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Kan Alkoliiniin (Mikroyontemle) GLK ile
Tayini ve Yontemin Trafikte Uygulanmasi

Determination of Alcohol in Fingertip Blood by
Gas Chromatography and Its Application to Traffic

Nevin VURAL*, Sahan SAYGI*

Alkoliin (etil alkol) wviicut sivilarinda &zellikle kanda duyar ve
kesin olarak tayini tdksikolojik amag¢ ve adli tip agisindan Onemli-
dir. Ayrica trafik kazalarinda ve olusan oliimlerde, alkol etkisinde
ara¢c kullanmanin 6nemli bir neden oldugu bir¢ok arastirmalarla
gosterilmistir (1, 2). Bu nedenle birgok iilkeler, trafik yasalarinda
alkol etkisinde ara¢ kullanmay1 yasaklarken kandaki alkol diizeyi-
nin belirli bir limitin {istiindeki degerini (¢ogunlukla % 80 mg iis-
tlinde) sug¢ olarak kabul etmektedirler (3, 4). Tiirkiye dahil baz {iil-
keler ise siiriiciiniin eser alkol almasi halinde bile ara¢ kullanmasini
trafik sugu olarak degerlendirmektedirler (3). Solunum havasinda
alkol tayini, kisinin aldig1 alkol miktar1 i¢in ancak on bir bilgi ver-
mektedir (5). Bu nedenle kanda alkol tayini i¢in duyar, spesifik, ke-
sin ve sahaya uygulanabilen yontemlerin kurulmasi ve standardize
edilmesini amaglayan bir¢ok arastirmalar yapilmistir (6, 7). Biyo-
lojik materyalde (kan, idrar gibi) alkol tayininde kullanilan baglica
yontemler kimyasal, enzimatik, gaz kromatografik ve otomatik
yontemler olarak simiflandirilabilir.

Kimyasal yontemler uygulanmadan Once, kan veya diger biyo-
lojik materyalden alkol, distilasyon, havalandirma veya difiizyon
yolu ile ayirt edilir. Sonra uygun bir yiikseltgen ile yiikseltgenir.
Stokiyometrik olarak reaksiyon sonucu, reaksiyona girmeyen yiik-
seltgenin miktar1 tayin edilerek, alkol miktarina gegilir. Bu amagla
volumetrik, spektrofotometrik veya potansiyometrik yontemler kul-
lanilir (6). Yiikseltgen madde olarak en ¢ok (K,Cr,O, + H.SO,),
yontemlerin en eskisi WIDMARK yontemi olup 0,2 ml kan ile ¢a-
lisma olanagim vermektedir (7, 9).
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Enzimatik yontemler ise, alkoliin alkol dehidrogenaz (ADH)
enzimi katalizorliigiinde, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
tarafindan yiikseltgenmesine dayanir. Stokiyometrik olan bu reak-
siyonda 1 molekiil NAD, 1 molekiil alkolii yiikseltgeyerek kendisi
indirgenir (NADH,). NADH, ise ya uygun kromojen maddelerle
(tetrazolyum tuzlari, fenazinmetosiilfat gibi) renklendirerek gorii-
nen alanda spektrofotometrik yontemle tayin edilir (10, 11). Veya
dogrudan NADH'in, 340 nm de UV alaninda veya mikroflorimetrik
olarak Olglilmesi yapilir (6, 7). Sonu¢ olarak da alkol miktarina ge-
cilir. Enzimatik yontemlerde genel olarak kan proteini ¢oktiiriildiik-
ten sonra, ADH ve NAD ile inkiibe edilir.

Gaz sivi kromatografisi (GLK) yontemi, kanda alkol tayini
icin ilk kez 1958'de CADMAN ve JOHNS tarafindan uygulanmis-
tir (6). Daha sonra GLK yoOntemleri bir¢ok arastiricilar tarafindan
gelistirilmigtir. Bugilin 0.2 ml kan ile ¢aligilarak pg (mikrogram)
dan diisiik miktardaki asetaldehit, aseton ve etilalkol kesin ola-
rak ayrilabilmekte ve taninabilmektedir. YoOntemlerde porapak Q,
polypak -2, PEG - 400 (veya 600, 1500) gibi siv1 fazlarin uygun bir
destek fazda kaplandigi kolonlar ve alev iyonlastiric1 dedektér (FID)
tercih edilmektedir (7, 12, 13).

Otomatize yontemler ise rutin ve ¢ok numune ile ¢alisma ama-
ct ile gelistirilmistir. Otomatik florimetik yontemler (14), gaz kro-
matografa monte edilen (head space) veya otomatik sivi numune
alicis1, elektronik integratdor ve komputerize teknikler vardir (12,
13).

Ayrica gaz-kiitle spektrometrisi ve komputerize sekli gibi pa-
hali yontemlerden de bahsedilebilir (7, 15).

Arastirmamizda kanda alkol tayininin saha ¢aligmalarina uy-

gun gaz kromatografik bir yontemi standardize etmek ve trafikte
alkol kontroliine uygulanmasi amag¢ edinilmistir.

MATERYAL ve YONTEM

1 — Kan numuneleri : a) Belirli konsantrasyonda alkol ige-
ren kan standartlar1 hazirlamak i¢in kan, hi¢ alkol almamis kisiler-
den saglanmistir. Antikoagulan ve (enzim inhibitorii) koruyucu
olarak NaF (% 0.4 oraninda kanda bulunacak sekilde) kullanilmisg-
tir.
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b) Kan numuneleri trafik kontrolii sirasinda siiriiciilerden ve-
ya adli tibba alkol muayenesi i¢in gonderilen siiriiciilerden saglan-
mistir. Bu kisilerin parmak uglari % 0.1 lik HgCl, ile temizlendik-
ten sonra kan NaF igeren 0.5 ml lik bir mikrotiipe (0.4 ml kadar)
alinmis ve calkalandiktan sonra agizlar1 hemen parafilm ile kapatil-
mistir. En kisa zamanda laboratuvara gotiiriilerek, analize kadar
buz dolabinda (+ 5°C de) saklanmigtir. 93 alkol almis siiriiciiniin
kanda alkol tayini yapilmistir (16).

2 — Standart alkol ¢dzeltisi hazirlanmas1 : a) Once mutlak
etanol, etil alkoliin (% 96) CaO ile geri sogutucu altinda kaynatila-
rak distile edilmesi ile hazirlanmistir (17). Mutlak alkolden 1 gram
su i¢inde tartilarak 100 ml ye tamamlanmistir (10 mg etanol/ml
de).

3 — I¢ Standart (t. S.) ¢odzeltisi : a) n-propil alkol (Merck)
kullanilmistir. Stok ¢ozelti % 0.1 Ek olarak hazirlanmistir.

b) Calisirken 2 ml stok ¢ozelti 100 ml ye su ile seyreltilir (0.2
mg n-propil alkol/ml de).

4 — Kan standartlarinin hazirlanmas: : 0; 0.5; 0.8; 1 ve 2 ml
alkol standart (10 mg/ml) c¢ozeltilerini igeren agz1 cam kapakli fi-
yollere kan ilave edilerek total hacim 10 ml ye tamamlanmaistir.

5 — Alkol standartlar1 : Yukaridaki gibi, ancak kan yerine
su ilave edilerek hazirlanmistir. Boylece % 0, % 50, % 80, % 100,
% 200 mg alkol iceren standartlar analize hazirlanmis olur.

Cihaz : Packard-Becker Gas Chromatograph 419 kullanilmis-
tir.

Calisma kosullar :

Dedektor : Alev iyonlagsma dedektorii (FID)

Kolon : 2 m x 04 mm i¢ ¢ap; % 10 PEG -400 (Chromosorb
W - AW, 80/100 mesh tizerinde)

Injeksiyon giris sicakligi : 110°C

Kolon sicaklig: : 90° C

Dedektor sicaklig : 110°C

Tasiyici gaz : Azot (30 ml/dak.)

Attenuation : 8

Range : 2.5x 10-" amper

Kaydedici hiz1 : 0.5 cm/dak.
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Teknik : a) Kalibrasyon i¢in 0.1 ml standart kan c¢ozeltisine
bir mikrotiipte 1 ml 1. S. ilave edilerek vortex de karistirilir. 1 pl
(mikrolitre) gaz kromatografa enjekte edilir. Her standart igin en
az ¢ift enjeksiyon yapilir. Yontem hem kan ile ve hem de suda ha-
zirlanan alkol standartlar1 ile tekrar edilerek karsilagtirmistir.

b) Analiz i¢in 0.1 ml kan numunesine 1 ml 1 S. ilave edilir ve
1 pl gaz kromatografa enjekte edilmistir. En az 2 enjeksiyon yapil-
mistir.

Kalibrasyon : Her standart i¢in elde edilen kromatogramlarda,
etil alkol (EtOH) ve I. S. (n-propil alkol) verdikleri pik yiikseklik-
leri bulunarak

EtOH pik yiiksekligi

I.S. pik yiiksekligi

oranlar1 saptanir.

EtOH konsantrasyonu %

; konsantrasyon oranlarina gore pik
L.S. konsantrasyonu % y gore p

yliksekligi oranlar1 isaretlenerek grafik hazirlanir. Her c¢alismada
kalibrasyon yenilenir. Numune ile elde edilen kromatogramlardaki
pik yiiksekligi oranlarindan alkol konsantrasyonu grafikten bulu-
nur veya kalibrasyon icin :

% standart x N
% X = formiilii de kullanilabilir.
S

(% X numunedeki etil alkol konsantrasyonu, N numune kromatog-
ramla elde edilen pik yiikseklikleri orani, S ise standartlarla elde
edilen pik yiikseklikleri orant).

Sonuglar % mg alkol olarak ifade edildigi gibi, trafik agisindan
promil ifadesi de kullanilabilir (1 promil = 1 litre kanda 1 gr al-
kol = % 100 mg) (2).

BULGULAR

1 — Sekil I'de hi¢ alkol almamis kan ile, kanda % 50 mg,
% 100 mg alkol iceren standartlarla elde edilen kromatogramlar
goriilmektedir. Sekil 2'de ise kalibrasyon grafigi ve regresyon denk-
lemi goriilmektedir.
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Sek. : 1. GLK'da Kan Alkolii Kromatogramlan. A : % 200 mg. I. S. ilave
edilmis kan; B : i.S. ve % 50 mg etil alkol ihtiva eden kan; C : t. S. ve % 100

mg etil alkol ihtiva eden kan enjeksiyonu. 1 - Etanol piki; 2 -1. S. piki; 8 - Su
piki.
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Sek.: 2. Kalibrasyon grafigi ve regresyon denklemi, (Etanol konsantrasyon-
lar1 : % 50 . 80 - 100 - 150 - 200 mg degerlerinde 1. S. : % 200 mg degerinde).

2 — Trafik kontrolii sirasinda 93 alkol almis siiriiciilerin kan
alkol diizeylerine gore dagilimlar1 Tablo I'de goriilmektedir.
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Tablo I — Alkollii siiriiciilerin (n=93)
kanlarinda saptanan alkol konsantrasyonuna gore dagilimlari

Siiriicii Sayisi Kan Alkoli % mg % Striicii
8 5 ve alt1 8.60
21 5-50 22.58
15 50 - 80 16.14
31 80 -150 33.33
18 150 ve isti 19.35
Toplara : 93 100
3 — Tablo II'de ise alkol almis siiriiciilerin, trafikteki davra-

niglarina gore dagilimlar1 goriilmektedir.

Tablo : II — Alkollii siiriiciilerin (n=93)
trafik sucuna gore dagilimi

Siiriicii Sayis1 % Siiriicii

Trafik kuralina uyanlar 41 45.16
Trafik sugu isleyenler 38 30.79
Trafik kazasi yapanlar 14 15.05

Bu siiriiciilerin kan alkol diizeyine gore incelemelerinde ise :
Trafik kuralina uyan alkollii siiriiciilerin % 90'inda kan alkolii 0.8
promil altinda; trafik su¢u isleyenlerin % 80'inde kan alkoli 0.5
promil istiinde ve trafik kazasi yapanlarin ise % 65 inde kan al-
kolii 0.8 promil istiinde bulunmustur.

SONUC ve TARTISMA

1 — Kanda alkol tayini i¢in kullandigimiz gaz kromatografisi
yontemi, kimyasal ve enzimatik yontemlere gore daha spesifik olup
etil alkol yaninda diger alkol ve aldehitler de ayirt edilebilir.

Kana alkol ilave edilmis standartlarla, suda hazirlanmig alkol
standartlar1 % 100'e c¢ok yakin bir uyum gdstermistir. Bu nedenle
kalibrasyon sulu alkol standartlar1 amaca uygundur. Ayrica 0.4 ml
kan ile en az 3 kere tekrara imkan veren mikro bir yontem oldugu
icin kolayca saha calismalarina uygulanabilir. Alkol metabolizmasi-
na etki eden bircok faktdrler olmakla beraber (18), alkol ¢ok c¢a-
buk metabolize olan bir maddedir. Saatte 10 ml alkol yakilir (6).
Bu nedenle olay aninda kan almak, kisinin alkol etkisinde olup ol-
madiginin saptanmasinda 6nemli bir faktordiir.
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2 — Bir kisinin alkol etkisinde olmasinin saptanmasinda kan-
da alkol tayini en bilimsel gostergedir. Kandaki alkol miktar1 ile
sarhosluk veya alkol etkisi ile siiriiclilik performansindaki etkile-
sim kigisel faktorlerle degigsmekle beraber, kanda alkol miktarinin
genellikle 0.8 promil ve altinda olmas: siiriiciiliik i¢in zararsiz ka-
bul edilmektedir (2). Ayrica birgcok iilkeler yasal limitin asilmasi
halinde de kan alkolii miktarina gore verilen cezay1 arttirmaktadir
(4). Ulkemizde halen yiiriirlikte olan trafik yasasina gére eser
miktarda alkol almis kisinin ara¢ kullanmasi yasaktir. Ancak veri-
len sugta alkol miktar1 g6z Oniinde bulundurulmadigi gibi, alkol
kontrolii de mevzuata uygun degildir (19). Sonug¢ olarak da adil bir
uygulama yapilmamaktadir (16, 19).

3 —Su ana kadar yaptigimiz c¢alismalara gore, alkollii arag
kullanma trafik sugu veya kazasi yapma olasiligim arttirmaktadir
(16, 19). Ancak bu olasilik kan alkol diizeyinin artmasi ile paralel
gitmektedir.

4 — Hazirlanmig olan yeni trafik yasamizda bu durumun dii-
zeltilecegini ve yasal bir kan alkolii limiti belirlenecegine inaniyo-
ruz. Ancak bu durumda ucuz, giivenilir, duyar ve standardize edil-
mis yontemlerle kan alkoliiniin tayini gerekmektedir.

Kullandigimiz yontemin bu amaca uygun oldugunu ve bu ko-
nuda kisa bir egitim gormiis eczacilar, gerek kan numunelerinin
alinmasinda, gerekse analizlerinin yapilmasinda en uygun teknik
elemanlar olacaktir.

OZET

Kanda etil alkoliin gaz kromatografik yontemi ile tayini stan-
dardize edilmistir. Alev iyonlagsma dedektori (FID) ile ve % 10
PEG - 400 (Chromosorb W-AW 80/100 mesh) kolonda enjek-
siyonla 0,5 pg/ml duyarlikta saptanmistir. Parmak ucundan alinan
0,4 ml kanla en az 3 analiz yapilabilmektedir.

Yontem 1977 de baslayan calismamizin (19) devami olarak
arastirmanin bu kisminda 93 alkolli siiriicliye uygulanmigtir. Alkol-
li siiriclilerde trafik sucu veya kazasi yapma riskinin kanda alkol
diizeyi ile beraber arttig1 ve 0,8 promil iistiinde bu riskin daha yiik-
sek oldugu goézlenmistir.
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SUMMARY
Blood alcohol level was determined by gas chromatographic
method using FID detector and PEG -400 on Chromosorb W - AW
(80/100 mesh) as column material. The sensitivity was below 0,5
pg/ml with 1 pl sample injection. 0,4 ml of fingertip blood was
enough at least for 3 measurements.

The method was applicated to drivers who ingested alcohol.
Our research was the continuation which began in 1977. 93 drivers
were examined at the second part of the research. The risk of traf-
fic accident among the drivers was found higher as the blood al-

cohol level was higher especially over 0,8 promille.
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