buhari distilatina, idrara, mide igerigine, olay yerinden elde edilen kalintilara
uygulanabilir.

Oksitlenebilen maddeler igin (alkoller, aldehitler gibi) genel reaksiyonu
olan (potasyum dikromat + siilfirik asit) testi : 1 ml numune igeren tiipiin
kenarina 50 pl potasyum dikromat reaktifi (500 ml/l oraninda su ile
seyreltilmis siilfirik asit iginde 25 g/l konsantrasyonda hazirlanmig)
damlatilmis serit halindeki filtre kagidi konur. Tiipiin agz1 hafif¢e kapatilarak
kaynar su banyosunda 2 dakika bekletilir.

Portakal renginden yesil renge degisim etanol ve / veya diger indirgen
ucucu maddeler oldugunu gésterir (6n denemeler kismina da bakiniz).

Ksentogenat deneyi (genel) : 1 ml distilata 0.2 gram potasyum hidroksit
ilave edilerek 1sitilir. Sogutulduktan sonra 2-3 damla karbon siilfiir konarak
tiip iyice ¢alkalanir. Ortam asetik asit ile asitlendirildikten sonra 1 damla % 1
CuSQy (bakir siilfat) ilave edilir. Sar1 bir ¢okelegin olusmasi primer veya

sekonder alkol oldugunu gosterir.
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Iyodoform deneyi (etil alkolii metil alkolden ayirt edici ozel
test) : 3 ml distilat % 10 NaOH ile kalevilendirilir. 3 - 5 damla iyot ¢6zeltisi
ilave edilir ve kanistirilarak hafifge 1sitilir. Etil alkol varsa iyodoform olusur.
iyodoform karakteristik kokusu ve sari kristalleri ile taninir (ayni1 reaksiyonu
asetaldehit ve aseton da verir).

Biyolojik materyalde etil alkol tayini

Alkol tayini igin biyolojik materyal olarak kan, idrar ve solunum havasi
kullanilabilir. En ¢ok kan alkol diizeyi tayin edilir. Adli tipta alkol ile
zehirlenmenin siddeti ve trafikte yasal alkol limitinin asihp asilmadiginin
degerlendirilmesinde hem antemortem (canli kisilerde) hem de postmortem
kanda (6liimden sonra) etil alkol tayini 6nem tasir. Daha sonra agiklanacagi
gibi trafikte alkol solunum havasinda da tayin edilir ve sonuglar kan alkol
diizeyi olarak hesaplanir.

Kan alinirken, deri yiizeyinin HgCl, ¢ozeltisi ile (alkol igermeyen
sivilarla) temizlenmesi gerekir. Kan 6rnekleri (10 ml) % 1 NaF (sodyum
floriir) igerecek sekilde NaF bulunan tiiplere alinir. Tiipiin agzi sikica
kapatilarak analize kadar buz dolabinda saklanir (NaF, antikoagiilan ve
antibakteriyel etkilidir). Bu sekilde hazirlanan kan Grnekleri + 4°C de 1 ay
kadar dayanikhdir.

Postmortem kan 6rnekleri ise tercihan femoral damarlardan alinmalidir.
Eger ciirime yoksa kalbin yirtilmamis odaciklarindan alinir. Postmortem
kanda, numune alma yerine gore kan alkol konsantrasyonu degisiklik
gosterebilir (Marraccini, J.V. ve ark. 1990; POKLIS, A, 1996: VURAL, N:
SAYIN,H. 1994) . Adli tip agisindan en uygun kan &rnegi vendz kandir.
Alinan kan ornekleri (10 ml) %1 NaF igerecek sekilde, sodyum floriirle

korunur.
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Biyolojik materyalde (kan, idrar ve solunum havasi) alkol tayininde
kimyasal, enzimatik ve gaz kromatografik yontemlerle tayin edilir.

Mikrodifiizyon yontemi ile etil alkol tayini

Mikrodifiizyon ydntemi; etil alkol igin yari kantitatif bir teknik olarak
kullanilabilir. Pozitif sonug alindiginda daha duyarli ve spesifik bir yontemle
kantitatif analizin yapilmasi gerekir.

Reaktifler :

Asit - dikromat ¢dzeltisi_: 3.70 g saf potasyum dikromat 150 ml distile
suda ¢oziiliir. 280 ml konsantre siilfirik asit dikkatlice ilave edilir. Sogutulur
ve distile su ile 650 ml'ye tamamlanir.

Potasyum dikromat ¢zeltisi : Potasyum karbonatin suda doymus
¢ozeltisi hazirlanir.

Alkol Standartlar :

Stok alkol standard: : 0.200 ml etil alkol (% 96'lik, d: 0.8 g/ ml), 50
ml lik bir balon jojede 40 ml distile su iizerine konur. Su ile 50 ml ye
tamamlanir. Karigtirildiktan sonra agzi sikica (parafilm ile) kapatilir ve + 4 °Cc
de saklanir. Bu stok karisim % 320 mg etil alkol igerir.

Kalibrasyon igin kullanilacak etil alkol standartlar1 : Yukarida
hazirlanan stok etil alkol standardi % 1 NaF igeren su ile uygun oranda
seyreltilerek % 20 ; % 80 ve % 160 mg alkol standartlari hazirlanir.

Alkol standartlari ayrica, %1 NaF igeren alkolsiiz kanla yukarida
agiklandigi sekilde hazirlanir. Bu standartlar yontemin verimini hesaplamak
i¢in kullanilir.

Teknik : Conway - mikrodifiizyon apareyinin birinin dig odacigina 0.8
ml analizi yapilacak kan ornegi ; digerine yakinda hazirlanmis olan alkol
standardi (tercihan % 160 mg lik standart) ; her iki dis odaciga 1 ml doymusg

potasyum karbonat konur. I¢ odaciklara 2 ml asit-dikromat reaktifi konur.
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Apareyin kapagi yaglanarak (silikonla) hemen sikica kapatilir.Diger ii¢iincii
Conway aparay1 blank “kér” deney igin kullanthir. Bunun igin dis odaciga 0.8
ml numune kan (alkol igermeyen) 1 ml doymus potasyum karbonat, i¢
odaciga 2 ml asit dikromat reaktifi konur ve apareyin agzi sikica kapatilir.
37 °C "lik Etiiv'de 1 saat inkiibasyon igin bekletilir. Difiizyon tamamlandiktan
sonra otomatik bir pipet yardimiyla i¢ odaciktaki asit-dikromat ¢dzeltisi 10
ml'lik cam kapakli balon jojelere alinir. Eksik hacim distile su ile 10 ml'ye
tamamlanir. Daha sonra 450 nm'de spektrofotometre'de suya karsi okunur.

Kalibrasyon : Kanda ve suda hazirlanan alkol standartlar ile
(konsantrasyonlart % 20 ile % 320 mg arasinda degisen) Conway
mikrodifiizyon apareyi ile yukarida agiklanan sekilde, kor deney de yapilarak
calisilir. 450 mm de absorbanslar okunur. Konsantrasyona karsi absorbanslar
isaretlenerek dogru ¢izilir.

Alkol miktar1 hazirlanan kalibrasyon grafiginden hesaplanabilecegi
gibi, tek standart kullanarak ta asagidaki formiille hesaplanabilir:

a — 4ag
Ci=kh (—)
a —a,

C, : Kan ornegindeki alkol konsantrasyonu (mg/100 ml kan)

C,. Alkol standardinin konsantrasyonu (mg/100 ml kan)

a : Kor deneyin absorbansi

a, : Numunenin absorbansi

a, : Standardin absorbansi

Yontemin Degerlendirilmesi :

Bu yodntemde, reaksiyona girmeyen potasyum dikromat g¢ozeltisinin

absorbansi okundugu igin, konsantrasyonla absorbans ters linearite gosterir.
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Standartla ¢alisma, numune ile beraber tekrarlanmalidir. Elde edilen
kalibrasyon grafigine bir 6rnek Sekil 13 de gosterilmistir.

Conway mikrodiflizyon yontemi ile kanda etil alkol tayini 6n bir tarama
testi olarak toksikoloji laboratuvarlarinda kullaniimaktadir. Bu y6ntemle 20
mg /100 ml kan alkolii tayin edilebilir. Ancak potasyum dikromat, metil alkol

ve diger indirgen ugucu bilesikler ile de ayn1 reaksiyonu verir.
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Sekil 13- Conway mikrodiflizyon yontemi ile etil alkoliin tayininin kalibrasyon
dogrusu.

Conway mikrodifiizyon ydnteminin daha kisa siirede (5 dakikada)
sonug¢ veren modifiye sekilleri kii¢iik laboratuvarlar, ilag bagimlilig
merkezlerinde ve acil olaylarda 6n bir teknik olarak 6nerilmektedir. Kan ve
serumda kesin Kkantitatif degerlendirme igin destekleyici daha duyarli
yontemler igin kullanilmasi gerekmektedir. (Serrano,L. ve ark. 1988)

Enzimatik yontemle kanda etil alkol tayini

i) Enzimatik ydntemle alkol tayininde prensip, alkol dehidrogenaz

(ADH) enzimi katalizorliigiinde, etil alkoliin nikotinamid adenin diniikleotid
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(NAD) tarafindan oksitlenmesine dayanir. Bu reaksiyonda, 1 mol NAD, 1| mol
etil alkolii oksitler ve kendisi de NADH'ye indirgenir. NADH'nin dogrudan
UV alaninda (340 nm) veya florimetrik olarak &lgiilmesi ile alkol miktari
tayin edilebilir. Veya NADH diaforez enzimi karsisinda, uygun bir
kromojenle (tetrazolyum tuzlari, fenazin metosiilfat gibi) reaksiyona girerek

goriiniir alanda spektrofotometrik yontemle tayin edilir :

ADH
CH;CH,OH + NAD ——— 3 CH;CHO + NADH +H"

Diaforez
NADH+MT ———» NAD + MT - formazan
Burada MT, monotetrazolyum boyar maddesidir.
ii) Diger bir enzimatik yontemde ise alkol oksidaz ve peroksidaz
enzimleri kullanihp, renk reaksiyonu fenol ve 4-amino antipirin ile
gergeklestirilir.

alkoloksidaz

Etil alkol +O, —— 3  asetaldehit+H,0,

peroksidaz

2H,0,+fenol+4-aminoantipirin —————® kinonimin+4H,0

Enzimatik yontemler igin hazir kitler bulunmaktadir. Bu kitler standard
alkol ¢ozeltisi, o yontem igin kullanilacak enzim, renk reaktifleri ve
tamponlari; yontemle ilgili teknik prospektiisii icermektedir. (Fazla bilgi igin:

Sayin,H. 2000’e bakiniz).

Gaz kromatografisi yontemi ile etil alkol tayini

Gaz sivi kromatografisi (GSK) kanda alkol tayini igin ilk kez 1958 de
uygulanmigtir. Daha sonra bir ¢ok arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir.
Gaz kromatografisi ile ¢ok az miktarda (0.2 ml ve daha az) galisilarak, etil

alkol, asetaldehit (metaboliti), metil alkoliin (gesitli nedenlerle etil alkolle
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beraber az miktarda ‘bulunur) ayrilabilmekte, kalitatif ve kantitatif analizleri
yapilabilmektedir. Sivi faz olarak en gok Porapak Q, Polypak-2, PEG-400
(veya 600,1500) kullanilmakta, alev iyonlastirici detektdr (FID) tercih
edilmektedir. Normal kolonlar yerine kapiller kolon kullanildiginda ayrilma
daha iyi olmaktadir. "Head space" teknigi ile gok sayida numune ile otomatik
¢alisma olanagi vermektedir. Burada laboratuvarimizda uyguladigimiz GSK
yontemi agiklanmigtir (Vural, N., Sayg, S., 1981).

Yoéntemin Uygulanmasi : Kan ornekleri yukarida agiklandigi sekilde
%1 NaF igerecek bigimde alinir.

Standart alkol ¢ozeltileri : (% 0; % 50; % 80; %100 ve %200 mg) kan
icinde hazirlanir. Bunun igin nce mutlak alkol, %96'lik etil alkoliin kalsiyum
oksitle (CaO) geri sogutucu altinda kaynatilarak ve arkadan distile edilmesi
ile hazirlanir.

Mutlak alkolden 1 gram, su iginde tartilarak distile su ile 100 ml 'ye
tamamlanir. (10 mg etanol / ml'de) bu g¢ézeltiden 0; 0.5;0.8; 1.0 ve 2.0 ml
alinarak %1 sodyum floriirle korunmus, alkol igermeyen kanla cam kapakli
fiyoller ic;indé 10 ml 'ye tamamlanir. Buz dolabinda (+ 4°C'de) saklanir.

i¢ standart olarak n-propil alkol kullanilir. Once %0.1 'lik stok gdzelti
hazirlanir. Bu ¢dzeltiden 2 ml alinarak %100 ml 'ye tamamlanir. Boylece 0.2
mg n-propanol/ml igeren ¢ozelti " internal : i¢ standart (i.s.)" olarak kullanilir.

Gaz kromatografisi kosullar1 : %10 PEG-400 (Chromosorb W-AW,
80/100 mesh iizerinde) siv1 faz igeren cam kolon (2 m uzunlugunda x 0.4 mm
i¢ ¢capinda); detektor: FID; enjeksiyon giris sicaklii: 110 °C ; kolon sicaklig: :
90 °C; detektor sicakhigi : 110 °C; tastyici gaz : azot (30 ml/dak.); attenuation :
8: range : 2.5 x 10™"" amper; kaydedici hizi : 0.5 cm/dak.

Teknik : Kiigiik bir tiipe 0.1 ml analizi yapilacak kan 6rnegine 1 ml i.s.

ilave edilir, vortekste karigtirihir. Karigimdan 1 pl gaz kromatografa enjekte
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edilir. Deney en az iki defa yapilir. Elde edilen kromatogramda, etil alkol ve
i.s.'m" pik yiikseklikleri "bulunarak, oranlari hesaplanir. (N: etil alkol pik
yiiksekligi/propil alkol pik yiiksekligi). Bulunan bu oranin kalibrasyon
dogrusunda karsilig1 olan (etil alkol % / mg / i.s. % mg) orani bulunarak, etil
alkol konsantrasyonu hesaplanir.

Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmas: : Yukarida agiklandig
sekilde kanda % 0 ile % 200 mg arasinda, hazirlanan alkol standartlarindan
tiiplere 0.1 ml konur. Her birine 1 ml i.s. ilave edilip, vortekste karistirilir.
Karigimdan 1ul gaz kromatografa enjekte edilir. Her standartla gift galisilir.

Kromatogramlar elde edildikten sonra, her standarta ait (etil alkol pik
yiiksekligi / i.s. pik yiiksekligi) oranlari hesaplanir.

Yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan kan 6rnegi gaz kromatografa
enjekte edilerek kromatogramlar elde edilir. Bu kromatogramlardaki pik

yiikseklikleri oranindan numunedeki alkol konsantrasyonu grafikten
hesaplanir (Sekil-14).

s
:
=
9
aH y=0,891X + 0,0188
‘i Korelasyon: 09976
0.78 (]
0.50

025

]
0 025 0.50 [ w o

E1DH Konsantrasyony *la

1.s. Konsantrasyonu /e

Sekil 14- Etil alkoliin kalibrasyon grafigi
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Sekil 15°de kanda, standart alkol ¢ozeltileri ile elde edilen

kromatogram goriilmektedir.

.

A
<€ 0
0.5 cm/dk

Sekil 15- GLK'da Kan Alkolii Kromatogramlari. A: %200 mg. I.S. ilave

o
W -

edilmis kan; B : I.S. ve %50 mg etil alkol ihtiva eden kan ; C : [.S. ve % 100 mg etil

alkol ihtiva eden kan enjeksiyonu. 1- Etanol piki; 2- I.S. piki; 3-su

Solunum havasinda etil alkol tayini

Adli olaylarda (6liim olmadigi zaman) ve Ozellikle trafik kazalarinda
kisilerin alkol alip almadigi 6nce solunum havasinda (ekspirasyon) etil alkol
tayini yapilarak arastirilir. Bu amagla gelistirilmis bir ¢ok teknikler vardir.
Kullanilan apareyler solunum havasindaki alkol miktarini tayin eder, fakat
sonuglar kandaki alkol miktarina gére kalibre edilmistir. Kinetik olarak,
ortalama: kan alkol konsantrasyonu/solunum havasi alkol konsantrasyonu:

/2300 bildirilmigtir. (Bazi kaynaklarda 1/2100) (Fazla bilgi igin: Saferstein.
R.. 1987; Emerson, V.J. 1998).

Alkolmetre

Lion laboratuvarlari tarafindan gelistirilen Lion-Alcometer SD-2,

elektrokimyasal detektér ve digital gostergeye sahiptir. 1/2300 kan/nefes
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oranina gore kalibre edilmistir. Bu alete farkli nefes alma tiipleri takilarak,
baygin kisilerde de 6lgiim yapilabilir.

Ulkemizde, Adli Tip Kurumunda, adli olaylarda alkol kontrolii, "Lion
Alcometer" ile yapilmaktadir. Bu aletle alkol testi su sekilde yapilmaktadir.

a) Cihazin hazir kontrolii yapilir ve SET diigmesine basili durumda
bulundurulur.

b) Cihazin 6rnekleme boliimii, agizhgin kenarindaki delige takilir.

c) Test yapilacak kisiden, cigerlerini havayla doldurmasi, agizligin
kalin ucundan diizenli ve tek bir tifleme yapmasi istenir. "A" lambasini
yakacak kadar kuvvetli, "B" lambasini yakana kadar iiflemesi saglanir. "B"
lambasi yandiginda "Read" diigmesine basilir ve iiflemeyi durdurmasi istenir.
"Read " diigmesine basili vaziyette gosterge maksimum degere ulasana kadar
ortalama 30 sn. beklenir ve deger okunur.

Gosterge normal olarak kan alkol konsantrasyonunun 100 ml'de kanda
mg alkol cinsinden gosterir. (Alkol konsantrasyonu promiil olarak da ifade
edilebilir)

I promil =1 g alkol /l kan =100 mg/100 ml kan

Asagidaki resimde LION ALKOLMETRE goriilmektedir.
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Resim — 1. Alkolmetre

Analiz Sonucun yorumlanmasi
Etil alkol ince bagirsaktan hizli absorbe olur ve bulanik gérme, bas
dénmesi, inkordinasyon, konfiizyon, bulanti ve siddetli olaylarda komaya

neden olur.

Genel olarak kan alkol diizeyinin klinik degerlendirmesi igin asagidaki

tablo (12) kullanilir.
Tablo 12- Kan alkol diizeyinin klinik yorumu

Kan alkol diizeyi Belirtiler
(g/l = promil )*

0.5 yiizde kizarma, 6fori : yetiskinlerde belirgin bir

klinik etki goriilmez. Geng ¢ocuklarda hipoglisemi
goriilebilir.
1.0 inkoordinasyon, konugmada bozukluk.
1.5 Belirgin inkoordinasyon, sendeleme, pupil
dilatasyonu, nistagmus.
3.0 Gros inkoordinasyon, gevre ilgisizligi, kusma
5.0 Koma ve 6liim

* Alkol konsantrasyonu 1 promil=1g alkol / | kan =100 mg alkol / 100 ml kan
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Widmark faktorleri

ilk kez alkol kinetigini inceleyen Widmark, 1919 yilinda birim
zamanda kan alkoliiniin diigme miktarinin (eliminasyon hizi) negatif bir
egilim gosterdigini ve bu diisme hizin1 da B ile ifade etmistir. Ayrica alkoliin
tiim viicut sivisinda homojen olarak dagilmasindan dolay: kisinin aldig: total
alkol miktari (r) sabiti kullanarak hesaplanabilir. () ve (r) Widmark faktorleri
olarak bilinir (Fazla bilgi i¢cin Vural N. 1996’e bakiniz).

Kan alkol diizeyinin tayininde, Widmark faktorleri olarak bilinen
degerlerle : 1) Kisilerin aldiklari total alkol miktar1 ; 2) Kiside kan alkolii
tayini igin alinan kan 6rneginin "adli olay" sirasindaki gergek alkol diizeyi
hesaplanabilir.

viicuttaki total alkol miktar1 (% g )

I ) Widmark faktorlerinden (r) =
Kandaki alkol miktar1 ( % g ml)

olarak ifade edilir. (r) erkeklerde ortalama 0.67 (0.46-0.86), kadinlarda biraz
daha diisiiktiir. Kandaki alkol diizeyinden, bir kiginin aldigi alkol miktari ve
i¢ki cinsi de biliniyorsa igki miktari hesaplanabilir.

Ornegin : 70 kg agirhgindaki insanin kan alkolii %0.12 g saptansin.
Acaba bu kisinin viicudundaki alkol miktari ne kadardir? Bu igki cinsi votka
ise ne kadar votka igmistir?

Widmark faktorii 0.67 alindiginda ;

% 0,12 x 0.67 = % 0,080 g viicut alkol konsantrasyonudur. 70 kg. insan
icin :

Total alkol miktar: : 0,080 x 10 x 70 = 56 gram alkol

icki cinsi votka (% 40 agirhik/hacim alkol igerir) ise, kisi:
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100
56 x

= 140 ml votka almistir.
40

2 ) Diger bir Widmark faktorii B ile gosterilir ve alkoliin eliminasyon
hizi ile ilgilidir.

Widmark 1919 yilinda, kan alkoliindeki diisme hizini ortalama :

B =16 mg/100 ml/saat (10 - 25 mg/100 ml/saat) Gnermistir.

Bu faktor alinan alkol miktari ; beslenme, alinan igki cinsi , hormonlar,
vitaminler, diger ilaglarin etkisi ile degisebilir. Ancak pratikte bu deger 16 mg
/100 ml kan/saat (veya saatte 0.16 promil)alinir. Bu faktoriin adli tipta
uygulanmasina asagida 6rnek verilmistir :

Trafik kazasi yapmis bir siiriiciiden kan 6rnegi, kazadan 2 saat sonra
alinmig olsun. Yapilan analizde kan alkol diizeyi % 45 mg (0.45 promil)
bulunsun. Acaba bu kisinin kaza anindaki gercek alkol diizeyi nedir?

a) %16 x 2 =% 32 mg (0.32) promil kan alkoliindeki diisme

b) Kaza anindaki alkol % mg = % 45 + % 32 = % 77 mg (0.77 promil)

Tiirkiye’de ozel oto siiriiciileri igin yasal kan alkol limiti % 50 mg
(0.50 promil) dir. Yukaridaki 6rnekte eger alinan kan 6rneginde bulunan alkol
diizeyine gore degerlendirme yapilirsa kisi alkol agisindan trafik sucgu
islememis olarak kabul edilir. Gergekte ise kan alkolii olay aninda yasal
limitin iistiindedir.

Ulkemizde trafik kazalarina yonelik trafik sigorta islemlerinde [
faktorii kullanarak degerlendirme yapilmaktadir. Bunun disinda diger trafik
su¢ ve kazalarinda heniiz kullanilmamaktadir (Vural, N., Sayin, H., 1996).

1.5. Formaldehit ( HCHO )

Formaldehit molekiil agirligi 30 olan renksiz, yanici olmayan bir

gazdir. %40'lik ¢ozeltisi halinde kullanilir. Formalin, formol sinonimleridir.
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Sivi haldeki formaldehitin (formalin) keskin batici bir kokusu vardir. Gz
yasarticidir, ugucu olup, k.n : 21°C'dir. Formalin, stabilizér olarak metanol
icerir.

Formalin dezenfektan, antiseptik ve dokularin korunmasinda
(fiksasyon ¢ozeltisi) kullanilir. Polimerize formaldehit (para formaldehit)
fumigan, diger polimerleri igin yapistirici, izolasyon maddelerinin
hazirlanmasinda kullanilir,

Formaldehit ¢ok gabuk olarak (in vivo) formata metabolize olur. Metil
alkoliin de ara metabolitidir. Akut formaldehit zehirlenmesine az rastlanir. 30
ml formalin insanlarda é6ldiiriicii olabilir (MLD).

Formaldehit aranmasi (Kalitatif test)

Biyolojik dokulardan su buhari distilasyonu veya mikrodifiizyonla
ayrilabilir. Distilata veya dogrudan idrara uygulanan testler :

Oksitlenebilen ucucu bilesiklere uygulanan dikromat - siilfirik asit testi

ve Schiff reaksiyonu formaldehitle de pozitif sonug verir (6n denemelere

bakiniz).

Formaldehit igin spesifik test (Kromotropik asit ile): 0.5 ml test
¢ozeltisine 100 mg kadar kromotropik asit ilave edilir ve vortex ile 5 dakika
karistinlir. Dikkatle 1.5 ml konsantre siilfirik asit ilave edilir. Mor-viyole
rengin olusmasi formaldehit mevcudiyetini gosterir. Yontemin duyarlihig: 20
pg / ml dir.

Fenil hidrazin ile : 10 ml distilata (idrar) 10 damla %5' lik fenilhidrazin
hidrokloriir ¢ozeltisi, 3 damla %0.5 lik sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi ve 10
damla %10" luk sodyum hidroksit ¢6zeltisi damlatilir. Mavi renk olusumu
formaldehit varligini gosterir. Asetaldehit kirmizi renk verir.

Formaldehit tayini

1) Kromotropik asit testi spektrofotometrik yontemle formaldehitin
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kantitatif analizi i¢in de kullanilir (Metil alkole bakiniz).

2) 2,4 dinitrofenolle hidrazin olusturularak, HPLC ile de formaldehit
tayin edilir. Bu yontem gok duyarlidir (ug diizeyinde). Biyolojik materyalden
izole edilen distilatta, is yeri ortaminda formaldehit tayini i¢in kullanilabilir

(Fazla bilgi igin Usanmaz, S., 1994'e bakiniz).

1.6.Formik asit (HCOOH) ve Format

Formik asit, molekiil agirh@ 46 olan renksiz, sulu gozeltidir ve gok
korosiftir. Bir ¢ok (descanling) kepek doken g¢ozeltiler 500-600 ml / | formik
asit icerir. Formatlar, sodyum format (HCOONa) olarak boya, baski ve
tabaklama (deri) endiistrisinde ve sentetik ara iiriin olarak kullanilir. Metil
alkol ve formaldehitin toksik metabolitidir. Minimum letal doz (MLD),
yetiskinler igin 30 ml olarak verilmigtir.

Formik asit'in identifikasyonu (kalitatif testler)

Mide igerigi ve olay yerinden alinan 6rneklere uygulanir.

1) On deney : 0,5 ml test ¢dzeltisine, 1 ml sitrik asit-asetamid reaktifi
(5 g/l sitrik asit ve 100 g/l asetamid, propan-2-ol iginde); 0.1 ml sodyum asetat
(300 g/1), 3.5 ml asetik anhidrid ilave edilir. Vorteks'de 5 saniye karigti-
rildiktan sonra 10 dakika kaynar su banyosunda isitilir.

Kirmizi renk olusmasi formik asit varhgini gosterir. Formaldehit
ve format tuzlari bu testle pozitif reaksiyon vermezler. Yontemin duyarhgi
50 pg/ml 'dir.

2) Destekleyici deney (kromotropik asit deneyi : 0.1 ml numuneye 0.1
ml seyreltik hidroklorik asit (2 mol/l) ilave edilir, vortekste 5 saniye
karistirthir. 100 mg kadar magnezyum tozu gaz ¢ikisi duruncaya kadar yavas
yavas ilave edilir. 100 mg kromotropik asit ilave edilir ve vortekste 5 saniye

karistirilir.
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Dikkatle 1.5 ml konsantre siilfirik asit ilave edilir. 60°C deki su
banyosunda 10 dakika bekletilir.

Mor-viyole renk olusumu formik asit ve formatlarin varligini (Mg tozu
ile formaldehite indirgenmis) gosterir. Ayni reaksiyonu formaldehit 6n islem
yapilmaksizin, metil alkol ise KMnOy ile oksitlendikten sonra verirler.

Bu yontemin duyarhg: 50 pg/ml dir.

Formik asitin kantitatif analizi

Gaz kromatografik yontem : GSK ile formik asit dogrudan veya
tiirevleri olusturulduktan sonra tayin edilebilir.

Formik asit metil format veya dimetil formamit, formanilid tiirevleri
seklinde, FID detektor kullanarak GLK ile tayin edilebilir. Duyarhk 10 pg/ml
olarak bildirilmistir. Head space teknigi ile deteksiyon limiti 2,5 pg/ml dir.

Enzimatik Yontemler

Formik asitin biyolojik sivilarda enzimatik yontemle tayini, formatin
bakteriyel "format dehidrogenaz" enzimi ile karbondioksit ve suya oksidas-
yonu sirasinda NAD™nin NADH'a indirgenmesi reaksiyonuna dayanir.
Burada olusan NADH, diyaforez enziminin katalizorliigiinde indirgendiginde
floresan olusturan bir substrat ile reaksiyona sokulur. Bu amagla kullanilan
maddelerden biri resazurindir. NADH ile indirgenen resazurin, resofurin
isimli floresan madde verir. Bu madde 565 nm de ekstinksiyon ve 590 nm de
emisyon dalga boylarinda spektroflorimetrik olarak tayin edilir. Buradan
formik asit miktarina gegilir. Yontem ¢ok duyarhdir (0.2 pg/ml) ve spesifiktir.

Reaksiyon denklemi asagida gosterilmistir:
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FDH
NAD "+ HCOOH ————— NADH + H" + CO, (1)

diaforez
NADH + resazurin ———— NAD "+ resorufin (floresan) (2)

(FDH : Format dehidogenaz enzimi)

Analiz Sonucunun yorumu

Biyolojik sivilarda formik asit (format) tayini metanol ile akut
zehirlenmelerde Onem tasir. Ancak serum format diizeyleri igin rutin
laboratuvar testleri yaygin degildir.

Kanda endojen format diizeyi 0-6,3 mg/100 ml arasinda degisebilir.
Genel olarak iist simir 1.2 mg/100 ml kabul edilir. Agir zehirlenmelerde
93 mg/100 ml'ye kadar ¢ikabilen degerler bildirilmistir.

Asagida Tablo 13’de metanol zehirlenmesi sonucu olusan 2 &liim
olayinda, postmortem formik asit analizi sonuglari gosterilmistir (Tanaka, E.

ve ark.1991).

Tablo 13 formik asitin postmortem dagilimi

Biyolojik 6rnek olay 1 olay 2
Kan (mg/ml) 0.32 0.23
idrar (mg/ml) 337 0.47
Beyin (mg/g) 0.11 137
Karaciger (mg/g) 0.54 0.51
Bobrek (mg/g) 0.13 1.19
Mide igerigi (total, mg) 108 232
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2.7. Klorlu Hidrokarbonlar

Toksikolojik ~ onemi olan halojenli hidrokarbonlara doymus
haloalkanlardan metil kloriir, metil bromiir, kloroform, karbon tetrakloriir,
metil kloroform; etilen yapisinda halojenli doymamis hidrokarbonlara ise
trikloroetilen ve tetrakloretilen 6rnek verilebilir. Burada, asagida agiklanan
“Fujwara” reaksiyonu ile kendilerinin ve/veya metabdlitlerinin analizi
yapilabilen klorlu hidrokarbonlardan bahsedilecektir (Genel bélime de
bakiniz).

Kloroform (CHCI5) : Triklorometan yapisinda; molekiil kiitlesi 119
dur. Anestetik ve tibbi amagla dezenfektan olarak kullanildigi gibi, endiistride
¢oziicii olarak ta dnemli bir yeri vardir. MLD: 7 g/ 70 g insandir.

Kloroformun 6nemli bir kismi degismeden akcigerler ve idrarla atilir.
Az bir kismi metilen kloriir, CO, ve potent hepatorenal toksik bir madde olan
fosgene (COCl,) metabolize olur.

Karbon _tetrakloriir ( CCl, ) : Tetraklorometan yapisinda molekiil
kiitlesi 154 olup, piren ve karbona sinominleridir. Temizleme, yag eritici ve
yag uzaklastirici olarak, yangin sdéndiirmede, kuru temizlemede kullanilir.
MLD : yaklagik 4 ml/ 70 kg insandr.

Karbon tetrakloriiriin baslica toksik etkisi karaciger ve bobrek hasarina
neden olmasidir.

Karbon tetrakloriire yogun maruz kalma, Fujwara reaksiyonu ile
detekte edilebilir. Bu reaksiyonu CCl; vermez. Bu nedenle bu reaksiyonun
muhtemelen CCl; timindr metaboliti ve icerebilecegi kontuminant olan
kloroformdan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

1,1,1,-Trikloroetan (Metilkloroform : CCIl;CH;) : Molekiil Kkiitlesi

133 diir. Metilkloroform kuru temizlemede ¢dziicii, yag uzaklastirir ve daktilo

yazilarini diizeltme sivilarinda (daksil) kullanilir. Akut zehirlenme kazaen
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yogun bir sekilde maruz kalma veya amagl inhalasyonla (ugucu ¢oziicii
suistimali) olur. Absorbe olan 1,1,1,-trikloroetanin %2 si 2,2,2, trikoroetanole
ve sonra trikoasetik asite metabolize olur. Bu metabolit de idrarda fujiwara
testi ile aranir.

Trikloroetilen ( CHCI = C Cl, ) : Trilen, trikol, tiriol gibi sinominleri

vardir. Molekiil kiitlesi 131'dir. Yagh madde ekstraksiyonunda, ilag ve parfiim
endiistirisinde, kuru temizlemede ayrica insektisit olarak kullamilir. Tipta
genel anestetik olarak kullanilir.

Baslica toksik etkisi MSS iizerinedir, narkotik etkilidir. Narkotik etkisi
trikoetanol (TKE) metaboliti ile ilgilidir. Onemli bir kismi (% 80). TKE
tizerinden trikloroasetik asit (TKAA) metabolitine doniisiir. Bu metabolitte
idrarda Fujiwara testi ile detekte edilir. Kloral hidrat, dikloralfenazon gibi
hipnotik ilaglar da TKAA metabolitine doniisiirler). Akut zehirlenme kazaen
yogun maruz kalma veya amagli inhalasyon (ugucu ¢oziicii skistimali) sonucu
olusur.

Tetrakloroetilen : ( Perkloroetilen, tetrakloroetilen )

CCl, = CCl, : Molekiil kiitlesi 166 dir.

Tetrakloroetilen antihelminitik ve kuru temizlemede g¢oziicii, buharla

yag uzaklastirici olarak kullanilir. Akut zehirlenme kazaen yogun maruz
kalma ve amagli inhalasyon sonucu olusur.

Absorbe olan tetrakloro etilenin ancak % 0.5'i trikloroasetik asite
metabolize olur. Bu miktardaki metabolit de idrarda Fujiwara testi ile
taninabilir.

Klorlu hidrokarbonlarin biyolojik materyalde aranmalar
(Fujiwara deneyi ile)

Klorlu hidrokarbonlar doku ve kandan su buhari distilasyonu ile izole

edilirler. Asit ortamda biitiin klorlu hidrokarbonlar su buhari ile siiriiklenirler.
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Distilat veya idrarda klorlu hidrokarbonlarin kalitatif ve kantitatif analizinde
en ¢ok kullanilan genel renk reaksiyonu Fujiwara testidir.

Deneyin uygulanmasi : Bu test su buhari distilasyonu ile izole edilen

distilata ve/veya idrara uygulanabilir. Deney numune, blank (kér) ve standard
(triklroasetik asit) ile paralel olarak yapilir.

Distilat ile ¢alisildiginda 5 ml distilata (veya 2 ml idrar) 2 ml %20 lik
NaOH ve 2 ml saf piridin ilave edilerek dikkatle karigtirilir. Karigim kaynar su
banyosunda 5 dakika bekletilir. Piridin fazinda koyu kirmizi menekse rengin
olugmasi trikloro bilesiklerinin oldugunu gosterir.

Laboratuar ortaminda kloroform gibi ayni reaksiyonu veren
kontaminatlari diglamak igin distilat yerine 5 ml saf su kullanarak kér deney
(Blank) yapilir.

Ayrica standard olarak suda hazirlanmis %1 lik triklroasetik asit
(10 mg/l) ile deney paralel yiiriitiiliir.

Bu deneyin duyarhg I1mg/l trikloroasetatdir. Klorlu hidrokarbonlar
(kloroform, trikloroetilen, metilkloroform, tetrakloroetilen) ve metabolit
olarak olusum trikloroasetik asit diginda kloralhidrat, diklorofenazon gibi
trikloroasetik asit metabolize olan ilaglar da Fujiwara reaksiyonu ile pozitif
sonug verirler.

Klorlu hidrokarbonlarin Fujiwara reaksiyonu ile Kkantitatif
analizleri

I ml toluen fazina (klorlu hidrokarbon distilatinin toplandig), 10 ml saf
piridin (tekrar distillenmis veya taze analitik 6zellikte) ve 5 ml 20 NaOH ilave
edildikten sonra, karigim tam 5 dakika kaynar su banyosunda bekletilir. Buz
banyosunda sogutulduktan sonra renkli piridin fazi hemen ayrilir.

Piridin fazi, distile su ile 15 ml ye seyreltilir. Bu renkli ¢dzeltinin

absorbans 530 nm de k&re karsi bir spektrofometrede okunur. Konsantrasyon
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ayni sekilde standart hidrokarbon ¢ozeltileri ile hazirlanmis kalibrasyon
egrisinden hesaplanir. Bu teknikle, 1 ml toluen ig¢inde en fazla 0.4 mg
hidrokarbon tayin edilebilir.

Habgood ve Powell 1 ml aseton ilavesi ile karbon tetrakloriiriin piridin
fazinda verdigi rengin siddetlendigini, kloroform oldugunda azaldigini ve
trikloroetilen ile meydana gelen rengin ise etkilenmedigini gostermislerdir.

idrarda Fujiwara reaksiyonu ile trikloroasetik asit (TKAA)
tayini (Soucek ve Vlachova modifikasyonu)

Trikloro asetik asite metabolize olan klorlu hidrokarbonlara maruz
kalmanin biyolojik izlenmelerinde idrarda TKAA tayini yapilmasi pratik
acidan daha uygundur.

Bunun igin 2 ml idrara, 8 ml saf piridin ve 5 ml % 20 NaOH ilave
edilir. Karisim 70 °C de 15 dakika su banyosunda bekletilir. Buz banyosunda
sogutulduktan sonra piridin faz1 (7.5 ml) 3 ml su ilave edilerek seyreltilir.
Renkli ¢ozeltinin optik dansitesi 530 nm de kore kargi okunur. Sonug, 1-100
mikrogram arasinda hazirlanan TKAA standartlariyla elde edilen kalibrasyon
egrisinden hesaplanir.

Sonucun Yorumu :

Bu yontem en ¢ok trikloroetilene maruz kalmada kullanilir. idrarda 20
mg/l TKAA bulunmasi, 6nemsiz derecede trikoloetilene maruz kalindigini, bu
degerin (150 mg/l TCAA) iistiinde bulunmasi ise havada miisaade edilen limit
iistiinde trikloroetilene maruz kalindigini ifade eder.

Klorlu hidrokarbonlarin gaz kromatografik yontemle analizi

Kan ve idrarda klorlu hidrokarbonlarin gaz kromatografisi yontemi ile
taranmalari ve kantitatif analizleri duyarl olarak yapilir.

Gaz kromatografisi yontemi ile GA veya tercihen GI sistemi ile

taramalari yapilabilir. (Moffat, A.C., ve ark. 1986)
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a ) Sistem G.A. : %2.5 SE-30 ile kaplanmis 80-100 mesh chromosorb
(asitle yikanmig : AW ve dimetildiklorosilanla islem gérmiis) kolon kullanilir.
Destek maddesinin tamamen deaktive edilmis olmasi gerekir. 2 m x 4 mm ig
capinda cam kolon tercih edilir. Gaz kromatografisi kosullari : Kolon sicakligi
35°C da 2 dakikaya ve sonra dakikada 5°C yiikselecek sekilde 175° C ye kadar
programlanir. 175°C da en az 8 dakika tutulur. Tasiyici1 gaz olarak azot (45 ml
/dakika akis hizinda) FID dedektor kullanilir.

Sistem GI: 80-100 mesh carbopak C iizerine kaplanmis % 0.3
carbowax 20 M igeren kolon (2 m x 2 mm i¢ ¢apinda) kullanilir. Kolon
sicakhig1 yukarda agiklandig) sekilde 35°C ile 175°C arasinda programlanir.
Tastyici gaz olarak azot (30 ml/dak. akis hizinda) kullanilir.

Kantitatif analizde ise "head-space" diizenegi igeren gaz kromatografisi
tercih edilir.

1.8. Aromatik Hidrokarbonlar

Aromatik hidrokarbonlarin en basit ve dayanikli bilesigi olan benzen ve
homologlari (toluen, ksilen izomerleri, etil benzen) endiistriyel ve ticari
kimyasal maddeler olarak ©nem tasirlar. Yakit, ¢oziicii ve kimyasal
maddelerin sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilirlar. Bu nedenle,
cevrede, is yerlerinde ve endiistride gevresel ve biyolojik izlenmeleri 6nem
tasir.

Benzen (C¢ Hy)

En basit aromatik hidrokarbondur. Benzol, fenilhidrid ve kémiir naftasi
sinonimleridir. Kendisine 6zgii kokusu olan, ugucu bir organik sividir. K.n.
81°C dir.

Akut benzen zehirlenmesinde baglica semptomlar MSS depresyonu ile

ilgilidir. Kronik maruz kalmada ise hematopoetik sistem etkilenir. Anemi ve
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Idsemiye neden oldugu gosterilmisti. MLD : 15 ml /70 kg insan olarak
verilmistir.

Kronik benzen toksisitesinden benzenin aktif metabolitleri olan fenolik
metabolitleri sorumludur. Benzene maruz kalmanin biyolojik izlenmesinde
kanda benzen, idrarda fenol tayini yapilir.

Benzenin biyolojik materyalden izolasyonu ve kalitatif analizi

Benzen dokulardan, asit ortamda su buhari distilasyonu ile izole edilir.
Bunun igin 10 g doku (veya 4 ml kan) distilasyon balonuna konarak 50 ml su
ile kanistirilir. (Sekil 2). 1 ml konsantre H,SO; ilavesinden sonra, uzun
sogutuculu bir su buhari distilasyonu apareyinde distillenir. Sogutucunun ug
kisminin niimune toplama kabinin karbon tetrakloriir ihtiva eden kismina
kadar uzanan bir adaptorle tespit edilmesi, benzenin ugmasini engeller.
Benzen kokusu duyulmayincaya kadar distilasyona devam edilir. Niimune
kabinda toplanan, distilat toplanir ve CCl; fazinin ayrilmasi i¢in beklenir.
Benzen CCl, iginde ¢oziineceginden bu faz alinarak benzen aranir:

Bir tiipe alinan (5ml benzen-karbon tetrakloriir) karigimina, 9 ml
siilfiirik asit ve 6 ml nitrik asit ilave edilir. Asitlerin ilavesi sirasinda tiip
devamli karistirilir ve karigimin sicakhigi 60°C altinda tutulur. Karisim, 1 saat
60 ‘C de su banyosunda sitilir. Benzen mevcudiyetinde nitrobenzen (k.n:
206°) olusur. Karisimin sogutulmasindan sonra, nitrobenzen karakteristik,
ayakkabi cilasi kokusu ile taninir.

Benzenin kan ve dokuda arastirilmasi kronik benzen zehirlenmesi
bakimindan 6nemlidir. Ayrica, idrarla atilan metaboliti fenol oldugundan
kronik benzen zehirlenmesinin saptanmasinda diger arastirmalar (kan
formiilii, hemogram, hematokrit gibi) yaninda, fenol tayini degerli bir kriterdir

(fenol boliimiine bakiniz).
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Toluen (Metil benzen) :C¢HsCH;

Bagil Molekiil kiitlesi 92 ve kaynama noktasi 109°-111°C olan bir
organik ¢oziiciidiir. Toluen yapistirici, boyalar igin ¢oziicii olarak ve ayrica
endiistride yaygin olarak kullanihir. Coziicii olarak ¢ogu kez, tiner gibi ticari
karisimlar (dikloro-metan, ksilen, metil etil keton gibi diger ¢oziiciiler igerir)
seklinde kullanilir. Akut toluen zehirlenmesi yogun sekilde toluene maruz
kalma veya bagimlilik seklinde inhalasyonu ile (yapistirici koklama, ugucu
¢oziicii tipi bagimlihk) goriiliir.

Toluenin 6nemli bir kismi (%80 i) benzoik asite metabolize olur.
Benzolik asit glisinle konjuge olarak idrarla hippurik asit (HA) seklinde atilir.
(Cok az miktarda da krezollere (o-, p- ve m-krezol) doniisiir. o-krezol spesifik
mindr metaboliti olup son yillarda, diisiik konsantrasyonda toluene maruz
kalmanin biyoindikatorii olarak idrarda tayini tercih edilmektedir.

Toluene ¢evresel ve mesleki maruziyetin biyolojik izlenmesinde kanda
ve alveolar havada toluen, idrarda hippurik asit tayini yapilir. Fenolik
metabolitleri olan krezollerin (6zellkle o-krezol) tayini de spesifik metabolit
olarak dnem kazanmustir.

Kanda toluenin gaz kromatografik yontemle tayini

Toluen kan ve dokularda gaz kromatografisi yontemi ile tayin
edilebilir. Sistem olarak GA veya GI kullanilir. Alikonma zamani 24.8
dakikadir (Moffat, A.C. 1986).

idrarda HA tayini

Spektrofotometrik yontemler

Hippiirik asit, mg/l diizeyinde renk reaksiyonlari ile spektrofotometrik
yontemle tayin edilebilir. Renk reaktifi olarak (piridin + benzensulfonil

kloriir) veya p-dimetilbenzaldehit kullanilir. Burada hippiirik asitin p-
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dimetilbenzaldehitle kondanse olarak olusturdugu renkli bilegigin 458 nm de
dlciilmesine dayanan spektrofotometrik yontem agiklanacaktir. (Flanagan ve
ark. WHO, 1995) '

Reaktifler :

Seyreltik hidroklorik asit (0,05 mol/I)

Dimetilaminobenzaldehit reaktifi : p-dimetilaminobenzaldehit (40 g/I)
konsantrasyonda, iginde birkag kristal (0,5 g kadar) susuz sodyum asetat
iceren asetik anhidrid iginde hazirlanir.

Sodyum kloriir (kati)

Coktiiriilmiis silika

Standardlar : Kor (blank) olarak idrar kullanilir. Standardlar kor olarak
kullanilan idrarda hippurik asit 0,2; 0,5 ; 1,0 ve 2.0 g/l konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlanir. Bu g¢ozeltiler +4°C de karanlikta saklandiginda 1 ay
dayanir.

Teknik : 1 ml idrar 6rnegi (veya standard) hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 2
ml ye seyreltilir ve doygunluga kadar sodyum kloriir ilave edilir.

Cozeltiye 2 ml dietileter : metanol (9:1) ilave ederek, vortekste 1 dakika
karistirthr. 5 dakika santrifiij edilir. Ust faz atilir ve ikinci kez ekstraksiyon
islemi dietileter : metanol (9:1) ile tekrarlanir.

Eter ekstraktlari birlestirilir ve iginde 0,5 g silika igeren tiipe, ekstraktan
I ml ilave edilir. Eter fazi hava veya azot akiminda uzaklagtirhir. Kalintiya 3
ml dimetilaminobenzaldehit reaktifi ilave edilerek 135°C de 5 dakika 1sitilir.

Sogutulan karigima 4 ml metanol ilave edilir 1 dakika vortekste
karistirihir, 5 dakika santrifiij edilir.

Metanol ekstrakti diger bir tiipe aspire edilir. Kalan silika fazi ikinci bir

(4 ml) metanolle ekstrakte edilir.
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Metanol ekstraktlar1 birlestirilir ve 460 da absorbansi, ayni sekilde
hazirlanmis "kor idrar" ekstraktina karsi okunur.

Kalibrasyon : Kalibrasyon egrisi, idrara ilave edilmis hippurik asit
standardlari ile yukarida agiklandig1 sekilde analizleri yapilarak (absorbansa
kars1 konsantrasyon) hazirlanir. Numune ile elde edilen absorbansin hippurik
asit diizeyi, kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Benzoat igeren diyetlerin alimi nedeni ile HA atilimi normal kisilerde
de oldugu igin, koér ve standard hazirlamada aym idrar Ornegi
kullaniimaktadir.

Yontemin duyarliligi 0,1 g/l hippuattir.

Idrarda gaz kromatografisi yontemi ile HA ve MHA tayini

idrarda GLK ile HA tayininde, HA'in metanol ile metil tiirevi
olusturulur. i¢ standart olarak heptadekanoik asit kullanilir. Aym yontemle,
ksilenin metaboliti olan metil hippiirik asit (MHA) tayini de yapilir. .

Burada laboratuvarimizda, tiner kullanimi nedeni ile toluen ve ksilen
maruziyetinin arastirilmasinda idrarda HA ve m-MHA tayini igin
kullandigimiz yéntem agiklanmistir (Doganyigit., R. 1999).

Kullanilan reaktif ve standardlar :

Tiirevleme reaktifi : 4 ml % 37 lik hidroklorik asit, susuz metil alkolle
(maksimum %0,001 H,O igeren) balonjoje iginde 100 ml ye tamamlanir.

internal (i¢) standard : 50 mg heptadekanoik asit metil alkol ile 100 ml
ye tamamlanir.

Standard HA ¢ozeltileri : 50-250 mg/50 ml arasinda konsantrasyonlar
degisen, seri standard HA ¢ozeltisi metil alkol iginde hazirlanir.

Standard metil hippurik asit (m-MHA) ¢ozeltileri : 25-150 mg/ 50 ml
arasinda degisen konsantrasyonda olacak sekilde, m-MHA, metil alkolde

¢oziilerek standard g¢ozeltiler hazirlanir.
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Gaz kromatografisi kosullar1 :. Kolon dolgu maddesi %3 SE-30
(Chromosorb WHP, 80-100 misli iizerinde); detektor: FID; Enjeksiyon girig
sicakligi; 240°C; firin sicakligi : 200 °C; tasiyici gaz (azot) akis hizi: 30
ml/dk.; hidrojen akis hizi : 300 ml/dk.

Teknik : 1 ml idrara 200 pl i¢ standart ve 200 pl i¢ standart ve 200 pl
0.5 N-HCl ilave edilerek 3 ml etil asetat ile calkalayarak 20 dakika ekstrakte
edilir. Karisim 4000 rpm de 4 dakika santifiij edilir. Organik faz 15 ml lik
tiipe aktarilarak oda sicakliginda azot akiminda ugurulur. Kalinti iizerine 1 ml
tirevleme reaktifi ilave edildikten sonra, su banyosunda 60 C da 45 dakika
bekletilir. Karigim sogutulduktan sonra 2 ml distile su ilave edilir ve 1 ml
kloroform ile 20 dakika karistirilarak ekstrakte edilir. 3000 rpm de 2 dakika
santrifiij edildikten sonra kloroform fazindan 2 pl dogrudan gaz kromatografa
enjekte edilir.

Kalibrasyon : Mesleki olarak maruz kalmayan kisilerde alinan idrarin 1
ml sine, her seri standart ¢ozeltiden 200 pul HA ve 200 pul m-MHA ilave
edilerek, yukarda agiklanan islemle (200 pl internal standard ilavesinden
sonra) uygulanir. Kalibrasyon grafigi, konsantrasyona karsi, pik orani
isaretlenerek (standart/ internal standart) gizilir.

Numune ile elde edilen pik yiiksekligi orani (niimune/internal standart)
kromatografdan saptanarak, yontemle ilgili sartlari konsantrasyon
kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Yontemle ilgili uyarilar :

1) Standardlar hazirlanirken, normal kisilerde de HA atilimi
beslenmeye bagl olarak degisen oranda bulunabileceginden ayni idrardan

alinan 6rneklere HA standardlari ilave edilir.
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2) Yontemin verimi (recovery) hesaplanirken, normalde idrarda
bulunan HA konsantrasyonu, standarddan g¢ikartilir. Bunun igin, kalibrasyon
grafigi hazirlanirken idrar 6rnegi ile de ¢alisma yapilir.

3) Ksilen o-, p- ve m- izomerlerinin karigimi olarak bulundugu igin,
idrarda m- disindaki MHA metabolitleri olabilir ve alikonma zamanlari GLK
de yakindir. Ancak m-ksilen izomeri, karigimda % 70-80 gibi yiiksek oranda
ve p-izomeri %S5 in altinda oldugu igin pratikte bu interferans 6nemli degildir.
Son yillarda, bu izomerlerin ayrilmasina yonelik yontemler gelistirilmektedir.

Sekil 16’da GLK ile HA ve m-MHA’in kromatogramlari goriilmektedir.

cm 1

2

3 54

1AV U B N

1 ‘/T
o 5 10 dakiks 0 5 10 dakike
(a) (b)
Sekil 16- ( a ) HA (1); m-MHA Sekil 16- (b) Mobilya isgilerinin
(2) ve heptadekonoikasit (i¢ idrarindan elde edilen ekstraktin
standard, 3) standardlarinin (0.5 gaz kromatogramlari. (1) HA,
pg) GLK kromatogramlari (2) m-MHA, (3) i¢ standart
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HPLC ile idrarda HA tayini :

Toluen ve ksilenin metabolitlerinin tayininde HPLC duyarlik ve
spesifite agisindan son yillarda en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir. Bu
teknik genelde zaman alir ve iyi donaniml yiiksek performansli kromatografa
ihtiyag vardir. Ancak, rutin analizlerde kullanilabilecek basit ve ¢abuk sonug
veren HPLC yodntemleri de gelistirilmistir. Burada laboratuvarimizda
modifiye edilen oldukga basit ve gabuk sonug veren HPLC yontemi ile HA
tayini agiklanmistir (Duydu ve ark. 1999)

HPLC cihaz ve ¢alisma kosullar : Kromatograf sistemi bir HPLC
pompasi, UV/VIS detektorii ve Li Chrosorb RP-18-5 igeren 200x4.6 mm
kolon igermektedir.

Mobil faz olarak 5 mM KH,PO, (pH : 2.5) ve aseto nitril (CH3CN)
karisimi (90/10 oraninda) kullanilir.

Mobil faz akis hizi : ilk 2,6 dakikada 0,8 ml/dak ; 2.9-7.5 dakika
arasinda 2 ml/dak ve 8.0-9.0 dakika arasinda 0.8 ml/dak. olarak
programlanmistir. Efluentin absorbansi 225 nm de okunur ve total tayin oda
sicakliginda yapilir.

Teknik : 1 ml idrara 1 ml metil alkol ilave edilir ve 2500 rpm de 5

dakika santifiij edilir. Supernatant'tan 3 pl, HPLC cihazina enjekte edilir.

Kalibrasyon: Kalibrasyon egrisi konsantrasyona kargi pik alan
keratinine gore verilecekse (tercih edilir), ayrica kontrol idrarda kreatinin
tayin edilir. Bu durumda kalibrasyon egrisinde konsantrasyon HA, g/g
kreatinin olarak isaretlenir.

Stok HA ¢o6zeltisi metanol iginde hazirlanir (1 g/l). Kalibrasyon igin

stok ¢oOzelti su ve idrarla seyreltilerek, HA konsantrasyonu 0-2 mg/ml
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arasinda degisecek sekilde 2 ayri standard (su ve idrar) seri standard

¢ozeltileri hazirlanir. Yontem bu standardlara uygulanir.

Sekil 17°de HPLC ile standard HA, normal idrar ve HA ilave edilmis

idrar 6rneginin kromatogramlari gériilmektedir.
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Sekil 17- HAnin HPLC de kromatogrami I-Standard HA; I1I-Normal idrar
(endojen HA goriilmekte); I1I-HA ilave edilmis idrar.

Ksilen (C¢H, (CH;),)

Renksiz, aromatik kokulu bir sivi olup, molekiil agirhg 106.13 tiir.

Kaynama noktasi 130°C, alev alma noktasi 29°C dir. Ticari olarak orto, meta

ve para izomerleri seklinde bulunur. Ancak o-ksilen, en yiiksek oranda (%60-

80) bulunur.

Toluenle birlikte tiner iginde bulunur. Ksilenin, idrarla atilan baslica

metaboliti, metil hippiirik asittir (MHA). En ¢ok meta izomeri (m- MHA)

seklinde atihir. Bu nedenle ksilene maruziyette idrarda baslica m-MHA tayini

yapilir. Son yillarda, diger izomerlerin ayrilmasi ile ilgili ¢alismalar vardir.
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Ksilene maruziyette, idrarda MHA tayini yapilr.

MHA tayini :

idrarda MHA tayininde gaz kromatografik ve HPLC yontemleri
kullanihir. Toluen kisminda, HA'in gaz kromatografisi ile analizinde m-MHA
tayinde agiklanmistir.

Sonucun yorumu

Akut toluen zehirlenmesinde ataksi, bulanti, kusma, solunum
depresyonu, koma ve kardiyak aritmi goriiliir. Hepatorenal hasar genelde
yoktur.

idrarda normal HA konsantrasyonu 0,1-0,2 g/ olarak verilmektedir. 1
g/l iistiinde degerler toluene 6n maruziyeti gosterir. Ancak diyet veya diger
nedenlerle alinan benzoatin diglanmasi gerekir. Akut zehirlenmelerde, 6liim,
hippurik asit atilimi yiikselmeden olusabilir.

Toluene mesleki maruziyetin biyolojik izlenmesinde, HA diizeyi (g/g
kreatinin) seklinde verilmesi, degerlendirmede daha gegerlidir. Daha 6nce
kreatinine goére diizeltmeden ve idrardaki kreatinin tayini agiklanmisti. Bu
diizeltmeye gore, idrarda HA igin kabul edilen maksimum deger, biyolojik
maruz kalma indeksi (BEI) 2,5 g/g kreatinindir. (Lauwrys, L.K., 1986). m-
MHA ise normalde atilan bir metabolit degildir.

Tiner kullanan is yerlerinde (mobilya isgileri, otomobil boyacilar1 gibi)
maruziyet derecesine gére HA ve mMHA atihmi artar. Yaptigimiz bir
calismada mobilya cilalama isleminde galisan kisilerde (n:57), idrarla atilan
HA miktar1 2.99 £ 0.38 g/2 kreatinin bulunmustur (bakiniz: Doganyigit,R.,
1999 doktora tezi).

1.9 Fenoller : CdH;OH

Sinonimleri : ( C¢HsOH ) : Karbolik asit, asit fenik ; Tirevleri :
Krezoller (0,p,m-CH1,C¢H,OH); timol (C¢H;CH;3C;H;,0H)
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Kullanma yerleri: Dezenfektan, prezervatif, antiseptik antipruritik
(kagintilara kars1) ve endiistride kullanilir. MLD : Yaklasik 10 m1/70 kg insan
(adi fenol igin).

Fenollerin biyolojik materyalden izolasyonlan ve
identifikasyonlan

Fenoller, kan, idrar veya dokulardan asit ortamda su buhari distilasyonu
ile izole edilir. Bunun i¢in su buhari distilasyonu apareyinin (Sekil-3) B
balonuna 25 ml kiyilmis doku veya idrar, 4 ml (1+1) oraninda seyreltilmis
siilfirik asit konur ve 5 ml su ile balon yukaridan asagiya dogru yikanir.
Karisim su buhari akiminda distile edilir, distilasyona 100 ml distilat
toplanincaya kadar devam edilir.

Distilatta fenol aranmas: :

i) Para pozisyonu substitiite edilmemis veya nitro grubu bulunmayan

fenollere Liebermann'in__indofenol testi, genel grup deneyi olarak

uygulanabilir. Deney s6yle yapilir :

10-20 ml distilat, 2 defa 20 ml eterle ekstrakte edilir. Birlestirilen eter
ekstresi bir kag gram susuz Na,SO, ilavesiyle kurutulur. Cam pamugundan
siiziiliir ve 2 ml kalincaya kadar ugurulur.

Boylece konsantre edilmis eterli ekstreden bir kag damla, kiigiik bir
porselen kapsiilde oda 1sisinda ugurulur.

Kalintiya, 1 damla taze %1 NaNO, Konsantre siilfirik asit i¢inde
hazirlanmig ¢ozeltisi konur, bir bagetle karistirildiktan sonra bir damla su
ilave edilir. Genellikle su ilavesi rengin siddetlenmesine sebep olur. Karigim
sogutulduktan sonra 1 damla 4 N NaOH ile kalevilendirilir ve meydana gelen

renk degismesi kaydedilir. Fenol ile mavi = kirmizi = yesil; krezollerle koyu
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kahverengi; timol ile yesil = kirmizi = mavi renkler goriiliir. Bu deneyle 1

mikrogram  (ug) fenol taninabilir.

ii) FeCl; ile arama : 1 ml distilata; 1 damla %10 FeCl; ilave
edildiginde viyole renk meydana gelir. Salisilik asitten farkl olarak, bu renk,
mineral asit, amonyak veya alkol ilavesiyle kaybolur. (Bu deney dogrudan
dogruya 10 ml idrara 1 ml % 10 FeCl; ilavesiyle de yapilabilir. Meydana
gelen viyole renk 1s1ya dayanikhdir).

iii) Millon deneyi : Kiigiik bir kapsiile, 1 damla distilat veya eterli
ekstreden konur ve 1 damla Millon reaktifi damlatilir. Karigim bir kag dakika
bekletilir. Eger bir renk degisimi goriilmezse 1sitilir. Fenol, sogukta Millon
reaktifi ile kirmizi renk verdigi halde, diger fenoller ancak 1sitmadan sonra
renk verirler. Bu deneyle | pg fenol taninabilir. (Millon rekatifi: 10 g civa,20

mlkonsantre nitrik asitte ¢oziiliir ve esit hacimde su ilave ederek hazirlanir).

idrarda fenoliin diazolandirilmis p-nitroanilin ile tayini

Standard fenol ¢ozeltileri (Kalibrasyon igin)

a) Stok fenol ¢ozeltisi : 0,5g saf fenol 10 ml suda ¢oziiliir. 4 ml
hidroklorik asit ilavesinden sonra su ile 500 mI’ye tamamlanir (1 g fenol/I).

b) Seyreltilmis fenol ¢ozeltisi : 1 ml stok fenol ¢ozeltisi su ile 100
ml“ye seyreltilir (10 pg fenol/ml)

Reaktifler :

1) Diazo Reaktifi : a) p-nitroanilin ¢6zeltisi : 0,75 g p-nitroanilin 10 ml
suda ¢6ziiliir, 20 ml konsantre hidroklorik asit ilave edilir. Su ile 250 ml ye
tamamlanir. b) Sodyum nitrit ¢ézeltisi (% 5 lik NaNO,) : 5 g sodyum nitrat
suda ¢oziilerek 100 ml ye tamamlanir. Kullanmadan hemen 6nce 25 ml (a)
¢ozeltisi, 1.5 ml (b) ¢ozeltisi ile karigtirilarak reaktif hazirlanir.

2) Sodyum asetat ¢dzeltisi (% 50 lik)
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Distilatta anilin aranmasi

izonitril deneyi : 5 ml distilata veya 0.5 ml eterle konsantre edilen

kalinti 0.5 ml kloroform ve 2 ml % 20 NaOH ilave edilir. Karigim kaynatilir.
Anilin varsa izonitrilin karakteristik kokusu duyulur.

indofenol ( hipoklorit ) deneyi : 0.5 distilata 3-5 damla kalsiyum veya

sodyum hipoklorit ¢dzeltisinden ilave edilir. Anilin varsa karigimin rengi
viyole-mavi veya mor-viyole olur ve zamanla renk kirli kirmiziya doniisiir.
2-3 damla % 2 fenol ve amonyak ilavesiyle tekrar sabit mavi renk meydana
gelir. Bu deney ¢ok duyarlidir.

Diazo deneyi : Kalinti veya 0.5 ml distilat 2 N HCl ile asitlendirilir. 2
damla % 5 NaNO, ve 2 damla % 0.2 B-naftol (2N NaOH de hazirlanmis) ilave
edilir. Anilinle kirmizi renkli diazo-boyar maddesi meydana gelerek ¢oker. Bu
deneyle 0.5 mikrogram anilin taninabilir.

p-aminofenol aranmasi

Anilinin %80 kadari aminofenole doniiserek idrarla atilir. Bu nedenle
anilinle zehirlenmelerde idrarda p-aminofenol aranir. Bunun igin: 1 ml idrar
2-3 damla % 10 HCl ile asitlendirilir ve sogutulur. 2-3 damla % 1 NaNO,, 2-3
damla taze %1 a-naftol cdzeltisi (% 10 NaOH de hazirlanmis) ilave edilir.
Kirmizi renk p-aminofenol oldugunu gosterir. (Kontrol deneyi yapilmalidir.
Fazla miktarda a-naftol yaniltici sonug verebilir. p-aminofenol tayini igin
parasetamole bakiniz).

Methemoglobin tayini (spektrofotometrik yontem)

Anilinle zehirlenmelerde, kanda methemoglobinemi olusur. Bunun igin
methemoglobin tayini zehirlenmenin teshisinde yardimci olur. Burada
laboratuvarimizda yapilan bir arastirmada kullanilan methemoglobin tayini

aciklanmistir (Vural, N.; Kahraman, R. 1988).
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Yontemin Prensibi : Methemoglobin (MetHb) seyreltik asitli ortamda
630 nm’de karakteristik bir absorbsiyon bandi verir. Siyaniir ilavesi ile
MetHb, siyanmethemoglobine (CNMetHB) doniisiir ve absorbsiyonda diisme
olur. Bu absorbans farki MetHb miktar: ile orantilidir. MetHb yiizdesinin
Slgiilmesi igin, kan 6rneginin diger kismini potasyum ferri siyaniirle muamele
edilir ve kandaki tiim hemoglobin, methemoglobine doéniistiiriiliir. Siyaniir
ilavesinden sonraki absorbans degisimi total Hb miktarini verir.

Reaktifler :

0.07 M fosfat tamponu (pH 6,6) : 5,67 g anilin monopotasyum fosfat
(KH,POy4) ve 3,55 g disodyum fosfat (Na,HPO,) suda ¢oziilerek 1 litreye
tamamlanir. pH kontrol edilir, gerekirse ayarlamasi yapilir.

0.017 M fosfat tamponu (pH 6,6) : Stok 0,07 M fosfat tamponu 1:4
oraninda seyreltilerek hazirlanir.

Potasyum siyaniir (KCN), saf graniile.

Potasyum ferri siyaniir (K3(CN);), kristal.

Triton-X 100 veya diger bir noniyonik aktif madde.

Teknik : Iyi karistirilmis 0,2 ml 0,17 M fosfat tamponu igine ilave
edilir. Kii¢iik bir damla Triton-x 100 ilave ederek, tersyiiz edilir. Karisim
analiz tamamlanincaya kadar bekletilir. Eger tam berrak degilse, santrifiij
edilir.

Hemoliz olmus kanin bir kismi spektrofotometre kiivetine aktarilir ve
630 nm’de fosfat tamponuna karsi (kor) absorbans olusur (A)). Kiivete birkag
mikrogram KCN ilave edilir ve karigtirihr. Tekrar absorbans 630 nm. de
okunur (A,). Eger absorbans degismeli ise (A, = A;), 0 zaman MetHb yoktur
ve isleme devam edilmez.

Kan Orneginin diger bir kismi, yukarida agiklandigi sekilde fosfat

tamponu ile seyreltilir ve hemoliz edilir. 5 mg potasyum ferrisiyaniir ilave
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edilerek karnstirilir. Karigim, temiz bir spektrofotometre kiivete aktarilir.
Absorbans 630 nm’de fosfat tamponuna karsi okunur (A;)

Birkag miligram potasyum ferro siyaniir ilavesinden sonra karigtirthr ve
tekrar fosfat tamponuna karsi 630 nm ile absorbansi okunur (Ay).

Kalibrasyon :

Yukarida olgiilen absorbanslar asagidaki formiile konarak % MetHb
hesaplanir.

A-A

x 100 =% MetHb (saturasyon yiizdesi)

A;— Ay

Sonucun degerlendirilmesi : Normal kisilerde % 0,5 g kadar MetHb
bulunabilir. MetHb nemi yapan ilaglar ve kimyasal maddeler MetHb diizeyi
artabilir. MetHb diizeyi % 10—15 oldugunda siyanozis goriiliir.

Ayrica MetHb diizeyi yangin olaylarinda, ekzos gazina bagh
zehirlenmelerde yiikselebilir.

MetHb tayininde heparinize vendz veya arteriyal kan kullanilabilir.
Hemoliz olmamis kan 6rnekleri buz dolabinda birkag saat saklanabilir. Fakat
analiz tercihen en kisa zamanda yapilmaktadir. Ciinkii alinan kan 6rnegindeki

MetHb oldukg¢a tuzlu bir sekilde bozunabilir (Bauer, S.D., 1970).

3. UCUCU OLMAYAN ORGANIK ZEHIRLERIN BiYOLOJIK
MATERYALDE ANALIZLERI

Bu boliimde sik zehirlenmelere neden olan ilaglar kullnilmaz kontrol
altinda olan ilacin maddelerle, tokksikolojide dnemli olan bazi pestisitlerin
analizinden bahsedilecektir. Ugucu olmayan organik bilesik yapisinda olan bu

maddeler biyolojik materyalden ekstraksiyonla izole edilirler.
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2.1. Barbitiiratlar
Barbitiiratlar, barbitiirik  asitin  5,5-  disubstitiie
° ’:H?]/O tirevleridir. Ayrica 1 no’lu pozisyondaki azot da
8 NH metillenebilir (metil fenobarbital gibi). Cok kullanilan
barbitiiratlara 6rnek olarak amobarbital (5-etil- 5-
izopen-tilbarbitiirik asit), barbital (5,5 dietilbarbitiirik
asit), pentobarbital (5-etil-5) (1-metilbiitil) barbitiirik asit), fenobarbital (5-
etil-5-fenilbarbitiirikasit), secobarbital (5-allil-5 (1-tilbiitil) barbitiirik asit) ve
tiyopental (5-etil-5 (1 metilbiitil)-2- tiyobarbitiirik asit) 6rnek verilebilir.

Barbitiiratlarin molekiil agirhiklar yaklasik 226 ile 242 arasinda degisir.
Genel olarak kokusuz, aci lezzette beyaz toz kristal halindedirler. Zayif asit
yapida olup, suda ¢dziinmezler.

Barbitiiratlar, potent hipnotik ve sedatif etkilidirler. Barbitiiratlardan
sadece tiyopental (iv yolla) ve fenobarbital genis bir alanda kullanilirlar.
Bagimlihk yapan maddelerdir. Ulkemizde suistimallerinin engellenmesi igin
kullanimlari "yesil receteye" baglanmgtir.

Barbitiiratlarla akut zehirlenmede, uzun, kisa veya orta etkili barbitiirat
zehirlenmesi olup olmadigi belirlenmelidir. Bunun nedeni, uzun etkili
barbitiiratlarin (barbital veya fenobarbital gibi) atilimi alkali diiirezis ile
hizlandirilabilir, fakat digerlerinin atilimlarimi etkilemez. Barbitiiratlarin
insanda minimal letal dozlar1 1-6 g/kg arasinda degisir.

Barbitiiratlarin genel olarak tanimlanmalar igin ekstrakta uygulanan
bazi renk reaksiyonlar vardir. Ancak kalitatif analizleri igin en iyi yontem,
idrar. mide muhtevasi veya olay yerinden elde edilen Orneklerden
ekstraksiyonla izole edildikten sonra iTK ile identifikasyonlardir. Bu sekilde

barbitiirat cinsini de saptamak miimkiin olabilir.

142




Barbitoratlarin total tayinleri spektrofotometrik ydntemle yapilabilir.
Bu ydntem numunenin ekstraksiyondan sonra, pH 11 den pH 2 ye kadar
spektrol kaymalarinin karekteristik olmasina dayanir. Asagida bu yodntem
agiklanmigtir. Ancak bu analiz igin "gift 151n demetli" spektrofotometre
gereklidir.

Barbitiiratlarin ayrilmasi ve ayri ayn tayinleri duyarli ve kesin olarak,
GLK veya HPLC ile gerceklestirilebilir.

Barbitiiratlarin idrardan izolasyonlar1 ve taninmalan

Barbitiiratlar idrardan asit ortamda ekstraksiyonla izole edilirler.100 ml
idrar bir ayirma hunisine konularak N HCI veya seyreltik H,SO, getirilir.2
defa 50 ml eterle ekstrakte edilir. Eter ekstraklari 2 katli kuru filtre kagidindan
stiziilerek eser miktardaki suyun uzaklastirilmasi saglanmis olur. Eter fazi 1lik
su banyosunda ugurulur.

Kalinti sar1 renkte ise, 15 ml kloroformda ¢éziiliir. Az bir miktar (kibrit
¢Opili basi biiyiikliigiinde) hayvansal komiir konularak karistirilir. Karigim
kiigiik bir behere siiziiliir. 1-2 ml kalincaya kadar ugurulur.

Kloroform ekstraktinda barbitiiratlarin aranmas : _

Parri deneyi : Birkag damla kloroform ekstrakti mikro bir tiipe konur. 2
damla %1 kobalt nitrat veya kobalt asetat (susuz metil alkolde hazirlanmis)
ilave edilir. Karigima 3 damla %5 izopropilamin (susuz metil alkol iginde)
yavas¢a damlatilir.

HgNO3 ile ¢c6kme deneyi : Kloroform kalintisindan bir miktaralinarak

suda doymus ¢ozeltisi hazirlanir. 1 damla (Hg +HNO3) reaktifinden
damlatilir. Fenobarbital (luminal), noktal (noctal), fanadorn (phanadorn),
barbital (veronal) ile beyaz bir ¢g6kelek olmaz.

KMnO, ile indirgeme : 0.2 g kadar kalinti, 2 ml su ile sitilir ve

soguduktan sonra siiziiliir. Siiziintiide, doymamis bagli radikaller ihtiva eden

143




barbitiiratlardan (evipan, noktal, fanadorn gibi) varsa, iki damla % .1 KMnO,
¢ozeltisi damlatildiginda, bir dakika igerisinde permanganatin rengi kaybolur.
Luminal, veronal, prominal ise ¢ift bagh radikalleri olmadigindan
indirgenmezler.

Barbitiiratlarin ITK ile identifikasyonlar:

idrardan yukaridaki teknikle izole edilen kalintilarin ITK ne
uygulanarak hangi barbitiirat oldugunu tanimlamak miimkiindiir. ITK ile daha
az miktarda idrarla (20 ml) sonug alinabilir.

Asagidaki laboratuvarimizda uyguladigimiz ekstraksiyon ITK teknigi
verilmistir.

Gerekli reaktifler :

Barbitiirat standartlar1 (Saf aktif maddeler) : (Metanolde % 0.1 lik);
Barbital (Dietil barbitiirik asit); Feobarbital (Etilfenil barbitiirik asit);
Phnobarbital (Etilpentil barbitiirik asit); Phanadorn - ((ipnos) (Siknohekzenil

etil barbitiirik asit); Itobarbital (Allil isobutil Phnobarbital barbitiirik asit)
Piiskiirtme reaktifleri:
a) % 2 HgNO; (%1 HgNOs’te) ; b) % 0.1 Rhodamin B (Etil alkolde).

Kullaniimadan 6nce (a) ve (b) esit hacimde karistirilir.
¢) % 0.04 Flourscein (Etil alkolde)
Developman_¢ozeltileri :
(Kloroform : absolii etanol : % 25 NH3) : (50:40:10) hacmen (D))
(Kloroform : aseton : % 25 NH3) : (40:72:8) hacmen (D,)
(Sitrat tamponu (pH 2.2) : a) 1.187 g Na,HPO4.2H,O distile su ile 100
ml ye tamamlanir. b) 0.1M sitrik asit. 20 ml (a) ¢dzeltisi ile 950 ml (b)

¢ozeltisi karigtirilir.

Aktif kémiir (hayvansal):
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Teknik : 20 ml idrara, 10 ml tampon (pH 2.2) ve 15 ml kloroform
ilavesinden sonra cam kapakli bir erlenmayerde 15 dakika sik aralarla
calkalanir. Santriifiij tiipiine aktarilarak 1500 r.p.m. de 30 dakika santrifiij
edilir. Kloroform fazi ayrildiktan sonra, ayni islem 15 ml kloroform ile
tekrarlanir. Birlestirilen kloroform fazlari 500 mg aktif hayvansal kémiirle 5
dakika kadar galkalanir ve siiziildiikten sonra da oda i1sisinda ugurulur.

Kalinti pek az metanolde ¢oziilerek, adsorban tabakaya (Silikagel —
G) 20 pl kadar niimune uygulanir. Developmandan sonra kromatogramlarinin
degerlendirilmesi igin yalniz HgNO3 veya HgNO3 ve arkadan (HgNO3 +
Rhodamin B) reaktifi puskiirtiiliir. Barbitiiratlar HgNO3 ile beyaz leke verir
(duyarhilik 5 pg) HgNO3 ve Rhodamin B + HgNO3) reaktiflerinin kombine
uygulanmasinda ise pembe — viyole renk elde edilir. Tablo 15’de bazi
barbitiiratlarla elde edilen Rf degerleri goriilmektedir.

Tablo 15 - Bazi developman ¢ozeltileri ile barbitiiratlarin silikagel —

Gtabakada verdikleri R; degerleri.

Rf| Rf,
Fenobarbital 0.45 0.25
Barbital 0.59 0.30
Fanadorn 0.66 0.32
Itobarbital 0.68 0.38
Pentobarbital 0.78 0.48

Not : Rf;:Dy; Ri;:D, ile elde edilen degerler (Barbitiiratlarin ITK ile

ayrilmalari igin genel boliime bakiniz.)
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Barbitiiratlarin kanda ultraviyole alanda spektral kayma

yontemi ile kantitatif analizleri

Bu amagla biyolojik materyal olarak tam kan, plazma veya serum
kullanilabilir. -

1) 5 ml numune 1 damla %S5 lik siilfirik asit ile hafif asitlendirilir ve
25 ml kloroform ile ekstrakte edilir. Kloroform fazi siiziilir ve 5 ml 0,5 N
sodyum hidroksit ile galkalanir. Sodyum hidroksit fazi ayrilir, kalabilen
kloroform damlalari santifiijle ayrilir. UV alaninda (220-300 nm) arasinda
spektrumu alinir.

Barbitiiratlar bazik ortamda, 255 nm de maksimum, 235 nm de ise
minumum absorbans gosterirler. 255 nm de gosterilen absorbans 6l¢iimiinden,
standardla hazirlanan egimden yararlanarak kantitatif tayin yapilabilir. Bu
testin duyarhg 2 pg/S ml kandir.

2) Barbitiiratlarin, farkli pH:2 ve pH:10 da gosterdikleri absorbans
kaymasindan yararlanarak daha duyarli ve spesfik tayini ise asagida
agiklanmistir.

Reaktifler :

- Borat tamponu (pH 8.4) : 22.4 g disodyum tetraborat 76 ml sulu
hidroklorik asit (1 mol/l) ile karistirilir ve saf su ile 2 litreye tamamlanir.

- Seyreltik hidroklorik asit (2 mol/I)

- Konsantre siilfirik asit (d:1.84)

- Konsantre amonyum hidroksit (d:0,88)

- Sodyum siilfat / aktif kémiir karigimi : 100 mg aktif komiir, 100 g
susuz sodyum siilfat ile karistirihr ve bir 100°C de 8 saat 1sitilir. Soguduktan
sonra agzi siki kapali bir sisede saklanir, 1sitilir. Soguduktan sonra agzi siki

kapakl bir sisede saklanir.
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Standardlar :

insan plazmasi iginde 5,10,25 ve 50 ug/l konsantrasyonda barbital
icerecek sekilde stok sodyum barbital ¢ézeltisinden (1.12 g/l : 1.00 g/l dietil
barbitiirik asite egdeger) seri standardlar hazirlanir.

Teknik : 250 ml lik bir ayirma hunisine 5 ml niimune (kan, serum ve
plazma), 2 ml hidroklorik asit ve 60 ml dietil eter konur. Huninin kapagi su ile
1slanarak kapatilir ve dikkatle 2 dakika ¢alkalanir. Karisim5 dakika bekletilir,
fazlar ayrildiktan sonra alt (sulu) faz, huninin altindan uzaklastirilir.

Dietil eter fazi, ikinci bir hunide bulunan 10 ml borat tamponu iizerine
aktarihir ve | dakika ¢alkalanir. 5 dakika bekledikten sonra alt faz atilir.
Huninin i¢ ¢evresi 5 ml su ile temizlenir, 5 dakika beklenir ve tekrar alt faz
atilir. Eter traktina 4 g kadar sodyum siilfat / aktif komiir karigimi ilave edilir,
karistirthir.

Ekstrakt, faz ayiran filtre kagidindan 150 ml lik bir balonjojeye siiziiliir.
Ayirma hunisine 20 ml daha eter ilave edilerek ekstraksiyon yapilir. Ekstrakt,
onceki ekstrakti igeren balonjojeye siiziiliir. Ekstraktlar basingh hava veya
azot akiminda 40°C de kuruluga kadar ugurulur.

Kalintiya 5.0 ml distile su ilave edilerek dikkatle karistirilir, 5 dakika
bekletilir. Cozelti, faz ayirici filtre kagidindan 12,5 ml lik bir test tiipiine
stiziiliir.

Filtrattan 4 ml alinarak, spektrofotometre kiivetine aktarilir. 50 pl
konsantre amonyum hid.roksit ilave ederek, pH nin 10 civarinda olup olmadig:
universal pH kagid1 ile kontrol edilir.

Sifir ayart 240 nm de kontrol edilmis "double beam" bir

spektrofotometrede, karigimin absorbansi 240 nm de suya karsi okunur. Eger,
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miimkiinse, spektrofotometrede 200 - 450 nm arasinda ¢ozeltinin spektrumu
alinir spektrofotometrede okunur ve tarama islemi 5 dakika sonra tekrarlanir.

Kiivete 0.1 ml konsantre siilfirik asit ilave edilerek, karigtirilir ve pH
nin 2 olup olmadig kontrol edilir. 240 nm de karisimin absorbansi okunur,
200-450 nm de spektrumu alinir.

Sonug: UV absorbsiyonu ve spektrumunu birgok maddeler interfere
edebilir. Ornegin glutetmid, kalevi ortamda hidroliz olarak, 240 nm de (pH 11
de) absorbansin belirgin sekilde diigmesine neden olur. Metakualon, fenazon
gibi maddeler 200-450 nm arasinda spektromu etkileyebilirler. pH'si 10 olan
ekstrakta 0.1 ml seyreltik sodyum hidroksit (2 mol/l) ¢ozeltisi ilave edilerek,
(pH 14) tekrar spektrumu alindiginda olusan spektral degisme, barbitiiratlarin
kalitatif analizler igin yararli olur.

Kantitatif analiz : pH 2 ve pH 10 da, 240 nm deki absorbans farki
Olgiiliir. Standard barbitiirat ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden
yararlanarak miktar tayini yapilabilir.

Veya asagidaki formiille  barbitiirat  konsantrasyonu (C)

hesaplanabilir.

c(mg/1)=a-ay) x 25 x diliisyon faktorii (varsa)
ajo : pH 10 daki absorbsiyon
a, : pH 2 deki absorbsiyon

yontemin duyarlig 2 ml barbitiirat /I dir.

Sekil 18’de, sodyum barbitalin gesitli pH de UV alanindaki

spektrumlari goriilmektedir.
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Sekil 18- Sodyum barbitalin degisim degisik pH da UV spektrumu

Barbituratlarin GLK ile identifikasyon ve tayinleri

GLK ile serum veya plazmada barbitiiratlarin identifikasyonu igin
genelde SE-30 ve poly A 103 sivi fazlar kullanilir.

Burada SE-30 igeren kolon kullanarak, GLK ile barbitiirat analizi
aciklanmigtir. (Moffar A.C ve ark. 1986; Vural. N ve Aksu. N., 1992)

Standartlar : 10 pg/ml konsantrasyonda barbitiirat standardlari (barbital,
butobarbital, pentobarbital gibi) kloroform iginde hazirlanir.

Teknik: 100 pl seruma 10 pl fosfat tamponu (pH 5.6) ilave edilir ve
100 pl kloroform ile ekstrakte edilir. I¢ standard olarak tetrafenil etilen (10
ug/ml) ekstraksiyondan dnce kloroform igine ilave edilir. Ekstraksiyon igin
karigim 30 saniye ¢alkalanir. 5-10 dakika 3000 rpm de santrifiij edilir.
Kloroform ekstrakti dogrudan gaz kromotografa enjekte edilir.

Gaz kromotografisi kosullari : Sabit faz %3 SE-30 "Chromosorb WHP

80-100 misli tistiinde", Detektor : FID; kolon 2m x 3 mm i¢ ¢ap ; Enjeksiyon
giris sicakhgi : 220-240°C ; Detektor sicakligi : 220°C ; firin sicakhigi : 180-
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220" C; tastyic gaz (ozon) akis hizi : 40 ml/dakika ; hidrojen akis hizi : 30
ml/dakika; hava akis hizi ; 300 ml/dakika.

Elde edilen kromatogramlarin alikonma zamanlari ve pik yiikseklikleri
standartlarla karsilastirilarak kalitatif ve kantitatif degerlendirme yapilir.

Analiz sonucunun yorumu

Asiri dozda barbitiirat alimi, periferal vazodilatasyon, hipotansiyon,
sok, hipoventilasyon, hipotermi, koma, konviilziyonlar ve renal yetmezlige
neden olur. Oliim solunumu veya kalp solunumu durmasi sonucu olusur.

Plazma barbitiirat diizeyi uzun etkililer ¢in 10 mg/I iistiinde oldugunda
(barbital ve fenobarbital igin 50 mg/l) toksisite siddetlidir. Koma goriilebilir.
Kisa ve orta etkililer igin 3 mg/l iistiinde siddetli toksisite ve &liim goriilebilir.

2.2. Benzodiazepinler
Benzodiazepinlerin genel yapisi asagida
gosterilmigtir. Sayilari 60 kadar olan bu grup
ilaglarin arasinda diazepam, flurazepam,
klordiazepoksit, klornazepam, lorazepam,

nitrazepam, oksazepam en ¢ok bilinenlerdir.

Tablo 16°da 6nemli benzodiazepinler

gosterilmistir.

Benzodiazepinler genelde trankilizan; bazilari ise (Klobazam,
klonezepam ve diazem) ayrica antikonviilzan olarak kullanilirlar. Temazepam
ozellikle diger ilaglarla birlikte suistimal edilir. Benzodiazepinlerin ¢ogu
tamamen metabolize olurlar ve bu gruptaki bircok benzodiazepinler

digerlerinin metabolitidir. Ornegin diazepem, nordazepam, oksazepam (3-
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hidroksinordazepam) ve temazepama (3-hidroksidiazepam) metabolize olarak

glukuronid veya siilfat konjugati seklinde atilir.

Tablo 16. Bazi 6nemli benzodiazepinler

Bilegik Kimyasal ismi Molekiil
kiitlesi

Klordiazepoxid | 7-klora-2-metilamino-5-fenil(3H-1,4-benzodiazepin 4- | 300
oksit

Klobazam 7-kloro-1-metil-5-fenil-1H-1,5-benzodiazepin- 301
2,4(3H,5H)-dion

Klonazepam 5-(2-klorofenil)-1,3-dihidro-7-nitro-2H-1 4- 316
benzodiazepin-2-on

Diazepam 7-kloro-1,3-dihidro-1,metil-5-fenil-2H-1,4- 285
benzodiazepin-2-on

IFlurazepam 7-kloro-1-(2-dietilaminoetil)-5-(2-florofenil)-1,3- 388
dihidro-2H-1.4-benzodiazepin-2-on

Lorazepam 7-kloro-5-(2-klorofenil)-1,3-dihidro-3-hidroksi-2.H-1,4- | 321
benzodiazepin-2-on

Nitrazepam 1.3-dihidro-7-nitro-5-fenil-2,H-1,4- benzodiazepin-2-on | 281

(Oxazepam 7-kloro-1.3-dihidro-3-hidroksi-5-fenil-2,H-1,4- 287

benzodiazepin-2-on

Temazepam 7-kloro-1,3-dihidro-3-hidroksi- 1-metil-5-fenil-2,H-1,4- | 301
benzodiazepin-2-on

Benzodiazepinler igin giivenilir bir renk reaksiyon yoktur. Bununla
beraber, bir¢ok benzodiazepinler ve konjugatlari, asit hidrolizle
aminobenzofenonlari verirler. Bu hidroliz iiriinler ekstrakte edilip ITK ile
identifikasyonlar yapilabilir. Bu amagla iki farkli renk reaksiyon kullanilir.
Bunlardan biri nitrik asit/N-(1-naftil) etilendiaminle verdikleri renk
reaksiyonu (Bratton—Marshall reaksiyonu); digeri ise p-dimetilamino-

kinnamaldehitle olusturduklari renk reaksiyonudur.
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Benzofenonlarin ITK ile Kalitatif analizleri

Reaktifler :

- Konsantre (d:1.18) ve sulu hidroklorik asit (1 mol/l)

- p-dimetilamino sinnamaldehit ¢ozeltisi (5 g/l suda)

- Trikiiloroasetik asit ¢ozeltisi (500 g/l suda)

- Siilfiirik asit (500 mi/1)

- Sodyum nitrit ¢6zeltisi (10 g/l, taze hazirlanmis)

- Amonyum siilfamat ¢ozeltisi (50 g/I)

" - N- (1-naftil) etilen diamin hidrokloriir (10 g/l) seyreltik hidroklorik
asit i¢inde (1 mol/l)

Standartlar : Degisik benzodiazepinlerin (klordiazepoksit, oksazepam,
diazepam, nitrazepam gibi) , 100 mg/l konsantrasyonda (sulu HCI iginde)
¢6zeltileri hazirlanir.

Yontem : Idrar, mide igerigi ve olay yerinden elde edilen kalintilara
uygulanabilir.

10 ml 6rnege, 30 ml lik cam kapakh bir tiipte 3 ml konsantre
hidroklorik asit ilave ederek karistirilir. Tiipiin kapag: agilarak, ¢eker ocakta,
kaynar su banyosunda 30 dakika bekletilir.

Karigim soguduktan sonra, 10 ml petrol eteri ilave edilir, tiipiin agz
kapatilir ve 10 dakika dikkatle karistirilir. 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
iist faz temiz bir tiipe aktarilir. Ekstrakt basingl hava veya azot akiminda
60'C de kuruluga kadar ugurulur.

Benzodiazepin standardlarina da ayni islem uygulanir.

ITK ya uygulama : Kalint1 100 pl petrol eterinde ¢oziiliir. Silikagel-G

ile kaplanmis, 10x20 cm boyutundaki cam levhalar dort kolona (2 ¢ift kolon)
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ayrilir. Her bir ¢ift kolona sirasi ile 25 pl niimune ve standard ekstraktlar:
damlatilir.

Numune ve standart uygulanmis silikagel-G tabaka, toluen/buzlu asetik
asit (97:3) le onceden doyurulmus kromatograf tankinda, developze edilir.
(Coziicti ytiksekligi 10 cm ye kadar ilerledikten sonra, levha tanktan ¢ikarilir
ve kurumaya birakilir.

Renklendirme : ilk 2 kolona p-dimetilaminosinnam aldehit gozeltisi ve
ardindan trikloroasetik asit ¢ozeltisi piiskiirtiilir.

Kalan diger iki kolona sirasi ile siilfurik asit, sodyum nitrit ¢ozeltisi,
amonyum sulfamat ¢ozeltisi ve N-(1-naftil) etilendiamin hidrokloriir ¢6zeltisi
piiskiirtiiliir (Bratton —Marshall reaksiyonu). Her reaktif piiskiirtiilmesinden
sonra, tabakanin kurumasi igin bekletilir. Olusan renkler standartlarla

karsilastirihir.(Tablo 17)

Tablo 17- : Benzofenonlarin iTK da renk reaktifleri ile verdikleri renkler.

Benzofenon Olustugu benzodiazepin A* B**
Metilaminoklorobenzofenon | Diazepam mor
Temazepam
Aminoklorobenzofenon Oksazepam mor mor
Klordiazepoksit
Nordazepam
Aminodiklorobenzofenon Lorazepam mor mor
Aminonitrobenzofenon Nitrazepam pembe | mor
Diaminobenzofenon Nitrazepam mor Mavi
Aminonitroklorobenzofenon | Klonazepam pembe | Mavi

A* ; renk reaktifi : p-dimetil amino cinnamaldehit, trikloroasetik asit;

B *; Bratton —Marshall reaksiyonu

153




Bu yontemle, bir ¢ok benzodiazepinler idrarda hidrolizle metilamino-
klorbenzofenon ve/veya aminokloro benzofenon verdikleri igin, sonucun
yorumu zorlasabilir. Ornegin temazepam veya oksazepam ile diazepam veya
nordazepami ayirt etmek miimkiin degildir.

Bunun diginda, medazepam, triazolam, klobazam, norklobazam ve
midazolam hidroliz ile benzofenon vermezler.

Bu yontemle 1 mg/l (aminoklorobenzofenon olarak) madde taninabilir

2.3. Salisilik Asit ve Tiirevleri

O%C /OH

lo) NH,
o§c/OH §C/
o CHy OH
% OH \c/
Il
o
\

<~

Salisilik asit Asetil salisilik asit Salisilamid

NH,

Metil salisilat 4-Aminosalisilik asit

Genel olarak nonnarkotik analjezikler grubunda olan salisilik asitin
baslica tiirevleri asagida agiklanmistir.

Salisilik asitin (2-hidroksibenzoik asit) (C;H¢O3;) kendisi topikal
olarak gesitli dermatolojik bozukluklarin tedavisinde kullanilir. Molekiil
kiitlesi 138 dir. Asetik salisilik asitin plazmadaki baglica metaboliti salisilik

asittir. Ayrica metil salisilat ve salisilamidin de metabolitidir. Idrarla baslica
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glisin konjugati (salisiliirik asit) seklinde atilir.Salisilik asit tiirevlerinin
kullanma yerleri asagida kisaca agiklanmistir

Asetil salisilik asit (aspirin) : (Cy HgO,) salisilik asitin ilag olarak en
¢ok kullanilan tiirevidir. Molekiil kiitlesi 180 dir. Asetilsalisilik asit analjezik
olarak kullanilir. Minimum letal dozu 15 g dir. Plazma esterazlari tarafindan
in vivo olarak ¢ok g¢abuk salisilik asite hidroliz olur ve glisin konjugati
seklinde idrarla atilir.

p-aminosalisilik asit : PAS veya 4-amino-2-hidroksi benzoik asit
(C,H; NOs), molekiil kiitlesi 151 dir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilir.

Metil salisilat : Metil-2-hidroksibenzoat, salisilik asit metil esteri (Cg
HgO:), molekiil kiitlesi 152 dir. Metil salisilat (keklik iiziimii yagi), oda
sicakliginda sivi bir madde olup kuvvetli bir kokusu vardir ve topikal ilaglar
icinde yaygin olarak kullanilir. Oral yolla asetil salisilik asite gére daha ¢ok
toksiktir. Ciinkii daha g¢abuk abéorbe olur. Oral yolla ¢ocuklarda 4 ml,
yetiskinlerde 30 ml, genelde Sliime neden olur. Metil salisilat, kismen in vivo
olarak salisilik asite metabolize olur.

Salisilamid : 2 hidroksibenzamid (C;H; NO,), molekiil kiitlesi 137
dir. Analjezik olarak kullanilir. Hidrolizle salisilik asit verir.

Salisilatlar, demir-3- (ferri) iyonlar: ile mor renk verir. Bu reaksiyona
dayanan kalitatif ve kantitatif yontemlerin uygulanmasi asagida agiklanmustir.

Asetilsalisilik asit ve metil salisilat, ferri iyonlari ile bu reaksiyonu
vermezler. Bu nedenle alinan 6rneklerin (mide igerigi olay yeri kahintilari)
analizden &nce hidrolizleri gerekir. Salisilamid de idrarda ancak hidrolizden

sonra taninabilir.
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Salisilatlarin kalitatif analizi

Bu deney mide igerigi, idrar ve olay yerinden alinan Orneklere
(zehirlenen kisi gevresinde bulunan ambalaj, sise veya diger kalintilara)
uygulanir.

Salisilatlarin kalitatif ve kantitatif analizinde en gok, demir-3- iyonunu
viyole renkli kompleks vermelerine dayanan renk reaksiyon kullanmilir. Bu
amagla, Trinder reaktifi kullanilir.

Trinder reaktifi : 40 g merkiiri (civa -2) kloriir, 850 ml saf su ve 120
ml sulu hidroklorik asit (1 mol/l) iginde ¢&ziiliir, 40 g sulu demir -3- nitrat
ilave edilir, su ile 1 litreye tamamlanir.

Yontem : 2 ml 6rnege 0,1 ml Trinder reaktifi ilave edilerek 5 saniye
karistinhir. idrar, mide igerigi, olay yerinden elde edilen orneklerde
asetilsalisilik asit ve metil salisilat, ayrica idrarda salisilamid aranacaksa: dnce
I ml 6rnek 1 ml sulu hidroklorik asit (0,1 mol/l) 10 dakika kaynatilir,
soguduktan sonra gerekirse siiziiliir. Siiziintii 1 ml sodyum hidroksitle (0,1
mol/l) notralize edilir. Sonra 1 ml Trinder reaktifi ilaveedilerek 5 saniye
karistirilir. Viyole rengin olugmasi, salisilatlarin varhgini gésterir. Koruyucu
madde olarak asit varsa, bu deneyle kuvvetli reaksiyon verir; idrarda yiiksek
konsantrasyonda keton cisimleri varsa, hafif (yanlis) pozitif sonuglar alinir.

Bu deneyle tedavi dozunda alinan salisilik asit ve tiirevlerinin taninmasi
miimkiin olur.

Salisilatlarin spektrofotometrik yontemle tayini

Serum, plazma, idrar veya serebrospinal sivida salisilatlar demir-3
kloriirle verdikleri renk reaksiyonuna dayanarak ile tayin edilebilir. Serumda
proteinlerin ¢oktiiriilmesi civa-2- kloriirle (HgCl,) yapilir. Bu nedenle, HgCl,

ve hidroklorik asit iceren kombine Trinder reaktifi kullanilir.

156




Trinder reaktifi (kombine) : Kalitatif testte agiklandigi sekilde
hazirlanir. Ortamda fazla hidroklorik asit olmasi, viyole rengin siddetini
~ azaltabilir. Bu nedenle reaktifin asiditesi 0,12 N'den fazla olmamalidir.

Standart salisilat ¢ozeltileri : 0, 200, 400 ve 800 mg/l konsantrasyon-
larda salisilik asit igerecek sekilde su iginde hazirlanir. +4°C de saklanir.

Kanda (plazma veya serumda) salisilat tayini :

I ml plazma veya seruma 5 ml Trinder reaktifi ilave edilir. 30 saniye
vortekste karistirilir. 5 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant (list faz) bir tiipe aktarilir. Salisilat varhiginda olusan
Viyole renkli ¢ozeltinin absorbansi 540 nm de spektrofotometrede kore karsi
okunur. Kor (blank) I ml ilag igermeyen seruma 5 ml Trinder reaktifi ilave
ederek, numunede oldugu gibi paralel ¢alisarak hazirlanir. Duyarlik 50 mg
salisilat/I dir.

Hazirlanan standartlarla, numunede oldugu gibi ayni teknik uygulanir.
Konsantrasyona (apsis) karsi absorbans (ordinat) isaretlenerek grafik
hazirlanir. Serum salisilat diizeyi, bu hazirlanan kalibrasyon egrisinden
hesaplanir.

idrarda salisilat tayini : Trinder yontemi esas alinarak, Chiou ve
Onyemelukwe'nin (1974) gelistirdigi spektrofotometrik ydntemi ile tayin
edilebilir. (Aksoy,H, N., 1997 Y .Lisans tezi)

Teknik : 3 ml idrara, 2 ml konsantre hidroklorik asit ilave edilir. Bir
gece (17 saat) 100°C de hidroliz igin inkiibasyona tabi tutulur. Tiip
soguduktan sonra 0,5 ml 6 N HCI ve 6 ml kloroform ilave edilir. 5 dakika
santrifiij edilir, sulu faz atilir. 3 ml lik kloroform fazi baska bir tiipe aktarilir.
6 ml civa-2- kloriir igermeyen Trinder reaktifi ilave edilir. (40g 8 mol su
iceren demir-3- nitratla 10 ml konsantre hidroklorik asit ilave edilir, iyice

¢oziildiikten sonra distile su ile 1 litreye tamamlanir.)
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Tiip 10 dakika galkalanir ve santrifiij edilir. Kloroform tabakasi aspiire
edilir. Sulu fazin absorbansi 540 nm de idrarla hazirlanan kére kargi okunur.

Kalibrasyon : Standartlarla (0,125; 0,25; 0,5; 1 ve 2 mg/l salisilat

_igeren) deney uygulanir. Hazirlanan egriden, idrar salisilat konsantrasyonu
hesaplanir.

Not : Idrarda salisilat seruma uygulanan teknikle de tayin edilebilir.
Ancak 6nce idrar 10-40 mg salisilik asit /100 ml idrar igerecek sekilde su ile
seyreltilir. Genelde idrar ornegine santifiij uygulamasi yapilmaz. Ancak
gerektiginde santrifiij edilir. Bu durumda salisilat icermeyen idrara (kor) da
ayni islem uygulanmaktadir (Trinder, P., 1954).

Analiz sonucun yorumu

Salisilat zehirlenmesinde metabolik asidozis karakteristiktir. Bu
nedenle kan gazlari analizi zehirlenmenin siddeti hakkinda bilgi verir. Akut
zehirlenme siiphesi oldugunda, plazma salisilat konsantrasyonu tayin
edilmelidir. Tedavide salisilat konsantrasyonunun izlenmesi ve kan pH sinin
Slgiilmesi dnemlidir.

Yetiskinlerde tedavi sirasinda plazma salisilat diizeyi 30 mg/100 ml ye
kadar yiikselebilir. Siddetli zehirlenmelerde, bu deger, 90-120 mg/100 ml;
orta derecede zehirlenmelerde ise 65-90 mg/100 ml arasindadir. Kandaki
salisilat diizeyi 120 mg/100 ml yi astiginda letal dozda salisilat alinmistir,
koma ve 6liim goriiliir. Genel olarak letal doz 30 gram civarindadir. (325 mg
lik aspirin tabletinden 105 adet alindiginda).

Yaptigimiz bir arastirmada, salisilat zehirlenmelerinde g¢ocuklarda

ortalama kan salisilat diizeyi 28.53 + 13.22 mg/100 ml; yetiskinlerde ise
52.73 £30.87 mg/100 ml saptanmistir (Kiip¢ii,S., Vural.N., 1993).
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2.4. Parasetamol
Nonnarkotik analjeziklerden olan parasetamol
Ho\@\ TH: veya sinonimi olan asetaminofen; N-asetil-p-
wi' Xy aminofenol:CgHoNO, yapisinda, bagil molekiil
kiitlesi 151 olan bir maddedir. |

Parasetamol ¢ok yaygin kullanilan bir analjeziktir. Fenasetin ve
benorilat'in metabolitidir. Kendisi baglica idrarla glukuronik asit ve siilfat
konjugati olarak atilir.

Siilfat ve glukuronid konjugatlarinin konsantre hidroklorik asitle
hidrolizi p-aminofenol verir. Bu madde de o-krezol ile konjuge olarak renkli
bir boya olusturur. Bu reaksiyon, parasetamoliin kalitatif analizinde duyarh
bir test olarak kullanilir. Ayni test, kantitatif amagla da kullanilir.

Parasetamolunu identifikasyonu (kalitatif test)

Parasetamol, biyolojik sivida asitle hidrolizle edilir. Olusan p-
aminofenole asagidaki yontem uygulanir:

0,5 ml numuneye (idrar, mide icerigi veya olay yerinden elde edilen
kalintilar), 0,5 ml konsantre hidroklorik asit ilave edilir. Karigim 10 dakika
kaynatilir ve sogutulur. 0,2 ml hidrolizata 1 ml o-krezol ¢6zeltisi (10 g/ suda)
ve 2 ml amonyum hidroksit ¢6zeltisi (4 mol/l) ilave edilir, karisim 5 saniye
karistirilir.

Kuvvetli, koyu mavi rengin hemen olusmasi parasetamol varligini
gosterir. Bu test gok duyarhdir ve terapotik dozda alinan parasetamoliin 24-48
saat sonra bile deteksiyonu miimkiin olur. Duyarlik 1 mg/l p-aminofenol'diir.

Sadece aromatik aminler (anilin gibi, idrarda p-aminofenol seklinde
atilirlar) reaksiyonu interfere ederler. Etilendiamin (aminofilin'in metaboliti)

bu testle yesil renk verir.

159




Serumda parasetamoliin spektrofotometrik yontemle tayini

Zehirlenmenin tedavisinde serum parasetamol diizeyinin izlenmesi
biiyiik &nem tasir. Parasetamoliin serumda tayininde a) asit hidrolizle verdigi
p- aminofenoliin o- krezolle verdigi renk; b) veya parasetamoliin nitroz asitle
verdigi renk reaksiyonlarindan yararlanarak spektrofotometrik yontemle tayin
edilir.

o-krezol ile parasetamol tayini

Bu yontemin prensibi, parasetamoliin asit hidroliz ile olusan p-
aminofenoliin o-krezol ile konjugasyonu sonucu verdigi karekteristik mavi
renkli iiriiniin 615 nm de absorbansinin dlgiilmesine dayanir.

Teknik : 0.2 ml seruma, 0.8 ml %S5 trikloroasetik asit ¢ozeltisi ilave
edilir. 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant bagka bir tiipe aktarilir.
Tiipiin agz1 kapatilarak 20 dakika kaynar su banyosunda bekletilir.

Oda sicakliginda sogutulan tiiplere 1 ml o-krezol ¢6zeltisi (10 g/1) ilave
edilerek karistirihr. Karigima 2 ml amonyum hidroksit ¢ozeltisi (4 mol/l) ilave
edilerek 2 dakika daha kaynar su banyosunda bekletilir.

Tiipler oda sicakhiginda sogutularak olusan mavi renkli ¢dzeltinin
absorbansi 615 nm de kore karsi okunur.

K&r deney, serum yerine su alinarak ayni iglemlerin uygulanmas: ile
hazirlanir.

Kalibrasyon : Standart parasetamoliin su i¢inde 0,025; 0,05; 0,1; 0,2;
0.4: 0,8 ve 1.0 mg/l ¢ozeltileri hazirlanir. 0.2 ml standart gozeltilerle teknik
kisimda agiklanan sekilde ¢aligilir. Absorbanslar 615 nm’de okunarak,
konsantrasyona gore grafik ¢izilir.

Numunenin konsantrasyonu kalibrasyon dogrusundan bulunur, sonug

mg/100ml serum olarak verilir.
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Not : Kor ve standart parasetamol g¢ozeltiler hazirlanirken su yerine
ila¢ almamis kisilerde elde edilen kan (serum) kullanilmasi, daha uygun
olmaktadir (WHO, 1997)

Parasetamoliin nitroz asitle tayini

Bu yontemin prensibi, parasetamoliin nitroz asitle reaksiyona girmesi
sonucu olugan 2-nitro-5-asetaminofenoliin alkali ortamda verdigi sari rengin
absorbansinin 430 nm de 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Teknik : Bir tiipte 1 ml serum veya plazmaya, 2 ml triklorik asit (100
g/l) ilave edilir, karistirilir ve 5 dakika santrifiij edilir.

Ayri bir tiipe 1 ml hidroklorik asit (6 mol/l) ve 2 ml sodyum nitrit
cozeltisi (100 g/l, taze hazirlanmig) ilave edilir, kanstirilir. (Bu islemde
dikkatli olunmalidir. Kahverengi azot dioksit dumanlari ¢ikabilir!)

Trikloroasetik asitle protein ¢oktiiriilen ve santrifiij edilen karigimin
sipernatantindan 2.0 ml alinarak, nitr6z asit (HNO,) olusturulan tiipe ilave
edilir, karistirilir ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletilir.

Fazla nitroz asitin giderilmesi igin, karigima 2 ml amonyum siilfamat
¢ozeltisi (150 g/l) damla damla ilave edilir.

2 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi (6 mol/l) ilavesinden sonra, vorteksle
karistirihir, bdylece kalabilen gaz damlaciklari uzaklastirilir. Olusan sari
rengin absorbansi plazma ile hazirlanan kore karsi 430 nm de okunur.

Kalibrasyon : Standart parasetamol ¢ozeltileri blank plazma iginde 0:
50: 100; 200 ve 400 mg/l konsantrasyonda hazirlanir (Bu standart ¢6zeltiler
+4 'C de dayaniksizdir. Bu nedenle, ya haftalik hazirlanmali veya -20°C de
saklanmalidir).

Standartlar ve ilag ilave edilmemis plazmaya yukarida agiklanan islem

uygulanir. Nitr6z asitle olusan renklerin absorbansi 450 nm de kore kars:
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okunur.  Kalibrasyon grafigi  hazirlanir. Numunedeki parasetamol
konsantrasyonu grafikten hesaplanir.

Not : Parasetamoliin diger metabolitleri, bu yontemi interfere etmezler.
Ancak, yontem, ilag alimindan 4-24 saat iginde sonug¢ verir. YOntemin
duyarligi 50 mg/1 dir. Uremide serumla hassasiyet daha azdir (100 mg/I).

Salisilik asit az miktarda yontemi interfere eder. S6yle ki, serumda 1 g/l
konsantrasyonda bulunan salisilat, 50 mg/l konsantrasyonda goriinen
parasetamol diizeyi gdsterir. 4-aminosalisilik asit ise reaksiyonu daha ¢ok
interfere eder.

(100 mg/l 4-aminosalisilik asit, 320 mg/l konsantrasyonda goriinen
_ parasetamol diizeyi gosterir.)

Levodopa, mukoz heparinle kontamine 6rnekler ve prezentatif olarak o-
krezol igeren ¢ozeltiler de bu yontemi interfere ederler.

Klinik degerlendirme

Parasetamol zehirlenmesi, 6nce mide bulantisi , kusma gibi hafif
semptomlarla baslar. Ancak zehirlenmenin siddetine gore ileri donemlerde
(24-48 saat iginde) hepatik hasar baglar, daha sonra da (3-5 giinler arasi)
hepatoksik belirtiler ortaya ¢ikar. Tedavide metionin veya N-asetil sistein,
zehirlenmeden sonraki donemde 12-15 saatler arasinda verilirse hepatik
hasara karsi korunabilir.

Zehirlenmenin tedavisinde serum (plazma) parasetamol diizeyinin
olgiilmesi ve izlenmesi bilyilk 6nem tasir. Ozellikle parasetamol alimindan
sonra ilk 4-10 saat iginde Olgiilmelidir. Eger aradan 24 saat veya daha uzun
zaman gegmisse kalitatif test yapilmasi yararh olur.

Terapétik dozda alinan parasetamoliin serumdaki diizeyi 0.5-2.0
mg/100 ml dir. 12 mg/100 ml ve iistiinde hafif zehirlenme, 30 mg/100 ml ve
tistiinde ise hepatik nekroz olusur. (Gossel, A, T.,Bricker, J, A., 1984)
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2.5. Fenasetin

o Fenasetin  (p-etoksiasetanilid;  asetofenetidin);
2 5

<I3 C,oH;3sNO, molekiil kiitlesi 179 olan bir
\©\ iHa analjeziktir. Ancak kullanimi, uzun siire aliminda
N o nefrotoksisiteye neden oldugu igin birakilmistir.
Fenasetin, baslica parasetamole metabolize olur. Bu nedenle, idrarda, o-
krezol/amonyak testi ile fenasetin atilimi detekte edilebilir (parasetamol'e
bakiniz).
Klinik degerlendirme
Akut toksik dozda fenasetin alimi bas donmesi, &fori, siyanozis,
hemolitik anemi, solunum depresyonu ve kardiyorespiratuar durmaya neden
olur. Cogunlukla methemoglobinemiye neden olur (koyu gikolata renkli
kan!). Kanda methemoglobin (MetHb) o&lgiilebilir. Ancak MetHb
dayaniksizdir ve niimune hemen alimir alinmaz tayin edilmelidir.
Parasetamole metabolize olmakla beraber, fenasetin akut hepatorenal nekroza
neden olmaz. Tedavisi semptomatik ve destekleyici tedavi seklinde yapilir.

(Met Hb tayini i¢in : Anilin’e bakiniz)

3. KULLANIMI KONTROL ALTINDA OLAN MADDELER (VE
NARKOTIKLER)

Adli Bilimler agisindan uyusturucu (narkotik) madde deyimi yerine
bugiin kullanilan uluslararasi ve ulusal diizeydeki yasalara gore "kontrollii
maddeler" (controlle substances) deyimi daha ¢ok tercih edilmektedir.
Narkotikler bu maddelerin bir béliimiinii igermektedir.

Yasal olarak kontrol altinda olan maddelere bagimlilik yapan maddeler
(psikotrop maddeler) ve narkotikler girmektedir. Bu maddeler gesitli agilardan
(bagimhlik tipi, farmakolojik etkileri, toksikolojik &zellikleri, kullanimlarini
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diizenleyen yasalara gore) ve orjinlerine gore siniflandirilabilirler. (Fazla bilgi
icin: Siegel, j.A (Saferstenin,R.) 1988; Vural.N.,1996; Ellenhor J.M.1997 'ye
bakiniz).

3.1. Kontrolli maddelerin "adli tip ve toksikolojik a¢idan
analizleri

Adli Bilimler agisindan kontrollii maddelerin analizinde dikkat edilecek
baslica noktalar, bu maddelerin analizlerinin uluslar arasi laboratuvar kalitesi
ve analizin standartlarina  uymasi ve sonuglarinin yasalar agisindan
degerlendirilmesidir.

Genel olarak hangi grup veya hangi madde oldugu bilinmeyen bir
niimunenin analizi asagidaki analiz semasina gére yapilir.

1) Tarama testleri (genelikle spot testler ve mikroskopik inceleme)

2) Ayirma testleri

3) Destekleyici testler

4) Gerektiginde kantitatif analiz

5) Biyolojik materyalde analizleri

3.2. Spot testler

"Spot testler", "damla deneyi" veya "renk deneyi" olarak da
isimlendirilir. Bu testlerin uygulanmasi kiigiik bir tiip, saat cami veya tiipfil
iginde yapilir. Uygulamada, analizi yapilacak ¢ok az miktarda numune iistiine
renk reaktifi damlatilir ve kangtirihr. Karakteristik rengin olugsmasi belirli
gruba giren maddelerin varligini gosterir. Ancak higbir "spot test" tek bir
madde igin spesifik degildir. Renk olusmamasi ise o maddenin yoklugunu

gosteren iyi bir indikatordiir.
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Cok kullamilan renk reaktifleri ve reaksiyonlari

Froehde reaktifi : 50 mg molibdik asit veya sodyum molibdat 10 ml
sicak. konsantre siilfirik asit i¢inde ¢oziiliir (¢ozelti renksiz olmalidir).
Uygulamada bir damla reaktif, ¢ok az miktardaki numune iizerine damlatilir.

Mandelin reaktifi : 1 g amonyum vanadat 100 ml konsantre siilfirik
asit i¢inde ¢oziiliir. Uygulamada bir damla reaktif, gok az miktardaki numune
tizerine damlatilir.

Marquis reaktifi : 10 ml konsantre siilfirik asit igine %40 ik
formaldehitten 10 damla damlatilir. Uygulamada bir damla reaktif, ¢ok az
miktardaki numune iizerine damlatilir.

Mecke reaktifi : 0,125 g selendz asit 25 ml konsantre siilfirik asit
icinde ¢oziilir. Uygulamada bir damla reaktif gok az miktardaki numune
tizerine damlatilir.

Vitali deneyi : | damla dumanli nitrik asit, ¢ok az miktardaki numune
tizerine damlatilir. Olusan renk gozlenir. Cozelti kaynar su banyosu iizerinde
kuruluga kadar bekletilir, varsa renk degisimi not edilir. Kalinti yeni
hazirlanmis etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile nemlendirilir ve olusan
renk gozlenir.

Liebermann reaktifi : 1 g potasyum nitrit 10 ml konsantre siilfirik asit
iginde ¢oziiliir. Beyaz bir porselen tiipfilde ¢ok az miktardaki numuneye bir
damla reaktif ilave edilir. (Kokain i¢in kullanilir)

Kobalt tiyosiyanat : 6.8 g kobalt kloriir ve 4.3 g amonyum tiyosiyanat
100 ml suda ¢oziilir. Kokain i¢in kullanilan bir renk reaksiyonunun
uygulanmasinda, toz halindeki numunenin ¢ok az miktar iizerine 0,5 ml
reaktiften ilave edilir. Mavi tabaka seklindeki ¢okelek kokain olma olasiligini
gosterir. Baz kokain ile negatif sonug¢ alinir. Bu nedenle numunenin 6nce

hidroklorik asitle asitlendirilmesi gerekir.
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Scott (Ruybal) testi : Kokain i¢in kobalt tiyosiyanata gore daha spesfik
bir testdir. Reaktif, 6.8 g kobalt kloriir ve 4.3 g amonyum tiyosiyanat bir
ka¢ damla gliserin igeren 50 ml suda ¢o6ziilerek hazirlanir.

Az miktardaki numune iizerine 0.5 ml reaktif ilave edilir. Eger kokainin
hidroklorik asit tuzu varsa, mavi renkli bir ¢okelek olusur. Bu mavi ¢okelek
¢oziiliinceye kadar konsantre hidroklorik asit damlatihir. Mavi ¢okelek pembe
renkli ¢ozeltiye doniisiir. 0.5 ml kloroform ilave edilerek c¢alkalanir.
Kloroform fazinda turkuaz veya mavi renk olusur. Serbest kokain bazi varsa
kobalt tiyosiyanat ile ¢okelek vermez. Bu nedenle konsantre hidroklorik asit
damla damla ilave edilir. Bu durumda kokain bazi ile ¢okelek olusur, ancak
sonra kaybolur.

Duquenois-Levine reaktifi (D-L) : Marijuana (esrar) taninmasinda
kullanilir. Reaktif, 10 damla asetaldehit ve 1 g vanilinin 50 ml %95 etanol
icinde ¢oziilmesi ile hazirlanir. Agzi kapakli cam sisede saklanir. Renk,
sararirsa kullanilmaz.

Uygulamada, 30-100 mg numunenin petrol eteri ile ¢galkalanmasindan
elde edilen ekstrakt veya dogrudan kuru bitki maddesi kullanilir. Tiip i¢indeki
numuneye 2 ml D-L reaktifi ve arkadan calkalayarak 1 ml konsantre
hidroklorik asit ilave edilir. Mor renk olugmasi esrar mevcudiyetini
(olasihigini) gosterir. 2 ml kloroform ilave edilir ve galkalanir.

Bu test, esrar igin spesfik degildir. Bazi bitkisel ekstraktlar, yaglar ve
bazi kahve ekstraktlarinin yanlis pozitif sonu¢ verdigi gosterilmistir.
(Siegel,J.A. 1988).

Bu nedenle esrar identifikasyonu mikroskop testi ve ITK ile

desteklenmelidir.
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Beam testi : Esrar i¢in kullanilir. Bir spatiil ucu ile alinan numune 0.5
ml petrol eteri ile calkalanir. Petrol eteri siiziilerek bir kapsiile alinir, su
banyosunda ugurulur. Uzerine alkolde hazirlanmis KOH ¢ozeltisinden 2-3
damla ilave edilir. Esrar ya da reginesi varsa mor kirmizi renk olusur.

Zwikker reaksiyonu : Barbitiiratlar i¢cin kullanilan en eski testtir.
Numune iizerine 0,5 ml %0,5 lik bakir siilfat ¢ozeltisi ve 0,5 ml kloroform
icinde hazirlanmis %S5 lik pridin ¢ozeltisi ilave edilir. Calkalandiktan sonra
fazlarin ayrilmasi igin beklenir. Kloroform fazinda mor renk olusmasi
barbitiirat (asit veya tizu) oldugunu gosterir. Parlak yesil renk olusmasi ise
tiyobarbitiiratla ilgilidir. Buzlu (glasiyal) asetik asit ilavesi ile mor rengin agik
maviye, yesil rengin ise agik sari1 yesile doniismesine neden olur.

Dillie-Koppany testi : Barbitiiratlar igin kullanilan Zwikker
reaksiyonunun modifikasyonudur.

0.1 g kobalt asetat 100 ml suda ¢dziiliir ve 0.2 g glasiyal (buzlu) asetik
asit ilave edilir.

Uygulamada, alinan az miktardaki toz numune iizerine 1 damla kobalt
asetat ¢ozeltisi damlatilir ve calkalanmir. Uzerine 1 damla %5 lik izopropil
amin (metanolde hazirlanmis) ilave edilir. Kirmizimsi mor renk barbitiirat
oldugunu gosterir.

Renk reaktifleri (spot test) ile maddelerin aranmalar: :

Bazi maddelerin renk reaktifleri ile verdikleri "spot test" sonuglari
asagida gosterilmistir :

Kokain :

- Kobalt tiyosiyanat ile : mavi ¢okelek

- Scott (Ruybal) deneyi : kloroform fazinda maviden turkuaz rengine

kadar degisim.

- Lieberman reaktifi ile : sari
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Morfin :

- Marquis reaktifi ile : mor
- Fruehde reaktifi ile : mor — grimor — mor
- Nitrik asit ile : turuncu — kirmizi — sari

- Demir-3- kloriirle (%10 luk) : mavi-yesil — yesil

- Liebermann reaktifi ile : siyah

- Mandelin reaktifi ile : mavi-gri

- Vitali reaktifi ile : sari-turuncu
Eroin :

- Marquis reaktif ile : mor

- Froehde reaktifi ile : mor — yesil

- Nitrik asit ile : sar1 — yesil

- Mandelin reaktifi ile  : agik mavi-gri

- Vitali reaktifi ile : agi1k sar1 - turuncu

Fensiklidin (1-(1-fenilsiklohekzil):PCP) :

- Marquis reaktifi ile : agik pembe

- Mandelin reaktifi ile  : turuncu (kaybolur)

Amfetaminler :

- Marquis reaktif ile . turuncu-kirmizi — kahverengi, bir damla su
ilave edildiginde uzun dalgali UV de
floresan verir

- Mandelin reaktifi ile  : yesil-koyu yesil ; isitilirsa kirmizi

Barbitiiratlar :

- Dillie-Koppany reaktifi ile : kirmizi-viyole

- Zwikker reaktifi ile : mor, asetik asit ilavesi ile agik mavi
- Zwikker reaktifi ile : yesil, asetik asit ilavesi ile agik yesil
(tiyotarbitiiratlar)
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LSD (d-lizerjik asit dietilamid) :

- Erhlich reaktif ile  : mor

- Marquis reaktifi ile : turuncu — kahverengi-mor

- Froehde reaktifi ile : zeytin yesili - mavi ve yesil

- Mandelin reaktifi ile : turuncu - yesil - gri

- Mecke reaktifi ile  : zeytin yesili — mavi-siyah

- Vitali reaktifi ile : kahverengi-kahverengimsi mor

Marihuana (Esrar) :

- Duquenois-Levine : kloroform fazinda mor

- Beam testi : mor-kirmizi

Meskalin :

- Marquis reaktifi ile : turuncu

-Mecke reaktifiile  : turuncu

- Froehde reaktifi ile : yesil - mavi

- Vitali reaktifi ile  : donuk kirmizi - kirmizi kahverengi

Psilosibin :

- Marquis reaktifi ile : donuk turuncu

- Mecke reaktifi ile : yesilimsi — kahverengimsi yesil

- Mandelin reaktifi ile  : yesil

- Froehde reaktifi ile : zeytin yesili - sari

3.3. Mikroskopla inceleme

Bu deneyler ya bitkisel orijinli numunenin mikroskop altinda bitki
dokusunun ya dogrudan veya uygun bir reaktif ilavesinden sonra
incelenmesine dayanir. Esrar 6rnek verilebilir.

Diger bir teknik de, numunenin kimyasal yapisi ile ilgili
mikrokristalizasyon teknigidir. Mikrokimyasal bir yontemdir. Cok az
miktardaki bir maddenin, uygun bir reaktifle verdigi kristal seklinin

mikroskopla incelenmesine dayanir.
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Normal mikroskop diginda polarizasyon mikroskopu da kullanarak
cesitli kristallerin birbirinden ayrilmasi miimkiin olmaktadir.

Organik kimyada, mikrokristalizasyon ozellikle azotlu bilesikler igin
kullanilir. Gegmiste en ¢ok alkaloidlerin ayrilmasi igin kullanihyordu.
Zamanimizda ise antihistaminikler, sentetik narkotikler ve benzer bilesik ve
ilaglar iginde kullanilmaktadir.

Bazi ©6nemli narkotik gruba giren maddelerin mikroskop ve
mikrokristalizasyon teknigi ile aranmalar asagida agiklanmistir.

Esrar

Esrar oldugu kuskusu olan bitki niimunesinden bir spatiil ucu ile lam
iizerine konur. Ustiine bir damla %1 Fast Blue reaktifi (%1 kloralhidrat iginde
hazirlanmig) damlatilip lamelle kapatilir. Numune esrar ise mikroskopla
incelendiginde salg tiiylerinin kirmizi mor renk aldig goriiliir.

3.4. Kodein ve morfinin mikrokristalizasyon teknigi ile ayrilmasi

Reaktif : Once 10 g iyot, 35 g potasyum iyodiirle birlikte 100 ml suda
¢oziilir. Bu sekilde hazirlanan potasyum iyodiir-iyot (KI.I,) reaktifi buz
dolabinda saklanir. Hazirlanan bu reaktifden 0,4 ml alinir iizerine 20 ml buzlu
asetik asit ve 2.0 ml fosforik asit (H;POy,) ilave edilir.

Teknik : Cok iyi temizlenmis kiigiik bir porselen kapsiil igine bir damla
reaktif ve bir damla test ¢ozeltisi ilave edilir. Bir bagetle iyice karistirthr. 5-10
dakika bekletilir. Karigimdan bagetle bir damla alinarak lamele konur. Lamel
ters ¢evrilerek ¢ukur lam tizerine kapatilir, mikroskopla incelenir. Kodein
ticgen seklinde dikroik (gesitli renkler gosteren) kristaller verir. Morfin ise
siyah igneler halinde kiimelenir veya kahverengi kirmizi levha veya koyu

kirmizi sekilde kristallenir (Duyarlik 10 mg civarindadir.)
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Kokain :

Reaktif : 2 g KMn04, 5 damla fosforik asit su ile 100 ml ye tamamlanir.
Kokain hafif asitli ortamda KMnQj ile ¢ok karekteristik olan bir kenar1 kirik
dikdortgen seklinde kristaller verir.

3.5. Narkotiklerin ITK ile ayrilmasi

Narkotiklerin ve diger bagimlilik yapan maddelerin igerdikleri dolgu
maddesi, seyreltici ve diger benzeri etkili maddelerin indentifikasyonlari ve
birbirlerinden ayrilmalarinda en ¢ok kullanilan teknik ince tabaka
kromatogrifisidir.

Bu maddelerin ITK ile ayrilmasinda : Adsorban tabaka olarak

Silikagel-G ; developman sistemi olarak : toluen/dioksan/etanol/konsantre
amonyak/etil  asetat/metanol/konsantre amonyak tercih edilmektedir.
Kromotogramlar 6nce UV’de (254 nm de incelenir). Spot testlerde kullanilan
renk reaktifleri ile identifikasyonlari yapilir. (Bu tekniklerle ilgili ayrintili
bilgi igin igin kitabin ITK ile ilgili boliimiine bdliimiine bakiniz).

4. DOPING MADDELERI

Spor yarigmalarinda, sportif performansi arttirmak igin ilag kullanimi
"doping" olarak tanimlanir. Doping yapma ise bir ilag suistimalidir.
"Uluslararasi Olimpiyat Komitesi (I0C) Medikal Komisyonu" tarafindan
sporda kullanimi yasaklanmis ilaglar (doping maddesi) listesini belirli aralarla
gozden gegirerek ilan eder. Sporcularin doping yapmalari, ilgili ulusal ve
uluslararasi yonetmeliklere gére bir sugtur. Bu nedenle bir¢ok iilkede doping
analizi yapan, belirli standardlara gére kurulmus ve lisans almis (akredite
olmus) "doping analiz labratuarlar1" bulunmaktadir. Ulkemizde de bdyle bir
labratuar kurulmasi ¢abasi 1988 yilindan beri devam etmektedir.

Doping maddelerinin analizinde duyarlik, spesifiklik ve dogruluk
agisindan herhangi bir siiphe olmamahdir. Bu nedenle gerek laboratuvar
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donanimi ve gerekse analiz yapan kisiler agisindan belirli kritere gore
standardize edilmis olmahdir.

Burada, doping maddeleri listesinde olan ve rutin galismalarda da
analitik toksikolojide 6nemli olan "aromatik amin yapisindaki uyaricilarla™,
anabolik steroidlerden testosteronun idrardan izolasyonu, ITK ile
identifikasyonu ve GLK ile tayin yontemleri agiklanmistir (Vural, N., Saygi,
S.. 1983 ; Vural, N; Siizen S; 1989).

4.1. Organik baz yapisindaki maddelerin ITK ile analizleri

Bu gruba giren maddelere amfetamin, metamfetamin, dimetilam-
fetamin, metoksifenamin, fentermin, tranilsipromin, p-hidroksiampetamin,
dietilpropion, efedrin, niketamid, foledin drnek verilebilir. .

Standart maddeler : Yukarida adi gegen saf etken maddelerden metil

alkolde 1 mg/1 ml konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanir.

Kondensasyon maddesi : 7-klor-4-nitrobenzofurazin (NBD) etil asetat

iginde (4 mg/ml) konsantrasyonda hazirlanir. Bu madde primer ve sekonder
aminlerin taninmasinda kullantlir.

Diger renk reaktifleri : Ninhidrin (0,5 mg/ml asetonda); siilfirik asit

(%00.5 su iginde); Dragendoorff reaktif : (KI.B.I3) ve potasyum permanganat
(%1 suda) hazirlanir.

ITK Takimi : Silikagel GF,s; ile kaplanmig plaklar kullanihr.
Developman (etil asetat/metil alkol/konsantre amonyak : 85/10/15) karigimi
renk reaktifleri ig¢in; (Siklohekzan/etilasetat/eter: 40/40/20) karigim,
kondensasyon tiriinii i¢in kullanilir.

idrar ekstraktlarimn hazirlanmasi : 5 ml idrar 6rnegine 2.5 N
NaOH damlatarak pH 12-12,5 'a ayarlanir. Kati NaCl ile doyurulduktan sonra
3 defa 5 ml eterle vortekste karistirilarak ekstrakte edilir. Birlestirilen eter

fazlari susuz Na,SO, gegirilerek sudan kurturulur. Eter fazi iizerine 1 ml 2
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ig standart olarak 30 pg/ul  konsantrasyonda amfetamin
(dimetamfetamin ve tranilspronin igin), dimetamfetamin (amfetamin ve
metamfetamin igin), niketamid (metoksifenamin igin), difenilamin (kardiazol
i¢in) kullanilir. Efedrin i¢in dig standart olarak norefedrin kullanilir.

I ml standart ¢6zeltilerin pH si 2.5 N NaOH ile 12-12.5'a ayarlanir ve
300 pl kloroformla (i¢ standart igeren) ekstrakte edilir. Kloroform fazindan 3
ul alinarak faz kromatografa enjekte edilir. Pik yiikseklikleri orani (standart /
i¢ standart), konsantrasyona kars: isaretlenerek kalibrasyon grafigi ¢izilir.

Gaz kromatografisine uygulama

Bu teknikte 2 farkli kolon kullanilir. Ayrica tiirevleme yapilarak da gaz
kromatografisi ile duyarlik arttirilir.

1) %3 SE-30 (Chromosorb WHP 80-100 misli) sabit faz iizerinde;
detektor : FID ; tasiyici gaz (azot) : 40 ml/dk akis hizinda; firin sicakhig :
140-250°C; delektor sicakhigi : 200-275°C, enteksiyon giris sicakligi: 200-
275"C arasinda programlanir.

2) %10 Apiezon-2/%10 KOH (Cliromosorb W-AW, 80-100 misli
tizerinde) sabit faz igeren kolon; detektor: FID; tasiyici gaz azot 40ml/dak;
firm sicakhgr 160-200°C ; detektdr ve enjeksiyon giris sicakligi 200-220°C
arasinda ayarlanir.

3) N-Asetil tiirevlerinin olugturularak SE-30 sabit fazinda uygulama :
N-asetil tiirevi asetanhidrit kullanarak kolon iizerinde tiirevleme islemi yapilir.
Bu amagla 1 pl ilag (idrar ekstrakti) ¢ozeltisi tizerine 1 pl asetik anhidrit
enjektore gekilerek karigim birlikte kolona enjekte edilir. Kosullar SE-30 da
yukarda agiklandigi sekilde yiiriitilir. Yalmz firn sicakhg 160-210°C

arasinda degistirilir.
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Sonu¢ : Gaz kromatografisi ile iki farkl kolon kullanarak organik baz
yapisindaki maddelerin (yukarida agiklanan kosullarda) ayrilmalari miimkiin
olmaktadir. Ayrica primer ve sekonder amin yapisinda olanlarin asetil
tiirevlerinin olusturularak GLK ile ayrilmalar ve tayinleri destekleyici deney
ozelligi tagimaktadir.

Genel olarak gaz kromatografisi yontemi ile 0.5-0.1 pg duyarlikta
kalitatif ve kantitatif analiz gergeklesebilmektedir. Kromatogramlar Sekil-

21"de gosterilmistir. (Vural, N., Saygi, S. 1983).
cm

10 -

JL L/ L o b

2 0
Dakika Déekika
b
a

Sekil-21 Bazi organik bazlarin gaz kromatogramlari : (a): amfetamin (1:0.3

pg): dimetamfetamin (I1. 0.3 pg); (b) : efedrin (I; 0.5 pg); nefedrin (2: 0.6 pg)

4.2. Anabolik steroidler
Anabolik steroidler iginde yer alan testosteron ve tiirevleri klinikte

terapotik amaglar diginda, sporda doping amaci ile kullanilir. ilaglar arasinda
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da yer almaktadir. Son yillarda sporcular arasinda daha ¢ok suistimal edilen
bu maddenin vucutta dogal olarak sentezlendigi ve bu nedenle de
suistimalinin anlagilamayacag diisiincesi ile kullanimi yayginlagmistir.

1976 yilindan beri I0C tarafindan yasaklanan testosteronun (T) doping
amaci suistimal edildigini gosterilmesinde metaboliti olan epitestosteronun
(E) de tayin edilerek T/E oraninin saptanmasi gerekmektedir. Bu oranin 6/1
den bilyiik olmasi halinde testosteronun doping amaci ile kullanildig kabul
edilmektedir (Domike, M., 1986).

Testosteron ve epitestosteronun idrarda asit hidrolizden sonra ITK ile
saflastirilmasi ve GLK de tiirevleme yontemi ile tayin edilmesi ve ydntemin
doping analizi amagi ile kullanilabilecegi (laboratuvarimizda uyguladigimiz

yontem) asagida agiklanmistir. (Vural, N., Siizen,S, 1989)

Testosteron, epitestosteron ve diger sentetik anabolik
steroidlerin ITK ile identifikasyonlar:

Anabolik steroidlerin (testosteron, nandrolon, nandrolon
fenilpropiyonat, oksimetolon, metiltestosteron gibi) birbirlerinden ayrilmalari
ITK ile standartlarla kargilastirilarak yapilabilir.

Standartlar 1 pg/ml konsantrasyonunda kloroform iginde hazirlanir.

Adsorban olarak silikagel G kullanilir. Cam levhalar 0.25 mm
kalinhginda kaplanarak, oda sicakliginda kurutulur, 110°C’de etiivde 1 saat
aktive edilir.

Developman igin degisik sistemler kullanilabilir: kloroform-etil asetat

(80:20); metilen kloriir-aseton (80:20); kloroform-buzlu asetik asit (90:10)

ornek verilebilir.
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Renk reaktifleri :

1. Vanilin-siilfiirik asit reaktifi : 3g vanillin 100 ml absolii etanol ile
¢oziiliir ve 0.5 ml, konsantre siifiirik asit ilave edilerek karigtirilir.

2. Asetik asit anhidr - siilfiirik asit reaktifi : 5 ml anhidr asetik asit, 5 ml
konsantre siilfiirik asit ile dikkatlice karigtirtlir. Karigim sogutularak, 50 ml

alkole yavascga katilir.

Steroidlerin idrardan izolasyonlar : 5 ml idrar 6rnegi, Sml eter ile 2
kez ekstrakte edilir. Ekstraktlar birlestirilerek, sodyum siilfat ile suyundan
kurtarilir. Oda sicakhiginda azot gazi altinda ugurulur. Kalinti metanolde
coziilerek ITK ya uygulanir.

Standard gozeltilerden ise 10 ul ITK’ya uygulanir.

Uygulama : Plaklar 12 cm ye kadar develope edildikten sonra, plaklara
renk reaktifleri piiskiirtiiliir :

a) Vanilin-siilfirik asit reaktifi puskiirtiildikten sonra, plaklar
120°C’de lekeler goriinene kadar bekletilir. Goriilen lekelerin yeri isaretlenir,
olusan renk kaydedilir. Rf degerleri hesaplanir.

b) Asetik anhidrik- siilfirik asit reaktifi ise piiskiirtmeden once
plaklara 110 °C’de 10 dakika bekletilir ve UV altinda renkleri kaydedilir.

Testesteron vanilin H,SOy4 ile kirmizi renk; asetik asit anhidrit-H,SO,
ile goriinen 1g1kta gri-kahverengi, UV de parlak sari renk verir. Tablo 15
cesitli anabolik steroidlerin renk reaktifleri) ITK’da verdikleri renkler ve Rf
degerleri goriilmektedir (Fazla bilgi igin Siizen, S. Y. Lisans Tezi, 1988¢
bakiniz).
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Tablo 15- Cesitli steroid yapisindaki ilaglarin ITK verileri

Renk reaktifleri Rf ve developman sistemi
: Vanilin —
lla¢ Ald H,S0, Gan 15181 | Il 111 v Vv Vi
Kirmizi- Gri - Parlak
Testosteron kahverengi | kahverengi | san | 027 | 053 [0.61 [ 0.58 | 061 | 037
Metenelon enentat Koyu Kimizi- | parjak | 0.61 | 0.80 | 0.95 | 0.87 [ 0.85| 082
kirmiz: kahverengi
Oksimetolon Gri — kirmizi Pembe Parlak | 0.31 [ 0.490.82|0.73]0.62 | 0.67
Mavi — - | Parlak [ 0.23 | 0.51 | 0.60 | 0.53 [ 0.59 | 0.36
Nandrolon kahverengi Kahverengi : : : : : :
Nandralon Gri—mavi | .53~ | Parlak | 0.65 | 0.79 [ 0.93 | 0.75 | 0.85 [ 0.73
fenilpropiyonat M=mavi | Lahverengi
Diandrolon p- Kimmizi Sari- | parlak | 0.70 | 0.84 [ 0.95 | 0.83 | 0.88 | 0.86
heksiloksifenilpropiyonat siyah kahverengi
4-hidroksi-19- Kirmizi — San —
nortestosteron kahverengi | kahverengi | Parlak [ 0.75 | 0.8510.96 | 0.86 [ 0.85 | 0.91
siklopentilpropiyonat
| - Kloroform — etil asetet (80:20): IV : Kloroform siklohekzan glasiyal asetik asit (70:20:10)
I - Kloroform — aseton (80:20) V : Metilen kloriir — aseton (80:20)

11I': Kloroform — glasiyal asetik Asit (80:10) 1V : Metilen kloriir — glasiyal asetik asit (90:10)

Testosteron ve epitestosteronun GLK ile tayini

(Enzimle Hidroliz Y6ntemi)
idrarda testosteron ve epitestoronun konjugatlari asit hidroliz yerine
- glukuronidaz ile " enzim hidroliz" yontemi kullanilabilir. 100 ml idrarin pH

si 5'e ayarlandiktan sonra B-glukuronidaz (130000 iinite) ilave edilir. 55°C de

2.5 saat inkiibe edilir.
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Sekil 20- Standart (a) ve idrardan izole edilen (b) metil testosteron (1),

Epitestosteron (2), testosteronun (3) kromatogramlari

Soguduktan sonra 3 kez eterle ekstrakte edilir. Bilestirilen eter
ekstraktlart % 20 NaOH, ardindan su ile yikanarak susuz sodyum siilfattan
gecirilerek suyundan kurtarilir.

Eter fazi ugurulduktan sonra, asit hidrolizde oldugu gibi, kalintrya 50
ug/ml netil testosterom (i¢ satandart) ilave edilerek 5 pl gaz kromatografa
enjekte edilir.

GLK de sabit faz olarak %3 SE-30 (Chromosorb WHP 80-100 misli
iizerinde) ve FID detektdr kullanihir. Firin sicakhigi 260 °C; enjeksiyon giris
sicakhig 280 °C; detektor sicakhign 300 °C; tastyici gaz (azot) akis hizi 30
ml/dk. Hidrojen akis hizi 50 ml/dak; hava akis hizi 300 ml/dak. Olarak

ayarlanir.
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Kromatogramlarin pik yiikseklikleri dlgiilerek, kalibrasyon grafiginden
hesaplamir.  Sekil 20 (a ve b) de testosteron ve epitestostoronun
kromatogramlari (standart ve idrardan izole edilen) goriilmektedir.

Kalibrasyon : Stok testosteron asetat ve epitestosteron asetat (I
mg/ml), standart ¢ozeltilerinden kloroformla seyreltilerek 10-100 pg/ml
arasinda 5 seri ¢ozelti hazirlanir.

ig standart olarak metiltestortem 50 pg/ml olmak iizere standartlar ilave
edilir. Hazirlanan seri ¢ozeltilerden 5 pl gaz kromotografa enjekte edilerek
yukaridaki kosullarda ¢alisilir.

Standart / i¢ standart pik yiiksekligine karsi konsantrasyon alinarak
kalbirasyon grafigi cizilir.

Sonug

Testosteron ve epitestosteronun, idrarda asit hidroliz yontemi -ITK
kombinasyonunu takiben GLK ile tayini, yonteminde enzimatik yonteme gore
daha yiiksek verim elde edilir, ayrica yontem enzim hidroliz yontemine gére
daha ckonomiktir. Ancak ekstraksiyonun benzenle yapilmasi, yéntemin saglik
agisindan sakinca olusturmaktadir. Duyarlik 0.2 pg dir. Metilleme ile duyarlik
smirt 0.05 pg kadar inileilir (Siizen, S., 1988)

Yaptigimiz bir arastirmada, normal kadinlarda idrarda testosteron (T)

0.51+0.19 pg/ml; epitestosteron (E) 0.19 £+ 0.07 ug/ml ve T/E oram 2.62 +

+

0.32 bulunmustur. Normal erkeklerde ise T, E ve T/E igin sirasi ile 2.40
0.59 ;,_Lg/ml; 1.33 £ 0.67 pg/ml ve 1.96 = 0.62 degerleri elde edilmistir.
Teslo%fcfén ‘t:iirf;vi ilag (sustanon 250) kullanan hastalarda ise T 5.94 + 87
pg/ml.; E 125 + 48 pg/ml ve T/E orani ise4.88 + 78 bulunmustur. ilag
kullamimi ile T/E orani- artmaktadir. Bu oran 6-ve iistiinde oldugunda ise
sporcu dopingli kabul edilmektedir. (Donike, M. 1936; Vural, N., Siizen, S..
1989)
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5. PESTISITLER

Besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalari sirasinda, besin
degerini bozan, besinleri yok eden ve zarar veren hagereleri,
mikroorganizmalari yok etmek igin kullanilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
savas maddelerine "pestisitler" denir.

Pestisitlerle, mesleki maruziyet disinda, gesitli nedenlerle kronik, akut
ve oOlimle sonuglanan . zehirlenme olaylarina iilkemizde siklikla
rastanmaktadir (Vural, N.,.1996).

Pestisitlerin analitik ve adli toksikoloji agisindan analizleri 6nem tasir.
Burada cevrede kaliciliklar1 nedeni ile kronik toksisite agisindan da 6nem
tasiyan klorlu hidrokarbon yapisindaki pestisitlerle, akut toksisite agisindan
onem tasityan organik fosforlu insektisitlerin rutin toksikolojik analizleri
aciklanmigtir.

5.1. Organik klorlu pestisitler

Klorluhidrokarbon yapisindaki (organcklorlu) pestisitler yapilarinda
klor bulunan aromatik veya alifatik bilesiklerdir.

ik sentezi yapilan klorlu hidrokarbon yapisinda olan DDT ve klorlu
siklodien yapisindaki dieldrin, aldrin gibi insektisitlerin ¢evrede kalici ve
karsinojenik etkili olmalari nedeni ile kullanimlari kisitlanmis ve daha
sonralart da yasaklanmigtir. Ancak kaliciliklari nedeni ile halen canlilarin
adipoz dokusunda ve insanlarda anne siitiinde bulunduklari gosterilmistir
(Fazla bilgi i¢in Vural,N., 1996'ya bakiniz).

Aldrin, dieldrin ve endrin (akut letal dozlar yetiskinlerde S g), DDT

. (letal doz 30. g) ye gore daha ¢ok toksiktirler. '
Céziicii_ile numuneden ekstrakte edildikten sonra ITK ile kalitatif

analizleri yapilabilen bu maddeler igin basit ve giivenilir yontemler yoktur.
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Ancak GLK ve GK-MS kombinasyonlari ile kendilerinin ve metabolitlerinin
kesin analizleri yapilabilir.

iTK ile kalitatif analizleri |

Bu 'yontem aldrin, dieldrin, heptaklor ve dokofan igin kullanilir.
Numune olarak mide muhtevasi ve olay yerinden elde edilen kalintilara
uygulanabilir.

Teknik : 10 ml numune, 5 ml petrol eteri (kaynama noktasi 40-60°C
fraksiyonu) ile 5 dakika karistirilarak ekstrakte edilir.

Fazlélrm ayrilmasi iciﬁ 5 dakika bekletilir ve st faz ayrilir.
Ekstraksiyon 2. kez 5 ml petrol eteri ile tekrarlanir. Ayrilan petrol eteri faziari
birlestirilir ve sirasi ile 5 ml saf su; 5 ml sodyum hidroksit (20 g/l) ve 5 ml saf
suile yikanir.

Yikanmis ekstrakt, 5 g sodyum siilfat iizerinde kurutulur ve basinch
hava veya azot aklmlﬁda kuruluga kadar ugurulur.

.‘ ITK'ya uygulama : Ekstrakt 100 pl metil alkol iginde ¢oziiliir. Silikagel
G ile kaplanmig kromatografi plaginin (5x20 cm boyutunda ve 20 um partikiil
bij)'ﬂklﬁgiinde)‘ ilk kolonuna 20 pl tatbik edilir. Standard madde karisimindan
(metil alkol iginde hepsini 1 g/l konsantrasyonda igeren karigim) 20 pl 2.
kolona uygulanir.

Kromatogram, siklohekzanla doyurulmus tankta develope (10 cm,
yiikselinceye kadar) edilir ve kuruluga kadar ugurulur.

Kromatogramlarin belirtilmesi i¢in potasyum permanganat g¢ozeltisi
(0.1 -mol/l) piiskiirtiiliir, arkadan yavasca 2-amino- etanol (etanolamin)

piiskiirtiiliir. 100°C de etiivde 20 dakika bekletilir.

183




Sogutma igin bekletildikten sonra, nitrik asit ile seyreltilmis giimiis
nitrat ¢ozeltisi [0.1 mol/I guimiignitrat ¢6zeltisi, konsantre nitrik asit ile (10:1)
oraninda seyreltilir] piiskiirtiiliir ve 15 dakika UV (254 nm) altinda bekletilir.

Sonug : Klorlu hidrokarbonlar kahverengi/siyah lekeler verir. identifi-
kasyon standart kromatogram ile karsilastirtlarak yapilir. Dieldrin ve endrin
bu kosullarda detekte edilemezler.

_ Bu teknikle yaklasik hRf Ry degerleri : lindan 0.9; dikofan 26;
heptaklor 34 ve aldrin 41 elde edilir. (Flanagan R.J. ve ark. 1995)

Yontemin duyarh@i organik klorlu pestisitin yapisina bagh olarak 2.5
mg/l ile 10 mg/l arasinda degisir.

Klinik degerlendirme

Organioklorlu pestisitler, baglica MSS’ni etkilerler. Akut zehirlenmede
kusma, ekstremitelerde zayiflik ve uyusukluk, uyarilma, diyare, muskiiler
tremor ve konviilziyonlar, solunum depresyonu goriiliir. Zehirlemenin
tedavisinde, semptomatik ve destekleyici tedavi uygulanir.

5.2. Organik fosforlu pestisitler

Organik fosforlu pestisitler, genis bir grubu olusturmaktadirlar. Cogu
insektisit olarak kullanilir. Bazilari herbisit olarak da kullanilir ve insanlarda
toksiteleri oldukea diisiiktiir.

Organik fosforlu insektisitler, genelde sicak kanlilara ve insanlara
toksiktirler ve ¢esitli nedenlerle siklikla akut zehirlenmelere ve 6liime neden
olmaktadirlar. Baslica toksik etkileri asetilkolin esteraz inhibisyonuna
dayanir. Zehirlenme belirtileri muskarinik, . nikotinik ve merkezi sinir
sisteminin asin stimiilasyonu seklindedir.

Organik fosforlu insektisitlerin batici (sarimsak) kokulari, diagnozda

yararlt olabilir. Onemli bir kismi (azinfos metil, diazinon ve malation gibi)
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bazik ortamda hidroliz olurlar, asit ortamda da dayanikh degillerdir. Bu
nedenle analiz sirasinda mide muhtevasi ve olay yerinden elde edilen
orneklerin pH sini analizden 6nce 7 ye ayarlamak gerekir. Organik fosforlu

indetisitleri cok genis bir grup olup, temel yapilari ve bazi 6rnekler asagida

verilmistir.
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Zehirlenmenin toksikolojik a¢idan tamisinda :

1) Viicut sivilarinda (kan, idrar ve 6liim halinde viicut dokularinda)
organik fosforlu insektisitler ve metabolitleri aranir. Ornegin parationla
zehirlenmede, metaboliti p-nitrofenol analizi de yapilir.

2) Bazi dimetil ve dietil organik fosfor yapisinda olan organik fosforlu
insektisitlere maruz kalmanin arastiriimasinda alkil fosfat metabolitlerinin
tayini yapilabilir. Ornegin:

Fosfamidon, diklorvos, dimetilfosfat ve paration ile dietilfosfat:
disulfotan ve forat ile dietiltiyofosfat metabolitleri olusur.

Dialkiltosfat metabolitleri diisiik maruziyetlerde de iyi bir indikatordiir.
Ancak dialkil fosfatlar idrarda diisiik konsantrasyonda olduklari igin gerek
izolasyon ve gerekse identifikasyon ve analizleri dikkat ister (Besbelli, N.,

1993).
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3) Organik fosforlu insektisitler kolinesteraz inhibitoriidiirler. Bu
nedenle zehirlenmelerde, destekleyici deney olarak plazma asetilkolinesteraz
aktivitesi (AChE) tayin edilir. Aktivitedeki diisme orani, zehirlenme siddeti
hakkinda bilgi verir.

Organik fosforlu insektisitlerin ITK ile Kalitatif (nitel)
analizleri

i) Yontem mide muhtevasi ve olay yerinden elde edilen kalintilara
uygulanabilir. Yontemin prensibi, organik fosfat esterlerinin 4-(p-nitrobenzil)
piridin (asetonda 20 g/lI) ve aseton: tetra etilenpentamin (9:1) kembine
reaktifleri ile mor lekeler vermesine dayanir. Standart olarak gesitli organik
fosfat esterleri (metadon, methidation, dioksation ve klorprifos gibi) metil
alkolde (1g/l) konsantrasyonda karigim halinde hazirlanir.

Teknik : 10 ml &rnek alinir ve gerekiyorsa pH, kati sodyum
bikarbonatla 7 ye ayarlanir. 5 ml metil tersiyer-biitileter ile 5 dakika karistirici
hullanarak ekstrakte edilir.

Fazlarin ayrilmasi igin 5 dakika bekletilir. Ust faz ayrilir ve ikinci kez 5
ml metil tersiyer biitileterle ekstraksiyon tekrarlanir.

Ekstraktlar birlestirilir, faz ayiran filtre kagidindan temiz bir tiipe
siiziiliir. Basingli hava veya azot akiminda kuruluga kadar ugurulur.

iTK'ya Uygulama : Ekstrakta iOOp.I metil alkol ilave edilir ve 20ul
silikagel G ile (5x20 cm boyutunda, 20 pm ortalama tanecik biiyiikliigiinde)
kaplanmis levhaya uygulanir. ikinci kolona da 10ul standart karisim
uygulanir.

Kromatogram (siklohekzan/aseton/kloroform: 70/25/5) karigiminda 10

cm. yiikseklige kadar develope edilir. Tanktan ¢ikartildiktan sonra kurutulur.
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Tabakaya 4-(p-nitrobenzil) piridin ¢6zeltisi (asetonda, 20 g/l oraninda)
piiskiirtiilir ve 110°C da 30 dakika bekletilir. Sogutulduktan sonra aseton
/tetraetilenpentamin (9/1 oraninda) karigimi piiskiirtiiliir.

Sonug¢ : Organik fosforlu insektisitler agik kahverengi zemin iizerinde
mor lekeler verir. Lekeler standartlarla karsilastirilir ve Ry degerleri
hesaplanir. (Ornegin, ITK' da bu yontemle dimetoat ile : 0.11 ; malation ile :
0.42 : bromofos ile : 0.54 ; klorprifos ile : 0.58 R¢degerleri elde edilir.

i) ITK ile kalitatif analizde diger bir renk reaktif olarak (giimiis nitrat -
bromtenol) karigimi kullanilabilir:

Olanaklar agisindan daha pratik olan bu yéntem asagida agiklanmistir.
Yontem mide igerigi veya olay yerinden elde edilen numunelere
uygulanabildigi gibi insektisit formiilasyonlarada uygulanabilir.

Renk reaktifi : a) %1 AgNO; (3:1 oraninda su/aseton karisiminda); b)
%0.5 bromofenol ¢ozeltisi (asetonda) kullanilirken 100 ml (a) ¢6zeltisi, 10 ml
(b) ¢ozeltisi ile karistirtlir.

Devolopman ¢ozeltisi : (Benzen/aseton) : (80/20) oraninda

Adsorban : Al,0; (20x20 cm levha iizerinde)

Standardlar : Daha 6nce agiklandig: sekilde hazirlanir.

Uygulama : Mide igerigi veya olay yeri kalintisindan izolasyon daha
onceki ITK tekniginde oldugu gibi yapilir. insektisit formiilasyonunda
izolasyon islemi ise asagida agiklanmistir.

Formiilasyonlardan ofganik fosforlarin izolasyonu : Emiilsiyon veya
toz halindeki numuneden 200 mg alinir. 10 ml asetonla sik sik galkalanarak
oda sicaklifinda ekstrakte edilir (Cam kapakli bir erlen veya daha iyisi bir
meziir iginde). Sartlar uygunsa bir gece bekletmek yerindedir. icabinda

siiziilerek belirli bir hacme (10 ml ye) tamamlanir.
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Numunenin ITK’ya tatbiki : Onceden hazirlanmis 0.04 ml numune

(kantitatif tayinde miktar onemli) ¢aplann 5 mm yi gegmeyecek sekilde
damlatihir. Oda 1sisinda kurutulur.

Adsorban tabaka, daha 6nceden developman sistemini igeren ve ¢oziicii
atmosferi ile doymus tanka yerlestirilerek genellikle ¢oziicii yiiksekligi
baslangigtan 10-12 cm yiikselinceye kadar bekletilir. Developman zamani ve
oda sicaklig1 kaydedilir.

Tanktan ¢ikarilan adsorban tabaka, oda sicakliginda kurutulur.

Kromatogramlarin belirli hale getirilmesi : Reaktif karigimi adsorban
tabakaya piiskiirtiiliir ve levha 50-60°C de 10 dakika kurutulur. Mavi zemin
~ lizerine, tiyoorganik fosforlu insektisitler, viyole renk tonlari verir. Bu rengin
belirgin hale gelmesi igin, %1 lik sitrik asit piiskiirtiilerek veya levha brom
buharina tutularak mavi olan zemin rengi giderilir.

Cok hafif renkli olan lekeler ise 5-10 dakika U.V. de bekletildiginde
belirgin hale gelirler. Kromatogramlarin Ry degerleri saptanarak standartlarla
karsilastirihir. Boylece organik fosforlu insektisitlerin indentifikasyonu yapilir.

Genel olarak organik fosforlu insektisitler (bromfenol mavisi+giimiis
nitrat ile) mavi (rogor); viyole (gusathion); mavi viyole (paration ve diazinon)
renkleri verirler.

Asetilkolin esteraz aktivitesinin tayini

Organik fosfat ester ve karbamade yapisindaki insektisitler asetilkolin
esteraz enzimini inhibe ederek serinin iletimini bozarlar.

Kolin esteraz baslangi¢ olarak karacigerde olusur, ancak plazmada da
bulunur. Plasma kolinesteraz inhibisyonunun fizyolojik olarak 6nemli
diisiiniilmez. Kolinesteraz ve asetilkolin esteraz farkli enzimlerdir. Plazma
kolinesteraz hemen hemen tamamen inhibe olabilirken, eritrositlerdeki

asetilkolin esterazin halen %50 si aktivitesini koruyabilir. Bu durum
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maddelerin relatif inhibisyonuna, giris yollarina, maruziyet derecesine
baghdir.

Pratikte plazma kolinesteraz aktivitesinin tayini organik fosforlu
insektisitler veya karbamatlara maruziyetinin belirlenmesi igin uygun bir
indikatoérdiir.  Aktivitenin normal olmasi, bu maddelere maruziyetin
olmadigini gosterir. Aktivitenin diisiik bulunmasi halinde, toksik madde ve
/veya metabolitinin biyolojik sivilarda bulunmasi ile zehirlenme olay: ve
nedeni desteklenmis olur.

Hem eritrosit ve hem de plazma ChE diizeyinin diisiikk olmasi, organik
fosfat veya karbamat grubu pestisitlerle zehirlenme olasihigini gii¢lendirir.

Kolinesteraz aktivitesinin tayininde kullanilan 1) yari kantitatif basit bir
vontem 2) daha duyarli olan diger bir yontem asagida agiklanmistir.

1) Asetil  kolinesteraz  inhibisyonunun yan  Kkantitatif
degerlendirmesi |

Yontemin prensibi, substrat olarak kullanilan asetiltiyokolinin, AChE
tarafindan asetil ve tiyokoline hidroliz olmasi; olusan tiyokolinin 5,5'-
ditivobis (2-nitrobenzoik asit) ile sari renkli kompleks vermesine dayanir.
Olusan sar1 rengin siddeti pralidoksim (organik fosfat esterlerinin
inhibisyonunda reaktivator igeren numune ile karsilastirilarak yorumlanir.

Yontem serum veya plazmaya uygulanir.

Reaktifler :

Dithiobisbenzoat reaktifi : 5,5'-nitrobenzoik asit (DTNB), 0,2 g/I
konsantrasyonunda sodyum dihidrojen ortofosfat tamponu (0.1 ml, pH 7.4)
icinde hazirlanir.

Asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi: Suda 5 g/l konsantrasyonda hazirlanir.

Pralidoksim kloriir ¢6zeltisi: Suda 200 g/l konsantrasyonda hazirlanir.
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Kor '(veya kontrol) olarak kullanilacak plazma veya serum maruz
kalmamuis kisilerden saglanir.

Uygulamada : 3 tane 10 ml lik tiiplerin herbirine 2.0 ml DTNB
reaktifi ve 1.0 ml asetiltiyokolin iyodiir ¢6zeltisi konur. Birinci tiipe 20
ul kontrol plazma, ikinci tiipe ise 20 pul numune plazma konur. Ugiincii
tiipe ise 20 pl pralidoksim ¢6zeltisi ve 20pul numune plazma ilave edilir.
Her ii¢ tiip te vorteksle kanstirilir ve oda sicakliginda 2 dakika
bekletilir.

Sonug : a) Kontrol tiipte olusan sari renk, test tiipiine gore (2. Tiip)
daha koyu ise, asetilkolin esteraz inhibitorii bu maddenin varhigini gosterir.
ilaveten pralidoksim igeren tiipteki karigimm (3.tiip) rengi, kontrol tiipii ile
ayni ise, o zaman organik fosfat esteri ile ilgili bir AChE inhibitorii vardir.
Bunun diger deneylerle desteklenmesi gerekir. (Organik fosfat esteri pestisit
grubu veya metabolit analizi ile).

2) AChE aktivitesi tayini

Yukarida AChE'in nitel analizi i¢in uygulanan yontem kantitatif amagla
da kullanilabilir. ilk kez Ellman tarafindan uygulanmistir. (Ellman,G., 1959;
WHO, 1987)

Reaktifler :

DTNB tampon ¢dzeltisi : 100 mg DTNB; 4.472 g disodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO,) ve 250 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), 800 ml

distile suda ¢éziiliir. 4.5 g sodyum kloriir ilave edilir ve distile su ile 1 litreye
tamamlanir, pH kontrol edilip, 7.6’ya ayarlanir. (Seyreltik HCl veya NaOH
ile). Bu ¢dzelti buzdolabinda en fazla 1 hafta dayanir.
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Substrat olarak propiyoniltiyokolin kullanilir: 150 mg madde 80 ml su

iginde ¢oziiliir, distile su ile 100 ml ye tamamlanir. Bu ¢ozelti giinliik
hazirlanir.

AChE inhibitérii olarak eserin salisilat (fizostigmin salisilat) kullanilir.
50 mg madde 40 ml suda ¢oziiliir, distile su ile 100 ml ye tamamlanir. Cézelti
baz dolabinda en fazla 2 hafta dayanir.

Teknik : Yontem tam kan, eritrosit veya plazmaya uygulanabilir. Kan
ornekleri heparinize tiiplere alinir. Yontem postmortem kana da uygulanabilir.
Heparinli kan 6rnekleri +4°C de saklanr.

Uygulamada 20 pl kana 20 ml DTNB tampon ¢ozeltisi ilave edilir.
Seyreltilmis kan orneginden ii¢ tiipe 4'er ml konur. (1. Tiip kor kan deneyi
i¢in: 2. Tiip kan numunesi, geriye kalan seyreltilmis kan, 3. Tiip 3000 rpm de
5 dakika santifiij edilir. Siipernatanttan, 4'er ml 2 ayr tiipe konur. (3. Tiip
plazma kor; 4. Tiip plazma numunesi).

Kor deney olarak ayrilan (1. ve 3. tiiplere) kan ve plazmaya 50 pl eserin
salisilat ¢ozeltisi (ChE inhibitérii) ilave edilerek, vortekste karistirilir.

Biitiin tiipler (kér ve numune igeren tiipler), 5 dakika 30°C de su
banyosunda inkiibasyon igin bekletilir. Hepsine substrat olarak 1 ml
propiyonil tiyokolin ilave edilir. Tekrar 30°C de 10 dakika inkiibasyon igin
bekletilir.

inkiibasyondan sonra, numune plazma ve kani igeren tiipler 50 pl eserin
salisilat ¢ozeltisi ilave edilir. 1 ve 2 nolu tiipler (kanlar) 3000 rpm de S dakika
santifiij edilir.

Olusan sari renkli ¢ozeltilerin absorbanslari (her 4 tiipteki gozeltiler),

distile suya karsi, 405 nm de okunur.
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Kalibrasyon

Sistein hidrokloriir standart olarak kullanilir. 63.05 mg sistein
hidrokloriir 900 ml distile suda ¢éziiliir. Distile su ile 1000 ml ye tamamlanir
(0.4 m mol 1). Cozelti kullanilacagi zaman hazirlanmalidir.

Kalibrasyon egrisinin gizilmesi igin 0; 0.20; 0.40; 0.60; 0.80 ve 1.0 ml
sistein standart ¢ozeltilerine, 4 ml DTNB tampon ¢ozeltisi ile siyreltilir.
Distile su ile 5 ml ye tamamlanir. Olusan renklerin absorbansi, (1 ml distile
suva 4 ml DTNB ¢ozeltisinin ilavesi) ile hazirlanan kore kargi 405 nm de
okunur. Absorbansa karsi, sistein konsantrasyonu isaretlenerek dogru gizilir.

Hesaplama : Kolinesteraz aktivitesi tayini igin asagidaki formiil
kullamlir.

A (T-B) C(S)xT.V
ChE (aktivitesi) = X [U/ml
A (S) tx SV

A (T-B) : Tam kan veya plazmanin absorbansindan tam kan (kor) veya
plazma (kér)iin absorbansinin ¢ikartilmasi ile elde edilen absorbans (A, - Ay)

A(S) : En yiiksek konsantrasyondaki standart ¢zeltinin (genellikle 0.40
1 mol/ml sistein) absorbansi (A;)

C(S) : Standart ¢ozeltinin en kiigiik konsantrasyonu (genellikle 0.08 p
mol/ml sistein)

T.V.: Toplam hacim (5 ml)

S.V. : Ornek hacmi (absorbansi okunan 20 pl : 5 = 0.004 ml)

t : Reaksiyon zamani (10 dakika)

IU/ml : Uluslararasi iinite birimi . mol substrat/dakika

Teknik kisimda anlatilan kosullarda c¢alisildiginda degerler yerine

konulursa;
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A (T-B) 0.08x5 A (T-B)

ChE aktivitesi = X = x 10 IU/ml
A (S) 10 x0.004 A (S)
A, -Ag
ChE (IU/ml) = ———— x 10 seklinde formiile edilebilir.
As

Eritrosit kolinesteraz aktivitesi : (Tiim kan kolinesteraz aktivitesi-
plazma kolinesteraz aktivitesi) esitigi ile hesaplanir.

Sonucun yorumu

Organik fosforlu insektiflere maruz kalmamis (normal) Kisilerin
kolinesteraz degerleri:

Tam kan : 4.5-7.0 I[U/ml; Plazma : 1.5-3.5 IU/ml;

Eritrosit : 2.6-4.1 IU/ml arasindadir.

Organik fosfat esterlerin maruziyette AChE inhibisyon % si daha
uygun bir kriterdir. Bu amagla kisilerde maruziyet 6ncesi ve sonrasi AChE
aktivitesi olgiiliir. AChE diizeyindeki diisme % si (inhibisyon %) :

Maruziyet 6ncesi AChE - maruziyet sonrasi AChE

x 100 formiilii ile
Maruziyet 6ncesi AChE hesaplanabilir.

Kolinesteraz diizeyinin % 50-60 inhibisyonu hafif ; % 60-90
inhibisyonu orta, % 90-100 inhibisyonu ise siddetli zehirlenme olarak kabul
edilmektedir (Maroni, M., 1986).

Oliim olaylarinda, postmortem kanda kolinesteraz aktivitesi tayini,
6liim nedeni hakkinda bir bilgi verebilir.

Yaptigimiz bir arastirmada, ¢esitli nedenlerle o6len kisilerin
(postmortem) kanlarinda AChE aktivitesi tayin edilmistir. Bu bulgulara gore
solunum yetmezliginden kalp hastaligindan, CO zehirlenmelerinden &len
kisilerde AChE aktivitesi diisiik bulunmustur. Ancak en fazla diigme organik

fosforlu insektisitlerle zehirlenmede govriilmiistiir (Kagifoglu, N., 1995).
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6. METALIK ZEHIRLER

Metallerle zehirlenmelere ¢ok eski yillardan beri rastlanmaktadir. Bu
nedenle biyolojik materyalde metalik zehirlerin analizi ile ilgili yontemlerde
paralel olarak gelismistir. Arsenik zehirlenmesinin Orfila tarafindan biyolojik
materyalde (sagta) Marsch deneyi ile aranmasi adli ve analitik toksikolojinin
baslangici olmustur.

Zamanimizda metal zehirlenmeleri, akut ve kazaen zehirlenmelerden
cok mesleki ve gevresel maruziyet nedeni ile 6nem kazanmustir (Kursun,
kadmiyum, civa, krom, nikel gibi). Gelistirilen yeni tekniklerle (atomik
emisyon ve absorbsiyon spektrofotometresi : AES ve AAS ; anodik stripping
voltametresi : ASV, polarografi, nétron aktivasyon: NAA) eser miktarda
metallerin gevrede ve biyolojik materyalde duyarli ve spesifik analizleri
miimkiin olmaktadir.

Akut zehirlenme, mesleki maruziyet, iatrogenik zehirlenmelerin
arastirmalarinda atomik absorbsiyon spektrofotometresi (AAS) ve indiiktif
Coupled Plasma Spektrofotometresi (ECP) en ¢ok tercih edilen yontemlerdir.
Ciinkii her iki teknikle de hemen biitiin elementlerin analizi yiiksek duyarlikla
olarak yapilabilmektedir. Ayrica ayni ornekle multielementlerin kantitatif
analizi hizh olarak yapilabilmektedir.

ICP pahal bir tekniktir. Bu nedenle toksikolojik analizlerde yeterli
duyarhkta, iyi sonug veren bir teknik olan AAS rutin olarak kullanilan bir
yontemdir (Fazla bilgi igin: Borriella, R., ve Gagliono Candela, R.,1987).

Bu boliimde Reinsch deneyi, endiistri ve gevre agisindan 6nemli olan

kursunun toksikolojik analizi agiklanacaktir.
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6.1. Reinsch deneyi

Bakirdan daha soy elementlerin biyolojik materyalde aranmalari igin
kullanilan bu test ve destekleyici deneyler kitabin genel  béliimiinde
agtklanmistir.

Bazi metallerin (As, sb, Hg, B, Se ve Te) biyolojik materyalde
dogrudan aranmalarinda uygulanan Reinsch testi klasik bir yéntem olup, rutin
toksikoloji labratuvarlarda halen kullanilmas: gereken bir deneydir.

6.2. Kursun

Kursun agir bir metal olup, anorganik ve organik bilesikleri vardir.
Kursun ve anorganik kursun bilesikleri (kursun nitrat, kursun karbonat, gibi)
boya akiimlator, seramik, porselen, insektisit, vulkanize kauguk, lehim, alasim
yapimi ve endiistirisinde kullanilir. Organik kursun bilesiklerinden tetra etil
kursun (TEK) ve tetrametil kursun (TMK) benzine geri tepmeyi 6nlemek igin
ilave edilir. Alkil kursun bilesiklerini (TEK, TMK gibi) toksisitesi ve ¢evre
kirliligi nedeni ile kullanimlar1 yasaklanmis veya sinirlanmis olmasina karsin
halen bir ¢ok iilkelerde nemini korumaktadir (Fazla bilgi i¢in Vural, N :
1996 ve Duydu, Y: Vural, N. 1997'ye bakin).

Kursunun mesleksel ve gevresel izlenmesinde kandakursun, idrarda
Kursun, idrarla porfirin atilimi ve delta aminoleviilinik asit (d-ALA) tayinleri
yapilir. Labratuvarimizda bu amagla kullanilmis ydntemler asagida
agiklanmistir.

Kanda ve idrarda AAS ile kursun tayini

Biyolojik materyalde AAS ile kursun tayininde degisik yontemler
uygulanabilir. Dogrudan alevli AAS, alevli yontemde duyarligi arttirmak igin
yarikli kuvars tiipii uygulamasi veya grafit firin (alevsiz yontem) yéntemi
kullanilabilir (Vural. N., Giivendik, G., 1983; Duydu, Y; Vural, N., 1998;
Tiimtiirk, N., 1998).
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1) Alevli AAS yontemi ile kanda kursun tayini

Kanda kursun tayini igin, kan drnekleri kursun igermeyen heparinize
tiiplere alinir.

Yontemin prensibi, kursun sodyum pirolidin ditiyokarbamatla
komplekse alinir ve olusan kompleks su ile doyurulmus metilisobiitilketonla
(MIBK), pH: 2-4 arahginda ekstrakte edilir. Organik fazin 217 nm de
absorbanst MIBK (kdr) e kargt okunur. Kalibrasyon grafiginden
konsantrasyon hesaplanir.

Reaktifler :

1. Triton X -100 (Alkil fenoksi politoksi etanol) : 5 ml Triton X-100,
noniyonize su ile 100 ml ye tamamlanr.

2. Amonyum (veya sodyum) pirolidin ditiyokarbamat (SDDC): 2 g
madde diyonize su ile 100 ml ye tamamlanir.

3. Metiliobiitilketon (MIBK) : su ile doyurularak kullanilir.

4. Asetik asit (1.N)

Teknik : 5 ml heparinize kan rnegine 1 ml Triton-X-100 ilave ederek
hemoliz edilir. Hemolizi hizlandirmak igin vorteksle karistirilir ve 10 dakika
bekletilir. T ml amonyum pirolidin ditiyokarbamat ¢o6zeltisi, 0.25 ml 1 N
asetik asit ilave edilir. Her ¢ozelti ilavesinden sonra vorteksle karistirilir. 5 ml
suda doyurulmus MIBK ilave edilerek, karistirihr, 5 dakika 2000 devir/dak
santirifiij edilir. Ustte ayrilan organik fazin absorbansi 217 nm de atomik
absorbsiyon  spektrofotometresinde  okunur.  Kalibrasyon egrisinden
hesaplanir. (Daha ilerde agiklanmigtir).

2) Atomik absorbsiyon Spektrofotometresinde yarkh kuvars
tiip uygulamasi

Alevli atomik abrosbsiyon spektrofotometresinde (FAAS) yarikli

kuvars tiip — atom yakalama teknigi uygulanarak aletin duyarlig: arttirihr. Bu
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amagla kullanlan yarikh kuarz tiip (Slotted Tube Atom Trap; STAT) uygun
bir diizenekle alevin iizerine yerlestirilir ve alevin yarikl kuars tiipiin yariklari
arasinda gegcmesi saglanir. Kuars tiipiin 1s1k yolunu kapatmamas: igin yatay
ve dikey ayarlar yapilir.

Yarikh kuars tiipiin kaplanmasi : Bu amagla % 1’°lik lantanyum
kloriir ¢ozeltisi yarikli kuars tiip {izerine FAAS g¢alisir durumdayken
piiskiirtiiliir. Bu sekilde 20 dakika tiipiin alt kismi, 10 dakikada tiipiin iist
kismi kaplanir. Bu kaplama sayesinde tiip 1stya daha dayanikli hale getirilmis
olur.

Cihazin sifir ayan suda doyurulmus MIBK ile yapilir. Okunan
absorbans, giinliik hazirlanan kalibrasyon egrisinden degerlendirilir.

Kullanilan atomik absorbsiyon spektrofotometresinin kosullari : Lamba
akimi : 5 mA; dalga boyu 217 nm; yarik (slit) genisligi : 1 nm; yakut asetilen-
hava karigimi.

Kalibrasyon : Stok kursun ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile standart
karisim seri ¢ozeltileri hazirlanir.

Stok kursun ¢ozeltisi 0.159 g Pb (NOs),, deiyonize su ile %1 oraninda
(hacim/hacim) seyreltilmis sulfirik asitde ¢6ziilerek 100 ml ye tamamlanir. Bu
¢ozelti 1 mg/ml kursun igerir.

Standart kursun ¢ozeltisi (10 pg/ml), 1 ml stok ¢ozeltisinin deiyonize
su ile seyreltilmis %1 lik nitrik asitle 100 ml ye seyreltilerek hazirlanir.
Cozeltiden 0; 0.1 ml; 0.2 ml; 0.3 ml; 0.4 ml ve 0.5 ml alinarak deiyonize su ile
5 ml ye tamamlanir. Boylece 5 ml kan ile galisildiginda 0; 20; 40; 60; 80 ve
100 ug/100 ml konsantrasyonda karisima karsilik gelecek standart ¢ézeltiler

hazirlanmis olur.

197




Bu standart ¢dzeltilere, kan Ornegine uygulanan igleme tabi tutulur.
Organik fazin absorbansi okunur. Aletin sifir ayar1 MIBK'e Karsi yapilir.
Absorbansa karsi konsantrasyonlar isaretlenerek kalibrasyon grafigi
hazirlanir.

3) AAS - yanikh kuvars tiip kullanarak kanda kursun tayini

Alevli atomik absorbsiyon spektrofotometresinin (FAAS) duyarhgi;
yarikli kuarz tiip-atom yakalama teknigi kullanarak arttirilabilir. Daha &nce
agiklanan MIBK ile selasyon olusturduktan sonra ekstraksiyonla kursun
tayinine gore duyarlik 2.5 kez arttirilabilir (Duydu, Y., ve ark. 1998).

Bu yontemin prensibi, analizi yapilan ve atomize edilen metal
atomlarinin 151k yolu iizerinde yarkli kuarz tiip kullanimi ile daha yogun ve
daha uzun siire kalmasina dayanmaktadir.

Teknik : Yarikh kuarz tiip (hazir olarak saglanir), agiklandig sekilde
%1 lik lantanyum kloriirle kaplanir.

Kanda kursun tayini yapilirken, daha &nce agiklanan MIBK'la olan
selasyon-ekstraksiyon iglemi uygulanir. Organik faz, yarikh kuarz tiipii igeren
FAAS cihazina galigirken piskiirtiiliir ve 217 nm de absorbans okunur.

4) Idrarda FAAS ve FAAS-STAT kambinasyonu ile kursun
tayini

Bu yo6ntemin prensibi, idrardaki kursunun sodyum dietilditiyokarbam
(SDDC) ile selasyon olusturmasi ve MIBK fazina alinarak, dogrudan
FAAS'de absorbansinin 6l¢iilmesidir.

idrarda kursun total, anorganik ve organik kursun olarak tayin
edilebilir. Organik kursun (tetra etil kursun gibi) bilesiklerine maruziyette,
Kursunun bir kismi organik kursun metabolitleri (trietil kursun, dietil kursun
gibi) seklinde, bir kismi da anorganik kursun iyonu seklinde atilir. Bu nedenle

idrarda organik kursun (PbO) ve anorganik (inorganik) kursun (Pbl) atilminin
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ayri ayri tayini ve oranlart (PbO/Pbl), organik kursun bilesikleri maruziyetin
bir 6l¢iisii olarak degerlendirilebilir (Duydu, Y. Ve ark. 1998).

Total kursun atilimi ise genel kursun maruziyetinin bir dlgiisii olarak
kullanthr.

idrarda total kursun (PbT) tayini : 10 ml idrar numunesi, asit
dijestiyon firmimnin 6zel tiiplerine konur ve 5 ml konsantre nitrik asit ilave
edilir. 130°C da 90 dakika bekletilir. Siire sonunda, ¢ozelti bir erlene
aktarilarak 1 ml 1 M dibazik amonyum sitrat ilave edilir. Seyreltik amonyak
¢ozeltisi ile pH 7 ye aralanir. 2 ml %3 SDDC ilavesinden sonra 2 ml MIBK
ile ekstrakte edilir. Organik fazin absorbansi su ile doyurulmus MIBK 'a karsi
217 nm de okunur. Kalibrasyon egrisinden konsantrasyon hesaplanir.

Kalibrasyon egrisi i¢in, stok kursun ¢ozeltisi 100 mg/100 ml, dnce 1 ml

alinarak deiyonize su ile 100 ml ye tamamlanir (I mg/100 ml). Bu ¢ozelti
uygun sekilde seyreltilerek 0.5 pg/ml ve 7 pg/ml lik standart kursun
cozeltileri hazirlanir.

Standart ¢o6zeltilerden 10 ml alinarak, idrarda total kursun tayini
yontemi uygulanir. Elde edilen absorbanslara kargi konsantrasyonlar
isaretlenerek kalibrasyon egrisi hazirlanir.

Not : Ayni yontem, yarikil kuarz sistemini igeren FAAS ile de
duyarhgn arttirilmasi igin kullanilabilir.

Pb maruziyetinde idrarda 3-ALA tayini

idrarda 8-aminoleviilinrik asit (ALA) artisinin kursun maruziyetinin
tanisinda kullanilabilecegi (biyomarker) 1960'l1 yillardan beri bilinmektedir.
Kandaki ALA ile idrardaki ALA konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski
oldugu gosterilmistir. Uygulamada idrar ALA konsantrasyonunun tayini daha

¢ok kullanilmaktadir.
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idrarda ALA tayininde prensip, ALA'nin etil asetoasetat ile
kondensasyonu sonucu olusan 2-metil-3-karbetoksi-4-(3-piropiyonik asit)
pirolun (kisaca ALA-priol), etil asetat ile ekstrakte edilmesi ve Erhlich reaktifi
ile verdigi viyole rengin absorbansinin 553 nm de 6lgiilmesine dayanir.

Kullanilan reaktifler :

Stok ALA ¢ozeltisi : 50 mg/100 ml (suda) konsantrasyonda hazirlanir.
Bu ¢ézelti +4°C de en az 2 ay dayaniklidir.

Standart ALA ¢ozeltileri; 0.6; 1.2; 3.0; S ve 6 ml stok ¢ozeltiden
alinarak su ile 100 ml ye seyreltilir. Boylece 0.3; 0.6; 1.5; 2.5 ve 3 mg/100 ml
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmis olur.

Asetat tamponu (pH: 4.6) : 70 ml su iistiine, 5.7 ml glasial (konsantre)
asetik asit ve 13.6 g sodyum asetat trihidrat ilave edilerek ¢oziiliir. Distile su
ile 100 ml ye tamamlanir.

Ehrlich  reaktifi : 30 ml glasial asetik asit iizerine 1 g p-
dimetilaminobenzaldehit ve 5 ml %60 perklorik asit ilave edilir. Glasiyal
asetik asit ile 100 ml ye tamamlanir.

Teknik : Kapakli 2 ayri tiipe 1'er ml idrar ve 1'er ml asetat tamponu
(pH: 4.6) ilave edilir. Tiiplerden birine 0.2 ml etil asetoasetat ilave edildikten
sonra her iki tiip vorteksle karigtirilir (etil asetoasetat ilave edilen tiip blank
olarak kullanilir). Tiiplerin her ikisi de kaynayan su banyosunda 10 dk.
bekletilir. Tiipler sogutulduktan sonra her ikisine de 3'er ml etil asetat ilave
edilir ve elde ¢alkalanarak ALA-pirol ekstrakte edilir. 3 dk. 3000 rpm'de
santrifiij edildikten sonra iist fazda kalan etil asetat dan 2'ser ml alinip ayri
tiiplere aktarihir. Her iki tiipe de 2 ml Ehrlich reaktifi ilave edildikten sonra 10
dk. beklenir ve 553 nm de absorbanslari okunur.

idrardaki ALA konsantrasyonunu tayin etmek igin etil asetoasetat ilave

edilen (A) ve ilave edilmeyen (B) tiiplerinin absorbanslari ayri ayr 6lgiiliir. B
200




tiipiinden elde edilen absorbans A tiipiinden elde edilen absorbans dan
¢ikarihr ve elde edilen absorbans degerine kargilik gelen ALA konsantrasyonu
standart egriden hesaplanir.

Kalibrasyon dogrusu : Daha 6nce hazirlanmis olan standart ALA
¢ozeltilerine, numunelerde ALA tayininde agiklanan islemler aynen uygulanir
ve 553 nm de okunan absorbanslara kargi konsantrasyonlar belirlenerek
kalibrasyon egrisi hazirlanir.

Kursun maruziyetinde porfirinlerin tayini

Kursun maruziyetinde, hem metabolizmasinda olusan porfirinlerin
atthminin hizlandig: yillardan beri bilinmektedir. Porfirinler arasinda en ¢ok
uroporfinin ve koproporfinin atilimi arastirilir. Ayrica kursun maruziyetinde
eritrositlerde porfirinlerin de diizeyi artar. Bu porfirinlerin ¢ogu protoporfirin
seklindedir. Eritrositlerdeki protoporfirinin artisi kursun zehirlenmesinin
tanisinda biyolojik indeks olarak kullanilir.

1) idrarda uroprofinin tayini :

Yontemin prensibi, idrar 6rnegine disodyumhidrojen fosfat (Na,HPO,)
ve Kalsiyum kloriir (CaCl,) ilavesiyle ¢oken porfirinlerden, uroporfirinler
kalsiyum fosfat iizerinde absorbe olur. Cékelek hidroklorik asitte ¢oziiliir ve
380. 405 ve 430 nm de absorbanslari okunarak, konsantrasyon hesaplanir.

Teknik : 5 ml idrar 6rnegi deney tiipiine konarak, 1 ml 1 M asetik asit,
4 ml 1 M sodyum asetat ilave edilir. Cozeltinin pH s1 5-5.5'e ayarlanmig
olmahdir. 15 ml lik santifiij tiipiine pH s1 ayarlanmis idrar drneginden 2 ml
konur. Uzerine 2 damla %35 lik Na,HPO4 ve 2 ml 1 N NaOH ilave edilir.
Vorteksle karistirildiktan sonra 30 dakika bekletilir 10 dakika santrifiij, 2000
dak/devirle santrifiij edilir.karigtirildiktan sonra 30 dakika bekletilir 10 dakika
santifiij (2000 dak/devirle) edilir.

201




Ust faz atildiktan sonra tiipe 2 ml 0.1 N NaOH ilave edilir. Tekrar
vorteksle 10 dakika karistirilarak santifiij edilir. Ust faz atilir. Kalintiya 2 ml
su ilave ederek, vorteksle karistirma ve santrifiij islemi tekrarlanir. Ust faz
atilir. alt faz siiziilir. Cokelek 10 ml 0.5 N-HCI iginde ¢oziiliir. Cozelti
spektrofotometre kiivetine aktarilarak, 380; 405 ve 430 nm de 0.5 N-HCl'e
karsi absorbanslari spektrofotometrede okunur.

Uroporfirin miktari asagidaki formiille hesaplanir :

ug uroporfirin/ml = 0.831 x [ 2 A4os (Asszo + Agzo) ]

Burada : A absorbansi gostermektedir. Sonuglar kreatinin'e gore
diizeltilir.

2) idrarda koproporfinin tayini

Yéntemin prensibi:  Asitlendirilmis idrardan koproporfirinler eter ile
ekstrakte edilir. Eter faz1 0.1 N HCI ile ekstrakte edilerek, 380, 401 ve 430 nm
de absorbanslar spektrofotometrede okunur.

Teknik : Bir ayirma hunisine 15 ml idrar 6rnegi alinir. 1 ml glasial
asctik asit ilave ederek, numunenin pH si 2.5 - 3.0'e ayarlanir. 30 ml eter ilave
ederek, huninin agzi kapal olarak 2 dakika calkalanir. Sulu faz atilir, eter
fazina 10 ml su ilave ederek tekrar galkalanir.

Fazlar ayrildiktan sonra, sulu faz atilir. Eter faz1 temizleninceye kadar
su ile yikama (ekstraksiyon) islemi bir kag kez daha tekrarlanir. Eter fazina /
ml 0.1 N HCI ilave edilerek g¢alkalanir. Eter fazinin 1 ml 0.1 NHCI ile
ekstraksiyonu 5 kez tekrarlanir. Birlestirilen asit ekstraktlar1 5 dakika 2000
devir/dakikada santrifiij edilir. Ust faz, 1 cm lik spektrofotometre kiivetine
konarak, 380; 401 ve 430 nm de 0.1 NHCl'e kars1 absorbanslari okunur.

idrarda koproporfirin konsantrasyonu asagidaki formiille hesaplanir.

ug koproporfirin/ml ekstrakti = 0.817 [2xA40; - (Asszo + A430)]
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Toplam koproporfirin (ug)= (koproporfirin (ug)/ml ekstrakt x ) X

24 saatlik idrar ml N

Alman idrar 6rnegi "spor" idrar Ornegi oldugu igin, toplam
koproprofinin miktarindan 6nce, koproprofinin konsantrasyonu Kkreatinine
gore diizeltilmelidir.

Analiz sonu¢larinin yorumu

Kursuna maruziyet derecesinin belirlenmesinde biyolojik materyalde
(kan, idrar, sag, kemik gibi) kursun tayini, kursun absorbsiyonunun derecesini
gosterir.

Rutin ¢aligmalarda, kan kursun diizeyinin &lgiilmesi yakin zamanda
kursun maruziyeti igin bir indekstir. idrarda kursun atilimi daha uzun siireli
maruziyetlerin gosterilmesi igin daha uygun bir kriterdir. Ozellikle organik
kursun bilesiklerine maruziyette total kursun tayini yaninda anorganik kursun
ve organik kursun tayini de 6nem tasir.

Kursun maruziyetinde “hem” metabolizmasi da etkilenir. Bu nedenle
maruziyet derecesi ve kursun entoksikasyonlarda biyolojik indeks olarak hem
metabolizmasi ara. iiriinleri olan d-ALA ve porfirinlerin de analizi yapilir.

Kursun abrosbsiyonu ve kursundan etkilenmenin tanisinda en iyi kriter
kan kursunun tayinidir. Vucutta toplam kursun birikiminin yaklasik %2 si
kanda bulunur. Kan kursununun %90" eritrositlerde toplanmistir. Yapilan
arastirmalara gore normalde kursuna mesleki olarak maruz kalmayan
Kisilerde, cevre kirliligine bagh olarak, yetiskin ve ¢ocuklarda kursun diizeyi
100 ml kanda 0-40 pg arasinda degisir.(0-40 pg/100 ml kan). Kandaki

Kursunun 80-120 pg/100 ml arasinda olmasi absorbsiyonun arttigini gésterir.
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Siddetli zehirlenmelerde ve tehlikeli durumlarda kan kursun diizeyi 120
pg/100 ml kan iistiine ¢ikar.

idrarda devamli kursun atihmi yiiksek miktarda kursun alinmasini
gosterir. Idrarda litrede 80 pg kadar kursun normal; 80-150 pg/l kabul
edilebilir; 150-200 pg/l arasinda ise artmis kabul edilir. Zehirlenme
olaylarinda bu miktar 250 pg/l iistiine ¢ikar.

Porfirinler ve ALA igin normal ve yiiksek degerler ise :

a) Idrarda ALA (mg/1) : 0-6 normal; 6-20 mg artmis; 20-40 mg/l kabul
edilebilir; 40 mg/l ise tehlikeli;

b) idrarda koproporfirin Il (KP III ise) pg/l olarak normal kisilerde 0-
* 150 pg/l arasindadir. 150-500 pg/l kabul edilebilir, 500-1500 pg/l artmis;
1500 pg/l istii ise tehlikeli;

¢) Eritrosit protoporfirin diizeyi ise normal kisilerde 0-0.75 pumol/I;
mesleki maruz kalanlarda ise 1.5 pmol/l iistiine ¢ikar.

[Anabilim Dalimizda g¢evresel ve mesleki kursun maruziyetinin
arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar ve bulgulari igeren literatiirler kitabin

sonunda verilmistir].




EK -1
LABORATUVARDA iLK YARDIM

Kimya laboratuvarlarinda gesitli nedenlerle kazalara rastlanmaktadir.
Bu kazalar, kullanilan apereylerin kirllmasi, patlamasi ile ilgili olabildigii gibi,
¢ogu kez cahlisilan toksik kimyasal maddelerin inhalasyonu, goz, deri veya
adiza temasla veya agiz yolu ile sindirim yoluna gegmesi ile meydana gelen
zehirlenmeler seklinde olmaktadir. Bu gibi durumlarda ilk yardim olarak
laboratuvarda hemen uygulanmasi gereken O6nlemler vardir. Her kimya
laboratuvarinda  ¢ahisanlarin  bilmesi gereken bu 6nlemler asagida
agiklanmistir:

1) Laboratuvarda ¢alisirken, korunmasi gereken en onemli organ
gozlerdir. Vakum veya yiiksek basing altinda galisan apereyleri (vakum
desikatorii, otoklav) kullanirken, patlama tehlikesi olasihgina karsi, kalin
camli saglam bir korunma gozliigii takmahdir.

Patlayici maddelerle ¢alisirken de korunma gozliigii takmak zorunludur.
Bilinmeyen bir maddenin patlayici olup olmadigini, bu maddenin az bir kismi
metal spatiille alevde isitilarak anlasilabilir.

Metalik sodyum ve potasyum bu tiir kazalara yol a¢an iki metaldir. Bu
nedenle bu metallerin kirintilar1 agik havada birakilmamali, lavabo veya ¢6p
sepetlerine atilmamahdir. Ayrica bunlarla yapilan reaksiyonlar, su banyosu
yerine yag veya kum banyosunda yapilmalidir. Bu metaller miktarlarinin 15-
20 misli alkolle yok edilmeli veya orijinal siseleri iginde saklanmalidir.

Bu nedenle yukardaki kosullarda ¢alisirken, hig olmazsa normal bir
gozliik takmak yerinde olur.

2) Eter ve diger ucucu yanabilen organik ¢oziiciilerle ¢alisirken

bunlarin yaninda alev bulundurmamalidir. Yangin ¢iktig taktirde yanabilen
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her sey uzaklastirhir. Alev iizerine islak pagavra veya karbon tetrakloriir
dokerek yangin sondiiriiliir. En iyisi, yangin bombasi kullanmaktir.

3) Gaz veya coziicii buharlar ile ¢alisirken inhalasyon yolu ile bir
zehirlenme olduysa, kisi derhal laboratuvardan uzaklastirihir ve yatirilarak
sicak tutulur. Solunumu zorlayan elbise, saat kayisi gibi esyalar gevsetilir.
Hafif sok goriildiigiinde cay veya kahve verilebilir.

Tibbi bir bakim gerekip gerekmedigi, hastanin bu ilk yardimdan
sonraki durumuna baghdir. Amonyak, hidroklorik asit buhari ile hafif bir
inhalasyon halinde bile hasta hemen hastaneye yollanir veya doktor ¢agrilir.

4) Agiz, deri veya goziin kimyasal madde buhari veya kendisi ile
temasinda, ilk yapilacak is bol su ile temas yerini yikamaktir. Arkadan, eger
asit 6zellikte bir madde ise, sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile; kalevi bir madde
ise seyreltik asetik asitle temas yerini yikamak gerekir. Cogunlukla bu
maddeler cilt iizerinde tahris edici etkiye sahip olduklarindan yikama
isleminden sonra, bir yamik pomadi (vazelin v.s ) siirmelidir. Ozellikle, gozde
bu durum olduysa tibbi bakim da yapilmahdir. Yikama igin her laboratuvarda

bulundurulmasi, miimkiin olan aperey (Sekil 23) goriilmektedir.

Sekil 21- Goz yikama sigesi
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5. Ozel antidotlar :

Korozif ve zehirli kimyasal maddelerle ¢alisan laboratuvarlarda, bu
maddelerin 6zel antidotlarinin bulunmasi gerekir. Ornegin:

a) Brom, formik asit, hidroflorik asit ve benzeri, diger yakici asitlerle
olusan deri yaniklarinin tedavisinde (magnezyum+gliserin) pomadi
kullanilabilir. 200 g magnezyum oksit, 240 ml gliserinle pasta haline getirilir
ve bundan yanik kisma dogrudan dogruya siiriiliir. Ayrica 1 hacim amonyagin
(d: 0.88) su ile 15 kere sulandiriimasi ile elde edilen seyreltik amonyak, brom,
formik asit ve hidroflorik asitle olusan yanik siddetini azaltmakta yararhdir.

b) Hidrosiyanik asit, siyaniir tuzlari ve nitrillerle (hidrolizle HCN
verirler) olusan zehirlenmelerde, asagidaki sekilde hazirlanan antidot karigimi,
hemen ilk yardim olarak hastaya verilebilir.

A) 158 g demir-2- siilfat (FeSO, 7H,0) ve 3 n sitrik asit BP soguk suda
eritilerek bir litreye tamamlanir (Bu ¢6zelti bozuldugunda kullanilmamalidir).

B) 60 g susuz Na, COs; bir litre suda ¢oziiliir. (A) ¢ozeltisinden 50 ml
genis agizh ve polietilen kapakh bir siseye konur. Ustiine agikga okunacak
sekilde “SIYANUR ANTIDOTU A” yazil bir etiket yapistirihir. Ayni sekilde
(B) ¢ozeltisinden de 50 ml alinarak ikinci bir siseye konulur ve “SIYANUR
ANTIDOTU B” yazilir. Ani bir zehirlenmede, bu iki sise igindeki gozelti
birbiriyle karistirilir ve hastaya igirilir. Bu sekilde, demir-2-hidroksit hem
emetik olarak etkir, hem de siyaniirle toksik olmayan demir bilesigi olusturur.

Burada onemle belirtilecek nokta sudur : Siyaniir zehirlenmesinde
ancak yukardaki sekilde bir ilkyardim laboratuvarda uygulanabilir. Bunun
disinda hemen doktora bagvurmalidir. intravendz olarak antidot uygulamasini

ancak doktor yapabilir.
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6) Iyot igilmesi halinde, derhal % 1’lik sodyum tiyosiilfat igilmelidir.
Deri iistiindeki iyot lekeleri de, ayni sekilde sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi
kullanarak uzaklastirilabilir.

7) Fosforla cilt yanmalarinda, yanik yer %3 bakir siilfat ile
yikanmalidir.

8) Ayrica biiyiik laboratuvarlarda, solunum zehirlenmelerinde yapay
solunum yaptiran apereyler bulundurulmasi da yararhdir.

9) Amonyak tamponu (pH : % ): g amonyum 40 ml 5 M amonyak

i¢inde ¢oziiliir, su ile 1000 ml ye tamamlanir.
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EK -2

ONEMLI REAKTIFLERIN HAZIRLANMASI

Ansties reaktifi : 3.70 g saf potasyum dikromat 150 ml distile suda
¢oziiliir.280 ml saf konsantre siilfiirik asit yavas yavas karistirilarak ilave edilir.Distile
su ile 500 ml ye tamamlanir.

Alkol Standart ¢ozeltisi : 100 ml lik balonjojeye 50 ml distile su konur. 2.53
ml absolii mutlak etil alkol hassas bir pipet veya biiretten ilave edilir. Bu sirada biiret
veya pipetin ucu su yiizeyine ¢ok yakin olmahdir. Su ile 100 ml ye tamamlanir. Bu
sekilde hazirlanan alkol standardi %2 liktir.

AlKkollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi : 35 g KOH, 20 ml distile suda
¢oziilur. Saf etil alkol ile 1 litreye tamamlanir.

Bakir siilfat c¢ozeltisi (Reinsch deneyi Hg i¢in) : 5 g CuSO .5H O, 100
ml I N HCI de ¢oziiliir.

Borat tamponu (pH 9.4) : 24.8 g H BO (borikasit), 0.2 N NaOH ile |
litreye tamamlanir. Bu ¢dzeltiden 80 ml alinarak tekrar 20 ml 0.2 N NaOH ilave edilir.

Brillant green (yesili) reaktifi : 1 g Brillant yesili, 100 ml %25 etil alkolde
¢ozilir.

Bromfenol mavisi reaktifi (TLC de org. fosforlular igin) : 0.05 g
bromfenol mavisi 10 ml asetonda ¢oziiliir ve 100 ml %1 AgNO; (Aseton +su: | +3
da hazirlanmis) ile karistirilir.

Bromlu su : 5 g sivi brom cam kapakli bir siseye konarak 100 ml su ilave
edilir.

Civa-2-kloriir (veya bromiir) c¢ozeltisi (Gutzeit deneyi) : 0.05 g
bromfenol mavisi 10 ml asetonda ¢oziiliir ve 100 ml ye tamamlanir.

Asetat tamponu (pH 5) : 13.6 g Sodyum asetat ve 6 ml asetik asit yeterli
miktarda suda ¢oziiliir ve su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Civa nitrat cozeltisi (Barbitiiratlar i¢in) : (HgO — HNO;) ¢ozeltisi : 0.1 g
HgO 10 damla %25 HNO; iginde ¢oziiliir. Berrak kisim kullantlir.
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Demir-3-kloriir (ferri kloriir) ¢ozeltisi : % 5 lik : 5 g FeCl; . 6 H O, 100
ml suda ¢oziiliir.

Diazo ¢ozeltisi (fenol tayini igin) : a) p-nitroanilin ¢dzeltisi : 0.75 g p-
nitroanilin 10 ml suda ¢oziiliir ve 20 ml konsantre HCI ilavesinden sonra 250 ml ye
tamamlanir. b) % 5 lik NaNO; (suda).

Kullanmadan hemen 6nce 1,5 ml (b) ¢6zeltisi, 25 ml (a) ¢ozeltisi ile karistirilir.

Dragendorff reaktifi : a) 2 g bizmut subnitrat, 25 ml asetik asit ve 100 ml
suda ¢oziiliir. b) 40 g potasyum iyodiir 100 ml suda ¢oziiliir.

Kullanirken 10 ml (a), 10 ml (b), 20 ml asetik asit ve loo ml su karstirilir.
Raktif 2 giinde bir yenilenmelidir.

Fehling reaktifi : a) 35 g CuSO . 5 H O 50 ml suda ¢dziiliir. (Fehling 1). b) 5
¢ Sodyum hidroksit, 17.5 g senyet tuzu (sodyum potasyum bitartarat) 50 ml suda
¢ozilir. (Fehling I1)

Kullaniimadan dnce, iki ¢ozelti esit hacimde karistirilir.

Fenol c¢ozeltisi : a) Stok (Standart ¢ozelti) : 0.5 g saf fenol 10 ml suda ¢oziiliir
ve 4 ml konsantre HCI ilavesinden sonra su ile 500 ml ye tamamlanir. b) Seyreltilmis
fenol standardi : 1 ml stok fenol gzeltisi su ile 100 ml ye seyreltilir. Bu ¢ozelti 1 ml
de 10 mikrogram (ug) fenol ihtiva eder.

Flourscein reaktifi (ITK icin) : 0.04 g flourscein 100 ml etil alkolde ¢oziiliir.

Forrest reaktifi : 25 ml % 0.2 potasyum dikromat (suda); 25 ml % 30 siilfurik
asit (hacim/hacim); 25 ml % 20 perklorik asit (agirlik/agirlik) ve 25 ml % 50
nitrik asit (hacim/hacim) karigtirilarak hazirlanir.

FPN reaktifi : % 5 ferrikloriir, 45 ml % 20 perklorik asit (agirlik/agirhk) ve
50 ml % 50 nitrik asit (agirlik/agirhik) birbiriyle karigtirilir.

Frohde reaktifi : 0.1 g sodyum molibdat 100 ml konsantre siilfiirik asit iginde
¢oziiliir.

Gibbs reaktifi : 0.1 g 2,6-dibromokinon-klorimid 25 ml % 95 etanolde
coziilir. Cam kapakli renkli sisede ve buzdolabinda saklanmalidir. Cozeltinin rengi

kahverengiye doniistigiinde kullaniimaz.
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iyot gozeltisi : a) Genel (%2 ) : 2 g iyot ve 4 g potasyum iyodiir 100 ml suda
¢oziiliir. N-iyot ¢ozeltisi : 12-13 g I ve 20-25 g KI 100 ml suda ¢dziiliir.

iyodoplatinat ¢bzeltisi : 1 g platin kloriir 10 ml suda ¢dziiliir ve 200 ml % 30
luk KI igine ilave edilir. Su ile 200 ml ye tamamlanir. Karigim karanlikta
saklanmalidir.

izopropilamin ¢ozeltisi (Barbitiiratlar icin) : 5 g izopropilamin 100 ml
susuz metil alkol i¢inde ¢oziiliir.

Kinin-KI reaktifi (Bizmut igin) : 1 g kinin siilfat 100 ml % 0.5 lik HNO te
coziilur. 2 g K1 ilave edilir. Kahverengi sisede saklanir.

Kobalt nitrat ¢ozeltisi (Barbitiiratlar icin) : 1 g kobalt nitrat veya kobalt
asetat 100 ml susuz metil alkol i¢inde ¢oziiliir.

Kromotropik asit c¢o6zeltisi : 0.5 g kromotropik asit (1,8-dihidroksi
naftalin-3,6-disiilfonik asit) su ile 100 ml ye tamamlanir.

Kursun asetat cozeltisi : 10 g kursun asetat suda ¢oziiliir ve 100 ml ye
tamamlanir.

Mandelin reaktifi : 1 g amonyum vanadat 100 ml konsantre siilfiirik asit
iginde ¢oziilir.

Marme reaktifi : 30 g kadmiyum iyodiir ve 60 mg potasyum iyodiir 180 ml
suda ¢oziiliir.

Marquis reaktifi : 3 ml konsantre asite 3 damla % 40 hk formaldehit
(formalin) damlatilir. Kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir.

Mayer reaktifi : 1.4 g civa-2-kloriir (merkdri kloriir, HgCI ) ve 5 g potasyum
ivodiir 100 ml suda ¢oziiliir.

Mecke reaktifi (alkaloidler igin) : 0.5 g seleny6z asit 100 ml konsantre
siilfiirik asitte ¢oziiliir.

Millon reaktifi : 10 g civa, 20 ml konsantre nitrik asitle ¢oziilir ve esit
hacimde su ilave edilerek karistirilir.

N-1-naftiletilendiamin reaktifi : 100 mg N-1-naftiletilendiamin etil alkolde

¢oziilerek, 100 ml’ye tamamlanir.
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Nessler reaktifi: a) 2 g HgCl, 6 g Kl ile birlikte az miktar suda ¢oziiliir. 17 g
KOH az miktar suda c¢oziilerek eklenir. Karistirildiktan sonra 100 ml’ye
tamamlanir.

b) 3.5 g potasyum iyodir ve 1.25 g civa-2-kloriir (HgCl;) 80 ml su
da doymus HgCl, cozeltisinden bu karigima hafif kirmizi bir ¢dkelelek
meydana gelinceye kadar karigtirilarak ileve edilir. 12 g KOH bu ¢ozelti iginde
¢oziiliir, az miktar doymus HgCl, ilave edildikten sonra su ile 100 ml ye tamamlanir.
Bir gece bekletilir, dekante edilerek berrak kisim kullanilir.

Palladyum Kloriir c¢ozeltisi (CO i¢in) : a) 0.22 g PdCI, 250 ml 0.01 N
HC1'de ¢bziiliir. Gerektiginde hafifge 1sitilir. b) 1 g PACI .H O 100 ml seyreltik HCI de
(35 ml konsantre HCl su ile 100 ml ye tamamlanir) ¢oziilir. Cdziinmenin
tamamlanmasi igin hafif¢e 1sitilmalidir.

p-dimetilamin benzeldehit reaktifi (alkaloidler icin) : a) (Alkolll ¢ozelti)
: | g madde, 100 ml etil alkolde ¢oziliir ve 2 damla konstantre siilfiirik asit damlatilir.
b) (Asitli ¢dzelti) : 1 g madde 40 ml konstantre H SO ihtiva eden 100 ml seyreltik
asitli suda ¢oziiliir. c) (Asitli ¢6zelti) :1 g madde 100 ml konsantre H SO iginde.

Pikrik asit ¢ozeltisi (alkaloidler i¢in) : Suda doymus ¢ozeltisi hazirlanir.

Potasyum triiyodiir ( KI-1) ¢ozeltisi ( asitli)

Mikrokristalizasyon igin : 10 g iyot 35 g KI 100 ml suda ¢6ziiniir.Bu ¢6zeltinin
0.4 ml’sine 20 ml glasial asetik asit ve 2.0 ml fosforik asit (H PO ) ilave edrek
karistirihir.

Potasyum iyodiir-Na, SO; (Reinsch deneyi icin ) : 5 g KI ve 20 g Na,
SO: .7H O, 100 ml suda ¢oziiliir.

Potasyum permanganat ¢ozeltisi : a) (Kromotropik asit deneyi igin ): 1.5 g
KmnOy, 7.5 ml % 85 fosforik asit iginde ¢oziiliir ve su ile 50 ml ye tamamlanur.

b) Mikrokristalizasyon igin: 2 g KMnO, su ile 100 mlI’ye tamamlanir ve 5
damla H PO ilave edilir.

Pirotannik asit ¢ozeltisi ( CO igin ) : | g pirogallik asit ve 1 g tannik asit
100 ml suda ¢oziiliir.
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Rhodamin B : a) (ITK’de piiskiirtme reaktifi): 0.1 g Rhodamin B 100 ml| de
¢oziilir. b) Talyum igin: 0.05 g Rhodamin B 100 ml konsantre HCL iginde
¢oziilir.

Schiff reaktifi : 0.2 g bazik fiiksin veya p-rozanilin hidrokloriir 120 ml sicak
suda ¢oziilir.Soguduktan sonra, 20 ml distile suda ¢dziilmiis 2 g anhidr sodyum
siilfit ve 2 ml konsantre HCl ilavesinden sonra agzi siki kapal sisede saklanir.

Scott-Wilson reaktifi : a) 5 g civa-2-siyaniir 300 ml suda ¢oziiliir. b) 90 g
sodyum hidroksit 300 ml suda ¢bziiliir. ¢) 1.45 g giimiis nitrat 200 ml suda ¢éziiliir.

(c) ¢ozeltisine tamamen soguk (b) ¢ozeltisi ilave edilir ve karistirihr
sonra (a) c¢ozeltisi ilave edilirken devamli kangtinlir.Bu reaktif 6 ay daya
nabilir.Bulanikhk veya ¢okelek olusmasi halinde atilir.Zehirli oldugu igin
pipet kullanilmamalidir.

Sitrat tampon c¢dzeltisi (pH:2.2) : a) 1.187 g NaHPO.2H,0 distile su ile 100
ml’ye tamamlanir. b) 0.1 M sitrik asit. 20 ml (a) ile 980 ml (b) ¢6zeltisi karistirilir.

Trinder reaktifi : 40 mg merkiirik (Hg) kloriir 850 ml suda ¢éziiliir, 120 ml
M hidroklorik asit ve 40 g hidrate ferrikloriir eklenir, su ile 1000 ml ye tamamlanir.
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