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ONSOZ

Yiiksek lisans tezimde gaz kromatografisi-head space yontemi kullanilarak
toluen, benzen, ksilen ve stiren’in insan plazmasinda belirlenme yontemi kurulmaya
calisiimustir.

Biiyiik bilgi birikimi ve deneyimi ile yiiksek lisans ve tez ¢aligmalarimda yol
gostericiligini ve destegini hi¢ eksik etmeyen, bilimsel arastirmaya karst heyecanini,
motivasyonunu ve titizligini 6rnek almaya calistigim degerli hocam, Ankara
Universitesi Adli T1ip Enstitlisii Miidiirii Prof. Dr. H. Sinan SUZEN’e;

Deneylerin uygulamasindaki ¢ok degerli katkilarini ve destegini esirgemeyen
Dog.Dr. Enis MACIT e;

Sabr1, sevgisi ve destegi ile yanimda olan esim Furkan Yesari GUVEN’g;

Kiiciik yasina ragmen yliksek lisans egitimim boyunca biiylik fedakarliklarda
bulunan kizim Asude GUVEN’e;

Egitimimin son déneminde aramiza katilan oglum Faruk GUVEN’e;

Tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Toluen, benzen, ksilen ve stiren olarak bilinen kimyasallar yapistiricilar,
boyalarin ¢oziiciileri ve bilesenleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu nedenle
bazen kimyasal iriin imalat fabrikalarinda bu {rlnlerin gazlarin1 solumakla

zehirlenme olaylar1 meydana gelebilmektedir.

Toluen, benzen ve ksilen igeren ¢oziiclilerin kotiiye kullanilmast giiniimiizde
ozellikle gengler icin sosyal bir sorun haline gelmektedir. Son zamanlarda, yeni yap1
malzemelerinden sizan stirenin hasta ev sendromuna neden oldugu gibi ilgi ¢ekici bir

konu belirtilmistir.

Yukarida belirtilen dort ¢oziicii, inhalasyon yoluyla, agiz yolu ve deri yoluyla
hizli bir sekilde insan viicudunda emilir ve merkezi sinir sisteminin baskilanmasi gibi
cesitli rahatsizliklara neden olur. Ek olarak, benzen ve stiren kanserojen bilesikler

olarak kabul edilmektedir.

Gerek ugucu ¢oziicii bagimlilariin kullandiklari ¢oziiciilerin igeriginin biiylik
bir kismint olusturmasi, gerekse degisik alanlardaki isyerlerinde maruz kalinma
sonucu ortaya ¢ikabilecek toksik etkiler nedeniyle bu maddelerin analizi adli

toksikolojinin ilgi alaninda yer almaktadir.

Toluen igin Threshold Limit Value (maruz kalindiginda saglik iizerinde olumsuz
etki goriilmeyecek esik deger) degeri 8 saat maruz kalinan hava i¢in 100 mg/l’dir
(Dossing ve ark., 1984) Toluen akcigerler tarafindan kolayca absorblanir, inhale edilen
doz %40’la %80 arasinda alveollere gecer (Carlsson ve Ljungquist, 1982).

Absorblanan toluenin %20’si akcigerlerden degismeden atilir, kalan1 ise oncelikle



hippiirik asit seklinde metabolize olur, daha kiiciik oranda da kresola metabolize olur.
Toluen maruziyetinin diizeyinin belirlenmesi amaciyla idrarda metabolitlerinin
Ol¢iilmesi genelde uygulanan yontemken idrarda toluenin kendisinin belirlenmesinin

daha uygun oldugunu ileri siiren arastiricilar da bulunmaktadir (Kawai ve ark.,1996).

Benzen, aromatik hidrokarbonlarin ilklerindendir. Kan hiiclerinde kanser
yapabilme etkisi bulunmaktadir. Benzen buhari icin Onerilen ¢alisma alani siniri
(ACGIH TLV-TWA) 8 saatlik bir maruziyette ortalama olarak 0,5 ppm olarak
belirtilmistir. Tek bir dozda 7500-20000 ppm'ye maruz kalmak Oliimciil
olabilmektedir. Koku esiginin (2 ppm) hemen altindaki hava konsantrasyonlarina
kronik olarak benzene maruz kalmak hematopoetik toksisite ile iliskilendirilmistir

(Poisoning And Drug Overdose 4th Ed).

Ksilen i¢in Onerilen ¢alisma alani sinir1 (ACGIH TLV-TWA) 8 saatlik bir
maruziyette ortalama olarak 50 ppm'dir (188 mg/m?®). Yasam icin akut tehlike olarak
kabul edilen hava seviyeleri limiti (IDLH) ksilen i¢in 900 ppm'dir (Poisoning And
Drug Overdose 4th Ed). Stiren akut etkilenim sonucu, 100 ppm (420 mg/m?) de mukoz
membranlari, gozii ve st solunum yollarmi irrite eder. Gz bulgulart yeterli
dekontaminasyonla hizla diizelir; ancak direkt temas ve yanik varsa kalict korliige
kadar ilerleyebilir. Stiren 200 ppm'de (840 mg/m?®) g6z ve burun, santral sinir sistemi
irritasyonu, bulanti, koordinasyon bozuklugu reaksiyon verme zamaninda azalma
yapar. Stiren 350 ppm'de (1488 mg/m°) de belirgin santral etki ve motor
fonksiyonlarda kayba yol agar. Fareler ve tavsanlar lizerinde yapilan deneylerde
epoksit-diol yolunun etkilendigi ve metabolitlerinin stirenden daha az toksik oldugu

gosterilmistir.

Yukarida belirtilen bu bilgilerin 1181nda gaz kromatografisi-headspace yontemi
kullanilarak toluen, benzen, ksilen ve stiren’in insan plazmasinda belirlenme yontemi

kurulmustur.



1.1. Toluen Kimyasi

Tinere karakteristik kokusunu veren toluen, suda pratik olarak ¢éziinmez ve
renksizdir. Polarite yoniinden zayif olsa da organik ¢oziiciler ic¢inde sik¢a
kullanilmaktadir. Benzen gibi diigiik konsantrasyonlarda kanserojen 6zellik
tasimadigindan dolay1 sanayide organik ¢oziicii olarak sikca kullanilmasinin en biiyiik
sebebidir. Tasidigr metil grubu sayesinde benzene gore ¢ok daha reaktiftir ve asitlerle
siddetli tepkimeye yol agma 6zelligi vardir. Fosil yakit kaynaklarindan bol miktarda
elde edilebildiginden dolayi iiretim maliyeti de diisiiktiir.

Toluen, (metilbenzen) organik sentezler i¢in ¢oziicii ve baslangig maddesi olarak
bircok onemli ticari ve endiistriyel uygulamaya sahip olan aromatik bir petrol

hidrokarbondur.

Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri su sekildedir (EPA, 2005).

CAS numarast: 108-88-3

Yapisal formiilii: CeHsCHs

Molekiil agirlhigi: 92,14 g

Yogunluk: 0,867 g/mL

Buhar basinci: 28,4 mm Hg (25°C)

Sudaki ¢oziiniirliigii: 0,59 mg/mL (25°C)

Dagilma katsayis1; Log Kow: 2,72

Déniisiim faktorii: 1 ppm = 3,77 mg/m?, 1 mg/m3= 0,265 ppm (25°C, 760 mmHg)



CH3

Toluen

Sekil 1.1 Toluen

Kimyasal yapistiricilarda sik¢a kullanilan toluen ugucu madde bagimlisi kisiler
tarafindan sikca inhale edilir. Sanayi ve diger iiretim sektdrlerinde sik¢a kullanilmasi
ve ulasimi kolay olmasit nedeni ile gelisim cagindaki cocuklar arasinda sik¢a

kullanilmakta ve ciddi bir saglik sorunu haline gelmektedir. (Ulakoglu ve ark. 1998).

Toluenin akut narkotik etkileri benzeninkine benzer, ancak kronik toksisite ¢ok
daha az problemdir. Atmosferik toluen i¢in gegerli esik sinir degeri 100 ppm'dir (375
mg/m?®). Endiistriyel maruz kalma genellikle buharin solunmasi veya siv1 ile dermal

temasi yoluyla olusur (Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man).

Toluenin iritasyon yapici etkileri yiiksektir. Bu sebepten dolay1 lokal ve sistemik
olarak gbz, solunum yolaklarindan ve ciltte hasar meydana getirebilir. Kisa siireli ve
uzun siireli maruziyette doza bagl olarak santral sinir sisteminde baski, bellekte hasar
meydana getirebilir. Meydana gelen belirtiler karin agrisi, yiirimede bozukluk, bas
agrist ve donmesi gibi genel rahatsizliklar olabildigi gibi daha ileri seviyede
bobreklerde asidoz, kollaps ve koma seklinde de goriilebilir (Kamijima ve ark., 1994,
Streicher ve ark., 1981).



1.1.1 Toluen Maruziyeti

Toluen veya ilgili madde iiretiminde veya toluen igeren maddelerin kullanildig:
is alanlarinda ¢alisanlar genel popiilasyondan belirgin sekilde yliksek seviyelere maruz
kalmaktadirlar. Endiistriyel alanlara veya petrol istasyonlarina yakin bolgelerde
havada toluen varlig1 ¢alisanlara ve bolge sakinlerine ek bir maruziyet nedenidir
(Meek ve Chan, 1994, Angerer ve ark., 1997, Bieniek ve ark., 2004, Ana-Lilia ve ark.,
2005).

Toluen derisimi biiylik oranda degisken olmakla birlikte tiitiin dumaninin
baslica bilesenlerindendir. Sigara basina derisim, yan dumanda tipik olarak ana
dumandan fazladir. Filtresiz sigaranin ana dumanindaki toluen miktar1 100-200 pg
araliginda ve yan duman/ana duman orani 1,3 olarak belirlenmektedir. Sigara
igicilerinin kandaki toluen seviyeleri igmeyenlere kiyasla belirgin olarak yiiksektir. Bu
seviye icme miktarindan ¢ok en son sigara i¢ilmesinden sonra gegen siireye baghdir

(Wang ve ark., 1993).



CHs,
Toluen

* ¢ Karnisik fonksiyonlu oksidazlar

CH,OH
Benzal Alkol

¢ Alkol Dehidrojenaz

CHO

Benzoik Aldehit

" ¢ Alkol Dehidrojenaz

COOH

Benzoik Asit

Sekil 1.2. Toluen metabolizmasi

1.2. Benzen’in Kimyasi

Aromatik bilesiklerinden olan benzen bilinen en eski bilesiklerden de biri olma

Ozelligine sahiptir. Benzen %92,3 C ve%?7,7 H ihtiva eder ve kapali formiilii CsHs dir.



Benzenin kullanilan halkali olan iki yap1 formiiliinden birisi Kekule digeri ise Dewar

formiludir.

Benzen, etilbenzen (stiren sentezinde kullanilir), nitrobenzen (anilin sentezinde
kullanilir), kiimen (fenol sentezinde ve fenolik reginelerin ve naylon ara maddelerin
imalatinda kullanilir), sikloheksan dahil olmak iizere bircok kimyasal maddenin
iiretiminde ara madde olarak kullanilir. Benzen ayrica iiretan, klorobenzen ve maleik
anhidrit liretiminde bir Onciidiir. Benzen daha 6nce bir ¢6ziicli olarak yaygin sekilde
kullanilmistir ancak bir¢ok iilkede kanserojen etkiler konusundaki endiselerden dolay1
bu kullanim azalmistir. Benzen, dogal olarak olusan bir petrol bilesenidir ve benzinde
bulunur (ATSDR, 2000). Amerika Birlesik Devletleri'nde benzen, benzinde hacimce
%?2'den daha az ortalamaya sahiptir ve Avrupa'da konsantrasyon, hacimce %4 ila 5
arasindadir ve bu konsantrasyonlari belirli karisimlarla asilabilmektedir. Benzenden
cevresel kirlenme otomobil egzozundan, kimyasal tesislerden, benzin
dokiilmelerinden ve kok firinlarindan ¢ikan emisyonlardan kaynaklanmaktadir (Haley,
1977). Bazi iilkelerde, benzen bir ev temizleyicisi olarak kullanilmaya devam
etmektedir. Benzen'in ayrica koklama ile kotiiye kullanildigr bildirilmistir (Winek ve
ark., 1967)

Oda sicakliginda renksiz ve hos kokuya sahip bir sividir. Yiiksek yanici 6zellige
sahiptir. Organik ¢oziicliler arasinda sik¢a kullanilir. Kan hiicrelerine zararindan
dolay1 kanserojen bir maddedir. Pek ¢ok organik ¢oziiciide ¢6ziinebilir fakat suda

¢Ozliniirligii nispeten disiiktiir. Komiir katrani naftasi diger isimlerindendir.
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Sekil 1.3. Benzen metabolizmasi

Benzen ucuz olmasindan dolayr endiistride ¢ok sik kullanilan organik
¢oziiciilerden biri olmaktadir (Bilir N 1997, Akdur R, 2005). Ayakkabi, ¢anta yapimi
gibi tiiketimi c¢ok olan malzemelerin imalatinda sik¢a kullanildigindan dolay1
maruziyeti de yiiksek olmaktadir. Bunlarin disinda film sektoriinde, kauguk imalatinda

ara Uiriin olarak yiiksek miktarda kullanilmaktadir (Velicangil S., 1980).

1.2.1. Benzen Maruziyeti

Benzene maruziyet en fazla solunum ile meydana gelmektedir. Alinan benzenin
yaklagik yaris1 viicut tarafindan absorbe olurken diger kismi atilmaktadir. Buna
nazaran gida yolu ve su ile alinan benzen miktar1 ¢ok diisiik seviyelerdedir. Cilt temasi
ile viicuda alimman benzen zarar olusturabilecek kan konsantrasyonlarina

ulasamamaktadir.



Viicuda alinan benzen tipki alkolde oldugu gibi viicutta tim dokularda dagilir.
Metabolizma yolagi karacigerde bulunan CYP 2E1 araciligi ile oksidasyon seklindedir
(Bilir N., 2004, Org.Kimya, 2008, Bilir N., 1997, WHO 2003, Klanas ve ark., 2000).

Benzenin karaciger metabolizasyonunda fenol, hidrokinon ve reaktif oksijen
tirevleri meydana gelebilir. S-fenilmerkaptiiriikk asit’in idrarda tayini benzen
maruziyeti icin biyomarker olarak kullanilmaktadir. Idrarda benzen ve
metabolitlerinin tayininde gegerli bir metod olan SPME-GCMS (Kat1 faz
mikroekstraksiyon-gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi) sik¢a kullanilmaktadir
(Yavuz O., 2008)

Diinya Saglik Orgiitii 2003 yilinda hazirladig: kilavuzda hava yolu ile maruz
kalinan benzen miktar1 10 ppm ve iizerinde ise idrar yoluyla atilan fenol ile benzen
miktar1 arasinda bir korelasyon oldugunu belirtmistir. Bu diizeyin altinda kalan miktar

i¢in ise solunum ile atilan miktarin benzen diizeyini yansittigini belirtmislerdir (WHO,

2003).

1.2.1.1.Benzen Norotoksisitesi

Akut benzen intoksikasyonu sik goriilen bir tablo degildir. Meydana geldiginde
ise en ¢ok etkilenen sistem merkezi sinir sistemidir. Yiiksek dozda akut maruziyette

solunum depresyonu sonucu 6liim meydana gelebilmektedir.



1.2.1.2. Benzenin Hematolojik Etkileri

Benzen zehirlenmesinde aplastik anemi meydana gelir. Benzen 16koid serisi
bozdugunda ise 16kopeni ve lenfopeni meydana gelebilir. Bunun devaminda sikga
tekrarlayan enfeksiyonlar meydana gelir ve petesiyal tarzda kanamalar
goriilebilmektedir (Aksoy M., 1989)

1.2.1.3. Benzenin Genotoksik Etkileri

Benzen kromozomal kirilmalara sebep olabilir. Bu etkiler benzenin 100 ppm ve
lizeri maruziyet durumu s6z konusu oldugunda goriilebilir (WHO, 2003). Buna
nazaran bazi c¢aligmalar bu yiiksek konsantrasyona ulasmadan da 10 ppm gibi
maruziyet seviyelerinde bile asir1 kromozomal etkiler goriilebilecegini belirtmislerdir
(Major ve ark., 1994, Karaci¢ ve ark., 1995).

1.3. Ksilen’in Kimyasi

Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (EPA 2005).
CAS n0:1330-20-7

Kimyasal formiilii: CeHa(CHs)2

Molekiil agirligi: 106,16 g/mol

Fiziksel goriiniim: Berrak, temiz, kokusuz
Kaynama derecesi: 138,5 °C

Yogunluk: 0,864 g/mL

Ksilen, yiizey kaplamalarinda buharlasma derecelerinin diisiik olmalar1 ve

yiiksek ¢Oziiniirliige sahip olmalarindan dolay1 sik¢a kullanilirlar. Organik ¢oziicii
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olarak genellikle oto ve mobilya sanayiinde sik¢a kullanilirlar. Esas amaglart koruyucu

tarzda yapilan kaplamalarda kullanimlaridir.

Pek cok pestisitin formiiliinde vasat olarak yer alirlar. Pestisitlerdeki varliklar
¢oziicii giiglerinden ve buharlagsma hizlar1 gibi birtakim faktorlere baglidir. Ksilenler
toluenle yakin kimyasal yapiya sahiptirler ve ayni zamanda zehirli kanserojen

bilesikler i¢inde gegmektedirler.

Organik ¢oziiciiler i¢inde ksilen ii¢ izomer karigimi halinde bulunur (o-, m- ve
p-). Bu izomerler i¢inde en ¢ok meta izomeri (%50-60) bulunur. Bu nedenle isyeri
ortaminda ksilen maruziyetinin gostergesi olarak idrarda m-metilhippiirik asit olgiliir

(Carvalho ve ark., 1991)

.1
5]
2
5 3
4
1,2-dimetil benzen 1,3-dimetil benzen 1,4-dimetil benzen
(orto-ksilen) (meta-ksilen) (para-ksilen)

Sekil 1.4. Ksilen (-orto, -meta, -para)

Insan igin havadaki zararli o-ksilen diizeyi 100 ppm olarak belirtilmistir. Tahris
edici 6zelliginden dolay1 soluk borusunda tahris, solunum depresyonu, bulanti, kusma,

bas donmesi ve kansizlik belirtileri ortaya ¢ikabilir. Ksilen ile calisilan ortamlarda
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koruyucu tedbirler is ve is¢i giivenligi agisindan alinmalidir. Ksilen ile ¢alisan is¢ilerin
periyodik saglik muayeneleri karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin kontrolii agisindan

onem arz etmektedir.

1.3.1. Ksilen maruziyeti

Ksilenin deri ile meydana gelen hasar1 maruz kalanlar i¢in belki de en az dikkate
alinan yolaktir. Fakat ksilen uzun siireli maruziyet sonucunda cilt alt1 yag dokusunda
birikerek ciddi rahatsizliklara yol acabilmektedir. OSHA tarafindan belirlenen
degerler su sekildedir TWA: 100 ppm, STEL: 15 dk i¢in 150 ppm. Ksilen bazi
kosullarda havada yanici karakter kazanabilmektedir. Gozle temas1 sonucu kalic1 veya

gecici korliik olugabilmektedir. Ayn1 zamanda teratojenik oldugu bildirilmistir.

Yiiksek dozda akut maruziyette solunum depresyonuna sebep olabilir. Diisiik
doz uzun siireli maruziyette istah azalmasi, titreme, hipersalivasyon, viicut 1sisinda
artis goriilebilir. Kronik maruziyette mukozada kanamalar, santral sinir sistemi

depresyonu, anemi, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar bildirilmistir.
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oxidation
CHy
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CH3
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Sekil 1.5. Ksilenin metabolizmasi

1.4.Stirenin Kimyasi

Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (EPA 2005).
Kaynama Noktas1: 145°C

Erime noktast: -30,6°C

Bagil yogunluk (su = 1): 0,91

Suda ¢oziiniirliik, g/100 mL 20°C de: 0,03
Molekiil agirligi: 104,15 g/mol

~

Sekil 1.6. Stiren
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Stiren doymamis aromatiklerin en onemlisi sayilabilir. Pek ¢ok poliesterin

uretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir.

Alkilasyon;
CH, - CHj3
Benzen Etilen Etil benzen
Dehidrojenasyon;
—_— +H,

Etil benzen Stiren

Sekil 1.7. Stiren kimyasi1

1.4.1. Stiren maruziyeti

Zehirlenme bulgulart etil benzene benzer. Viicuda agiz yoluyla, akcigerlerden
inhalasyon yoluyla veya saglam deriden absorbsiyon yoluyla girebilir. Stiren, yanici,
akut toksisitesi olan, g6z irritani, cilt irritani, inhale edildiginde akut akciger 6demi,
fazla miktarda maruz kalindiginda santral sinir sistemi irritasyonu yapabilen sivi
Ozellikli bir maddedir. Stirenin uzun siireli maruziyeti sonrast ge¢ donem motor
noropati  geligsebilecegi bildirilmistir. 25 derece {izerinde buharlasabilir, suda

¢cOziinlirliigli azdir. Etanol, benzen, aseton ve eter ile ¢oziiliir.

Akut etkilenim sonucu, 100 ppm (420 mg/m®) de mukoz membranlari, gozii ve
iist solunum yollarini irrite eder. Goz bulgular1 yeterli dekontaminasyonla hizla

diizelir; ancak direkt temas ve yanik varsa kalic1 korliige kadar ilerleyebilir. 200 ppm
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(840 mg/m®) géz ve burun, santral sinir sistemi irritasyonu, bulanti, koordinasyon
bozuklugu reaksiyon verme zamaninda azalma yapar. 350 ppm (1488 mg/m®) de
belirgin santral etki ve motor fonksiyonlarda kayba yol agar. Sinonimleri etenil
benzen, styrolen, feniletilen, vinil benzendir. %701 idrardan fenil asetik asit, o feniletil
alkol, hippurik asit, mandelik asit ve benzoik asit olarak atilir. Fareler ve tavsanlar
tizerinde yapilan deneylerde epoksit-diol yolunun etkilendigi ve metabolitlerinin
stirenden daha az toksik oldugu gosterilmistir (TATDTOX, 2019).

0
HO
OH
Mono )
; Epoksit
oksijenazlar ;
Hidrolaz
— )

Stiren Stiren-7,8-oksit Stiren Glikol
Alkol dehidrojenaz
OH OH l *
— —
H HO
(0] 0O O
Aldehit
dehidrojenaz
Fenilglioksilik asit Mandelik asit stiren glikoaldehit

Sekil 1.8. Stiren metabolizmasi
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1.5.Toluen, Benzen, Ksilen ve Stirenin Toksikokinetigi

1.5.1. Absorbsiyon

Toluenin oral absorbsiyonunu nicel olarak arastiran galismalar kisitli olmakla
birlikte tek doz oral maruziyet sonrasinda yaklasik %100 absorpsiyon gerceklestigi
gosterilmistir. 3 saat boyunca gastrik bir tiip aracilifiyla 2 mg toluen/dak inflizyona
maruz kalan goniillillerde absorpsiyonun tam oldugu goériilmiistiir (Baelum ve ark.,
1993, EPA, 2005). Toluen absorpsiyonu temel olarak solunum yoluyla
gerceklesmektedir. Alinma orani maruziyet kosullarina baghdir ve 0,16-1,6 mg/dak
olarak Olcililmiistiir. Solunum sonrasinda viicutta kalan toluen miktarinin yiizdesi
ortalama olarak 36-85 % olarak belirlenmektedir (Molhave ve ark., 1984, Pezzagno ve
ark., 1988). Alikonma maruziyet siiresi arttikca azalmaktadir. Fiziksel aktivite toplam
alinmay1 artirmakta ve alikonmay1 azaltmaktadir. Toluen insan derisinden oldukca
yavasca, 14-23 mg/cm 2 saat arasinda hizlarla absorbe edilmektedir (Dutkiewicz ve
Tyras, 1968, Sato ve Nakajima, 1978). Perkiitan absorpsiyonu solunuma kiyasla %1
civarindadir (EPA, 1990).

Benzenin insanlarda solunum yoluyla emilimi ilk 5 dakika i¢inde %70 ila 80
arasinda degismekte ve daha sonra yaklasik %50'ye diismektedir (Srbova ve ark.,
1950). Kemirgenlerde solunan buhar konsantrasyonu 10 ila 1000 ppm'den daha fazla
arttitkga benzen ylizdesi azaldigi bildirilmistir (Sabourin ve ark., 1987). Benzen,
hayvan modellerinde, ornek olarak tavsanlarda %90 civarinda oral yolla iyi bir
emilime sahiptir (Sabourin ve ark., 1987). Insanlarda in vitro dermal absorpsiyon, 13,5
saatlik bir maruziyet siiresinde %0,2 olarak bildirilmistir (Loden, 1986). 1 ppm benzen
bulunan bir ortamda, ¢oziicii i¢inde %0,5 benzen kullanan korunmasiz bir is¢i teorik
olarak soluma yoluyla 14 mg benzene maruz kalirken bu oran peruktan olarak

degerlendirildiginde 4 ila 8 mg benzene maruz kalabilmektedir (Susten ve ark., 1985).
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Ksilen i¢in oral yolla alimda barsaktan emilimin hizli oldugu belirtilmistir.
Alimdan 1-2 saat sonra kanda maksimum konsantrasyonda ksilen tespit edilmistir
(Bergman K., 1979). Inhalasyon yolu maruziyet zaman1 ve miktarina bagh olarak
bireyler arasinda ¢ok az bir farkla ksilen miktar1 %63,6 olarak tespit edilmistir
(Sedivec ve Flek., 1976). Ayni1 zamanda inhalasyon yolu ile aliminda 15-30 dakika
arasinda kan konsantrasyonlari en yiiksek seviyede bulunmustur (Bergman K., 1979).
Agir dermal maruz kalma kosullarinda, saf sivi m-ksilen saglam ciltte yaklasik 2
g/cm?/dakika oraninda maruziyete sebep oldugu bildirilmistir (Engstrom K., 1977).
Goniilliiler tizerinde yapilan bir diger caligmada sivi ksilenin ciltten 4.5-9,6

mg/cm?/saat emilim gosterdigi gosterilmistir (Dutkiewicz., 1968).

Stiren buharlarinin perkiitan absorpsiyonu ¢ok kiiciiktlir (sadece yaklasik
%2). S1v1 stirenin deriden emilimi 9 ila 15 mg/cm?/s'dir. Stiren buharlar1 akcigerlerden
emilir. (Proctor, 1988). Dozun %59 ila 88'inin, 20 ila 200 ppm araligindaki atmosferik
konsantrasyonlarda stiren solunmasindan sonra absorbe edildigi, ancak 6rnekleme
sirasinda artan havalandirma kosullarinda daha yiikksek degerlerde oldugu

gosterilmigstir (Fielder ve ark., 1981).

1.5.2. Dagilhm

Toluen maruziyeti ve 6liim arasindaki kisitli zaman toluenin g¢evresel viicut
dokularina dagilimini sinirlamistir. 625 mg/kg toluen agiz yoluyla alindiktan yarim
saat sonra Olen bir kiside en yiiksek toluen konsantrasyonu karacigerde (433,5 pg/g),
sonra sirasiyla pankreasta (88,2 pg/g), beyinde (85,3 pg/g), kalpte (27,6 ng/g), viicut
yaglarinda (12,2 pg/g) ve omurilik sivisinda (11,1 pg/g) tespit edilmistir (Ameno ve
ark., 1989). Inhalasyon ve oral maruziyet arasinda beyindeki toluen dagilimi agisindan
benzerlik bulunmaktadir (Ameno ve ark., 1992). insanlarda ve hayvanlarda dermal
maruziyet sonrasi dagilimla ilgili bir caligma tespit edilememistir. Dermal maruziyet

diger maruziyet yollarina kiyasla ¢ok kiiciik miktarlardadir. Alveolar hava ve kandaki
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toluen seviyeleri arasinda insanlarda bir iliski vardir. insanda 4 saat boyunca 80 ppm
toluen maruziyeti sonrasinda kandaki toluen miktar1 2 saat siiresince 6-7 pumol/L

seviyesinde bulunmustur (Hjelm ve ark., 1988).

Benzen solunumu izleyerek viicuda dagilmistir ve hayvanlarda yapilan
caligmalarda lipofilikliginden dolay1 yag dokusunda iyi bir dagilima sahip oldugunu
gostermektedir (Sato, 1975, Rickert ve ark., 1979). Maruziyetten kisa siire sonra élen
bireyler tizerindeki yapilan otopsilerinde, beyinde yiiksek seviyelerde benzen
bulunmus buna nazaran yagda, kanda, bobreklerde ve karacigerde daha diisiik
seviyelerde benzen tespit edilmistir. (Tauber, 1970, Winek, 1971). iki saat boyunca 25
ppm benzene maruz kalma, ortalama 0,2 mg/L'lik bir maksimum kan benzen
konsantrasyonu meydana getirmistir (Sato, 1975). Oral veya dermal maruziyetten

sonra dagilim ile ilgili insan ¢alismalari mevcut degildir (USHSS, 2006.)

Ksilenin genis bir doku dagilimi bulunmaktadir. Yaklasik 1,7 ila 3,3 arasinda
degisen dagilim katsayisina sahip damar bakimindan zengin parankimal organlar gibi
nispeten iyi perfiize edilmis dokular dakikalar icinde dengeye ulasir; kaslar sadece
birkag saat sonra dengelenir. Adipoz doku dengesine ise biiyiik 6l¢iide artan doku
afinitesi dolayisiyla kapasitenin ve birim hacim basina diisiik perflizyonun bir araya
gelmesi nedeniyle siirekli maruz kalmadan birkag is gilinii sonrasinda ulagilmaktadir
(Riihimaki ve Savolainen, 1980).

1.5.2. Metabolizma

Karacigerin  toluen metabolizmasinda baslica etkin organ oldugu
diisiiniilmektedir (Wallen ve ark., 1985, Wilkins-Haug, 1997, VVoss ve ark., 2005).
Toluen ardisik hidroksilasyonla ve benzoik aside oksidasyonla metabolize olmaktadir.

Glisinin benzoik asitle konjugasyonu sonucu hippiirik asit olusturmasi toluen
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detoksifikasyonu ve atiliminda ana yolak olmaktadir. Toluen metabolizmasinda
baslangi¢ adimi karacigerde gergeklesen sitokrom P-450 (CYP) enzimleriyle
transformasyondur. Bunlardan en gbéze ¢arpani metil grubunun hidroksilasyonuyla
benzil alkol olusumudur. Benzil alkol 6ncelikle benzoik aside okside olur ve sonra
glisinle konjuge olarak hippiirik asit olusturur. Daha ikincil CYP iliskili bir yolakta
aromatik halkanin gegici epoksidasyonuyla orto- veya para-kresol olusur. Kresoller
cesitli konjugasyon reaksiyonlarina girerek, baglica iiriin olarak siilfat ve glukuronidler
olustururlar. Glutatyon konjugasyonu da gerceklesebilmekte ve S-benzilglutatyon ve
S-benzilmerkapturik asit (benzil alkol konjugasyonu) veya S-p-toluolglutatyon ve S-
p-toluolmerkapturik asit (epokside olmus halka konjugasyonu) olusturmaktadir.
Toluene maruz kalmis bireylerle yapilmis idrar metabolit calismalari hippiirik asitin
ana metabolit oldugunu ortaya koymustur (Andersen ve ark., 1983, Inoue ve ark.,
1986, Angerer ve ark., 1998, Alvarez-Leite ve ark., 1999, Kongtip ve ark., 2001,
Raikhlin-Eisenkraft ve ark., 2001, Pierce ve ark., 2002, Cok ve ark., 2003). Ikincil
idrar metabolitleri (azalan g¢okluk siralamasina gore) benzoik asidin glukuronid
konjugati, orto- ve para-kresoliin siilfat ve glukuronid konjugatlari, s-
benzilmerkapturik asit ve S-p-toluolmerkapturik asittir (Nakajima ve Wang, 1994,
Tassaneeyakul ve ark., 1996, Nakajima ve ark., 1997, Dills ve ark., 1997, Angerer ve
ark., 1998, Inoue ve ark., 2002, Inoue ve ark., 2004, Boatto ve ark., 2004, Fustinoni ve
ark., 2005).

Benzen hem akcigerlerde degismeden ekshale edilir hem de idrarda metabolit
olarak atilmaktadir. Metabolizma 6ncelikle karacigerde meydana gelmektedir. Benzen
metabolizmasindaki ilk adim, sitokrom P-450'ye bagl karisik fonksiyon oksidazlar
tarafindan bir epoksit olan benzen oksidin olugmasidir. Bu ara tiriinden ilerleyen en az
iki metabolik yol vardir. Birincisi, epoksitin fenole hidroksilasyonunu igerir, bu daha
sonra bir glukuronid veya siilfat konjugati olarak salgilanir veya hidrokinon ve
benzokinona doniistiiriiliir. Fenol, hidrokinon glukuronid ve hidrokinon siilfat bu
enzimatik yol i¢in biyomarker olarak yer alirlar. Ikinci yolak ise bir NADPH aracili
islemle benzen oksidin mukonik dialdehite doniistiiriilmesini ve ayrica mukonik aside
doniistiiriilmesini igerir. Katekol, bu yolak ile benzen glikolden iretilir ve bir

glukuronid veya siilfat konjugati olarak atilir (Henderson ve ark., 1989). Sigan kemik
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iliginde, 500 ppm Solunum yolu ile benzene maruz birakildiktan alt1 saat sonra, fenol
baslangigcta ana metabolit ve bunu takip eden zamanlarda katekol ve hidrokinin

meydana gelmistir (Rickert., ve ark., 1979).

Ksilen de hippiirik asitle ayni biyotransformasyon yolunu kullanarak
insanlarda metilhippiirik asit seklinde atilir. Ksilen metabolizmasmin %95'inden
fazlasi, metilbenzil alkole oksidasyon yolagi ve bunun devaminda aldehit dehidrojenaz
ile alkol dehidrojenaz yoluyla, sirasiyla metil benzaldehit ve metil benzoik (veya

toluik) aside indirgeme igerir.

Stirenin insandaki absorbe edilen kisminin ¢ogunlugu (yaklasik%90), vinil
grubu tarafindan stiren okside oksidasyon yoluyla karacigerde metabolize edilir. Stiren
oksit aktif metabolittir (Baselt ve Cravey, 1990). Ortaya ¢ikan ana metabolitler,
mandelik asit (%60-80) ve fenilglisoksilik asittir (yaklasik %30). Sadece ¢ok kiigiik
miktarlarda hippurik asit meydana gelmektedir.

1.5.3. Atthm

Toluenin gerek hayvanlarla yapilan c¢alismalar gerek insanlarla yapilan
caligmalar viicuttaki toluenin ¢ogunlugunun idrarla, cogunlugu metabolitler olmak
kaydiyla atildigin1 géstermektedir (EPA, 2005). Toluenin solunumla atilimi, maruziyet
esnasinda ve maruziyetten kisa bir siire sonrasinda en fazla olup, siire gegtikge hizla
azalmaktadir (Benoit, 1985.). 34 mg/L maruziyet diizeyinde, maruziyetten 16 saat
sonraki kan toluen seviyesi kandaki maksimum diizeyin %2’si olmustur. Idrardaki
hippiirik asit seviyeleri toluen maruziyetinin bir gostergesi olarak kullanilmistir. Kisa

omrii nedeniyle, hippiirik asit diizeyleri daha ¢ok akut maruziyet durumlarinda iyi bir
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korelasyon saglamaktadir (EPA, 2005). Kandaki toluen derisiminin toluen maruziyeti

icin en giivenilir gostergelerden biri oldugu rapor edilmistir (Kawai, 1993).

47 ila 100 ppm’e iki-li¢ saatlik bir siire zarfinda maruz kalinan bir insan
calismasinda, alinan benzenin %16,4 ila %41,6's1 maruziyetten sonraki bes ila yedi
saat iginde akcigerler yoluyla elimine edildigi ve geri kalan benzenin sadece %0,07 ila
0,2'si degismeden idrarla atildig1 bildirilmistir (Srbova ve digerleri, 1950). 1 ila 5 saat
boyunca 63 ila 405 mg/m? benzene maruz kalindiktan sonra, %51 ila 87 oraninda 23
ila 50 saatlik bir siire i¢inde idrarda fenol olarak salinir benzen salinmaktadir (Hunter
ve Blair, 1972). 340 ila 500 mg/kg benzen dozunun verilmesinden sonraki iki ila {i¢
gilin i¢inde tavsanlarda, benzenin nefes ile %43'i degismeden atildigi, %23,5 idrarla
fenol, %4,8 kuinol, %2,2 katekol ve bazi fenolik bilesiklerin de atildigi bildirilmistir
(Parke ve Williams, 1953).

Solunum yoluyla alinan ksilenin sadece yaklasik %5'i degismeden ekshale
edilir (Astrand ve digerleri, 1978), yaklasik %95'i idrar metabolitleri olarak atilir.
Bugiine kadarki en 6nemli bilesik, ksilen'in ana metaboliti olan metilbenzoik (toluik)
asidin glisin ile birlesimi ile olusan metilhippiirik (veya toliirik) asittir (Riihimaki ve
ark., 1979). Emilen ksilenin %10 ila 20'si yag dokusu (Riihimaki ve Savolainen, 1980)
igine dagilmis ve yag dokusunda yar1 omrii 58 saat olarak tespit edilmistir (Engstrom
ve Riihimaki, 1979). Sonu¢ olarak, yag dokusunda bir miktar tekrarlanan giinliik
maruz kalmadan birkac¢ hafta sonra tekrar ortaya ¢ikabilmektedir. Yag dokusunda
ksilen, yiiksek yag/kan ayrilma katsayisi (yaklasik 100) nedeniyle ¢ok daha yavas bir
sekilde elimine edilir. Buna karsilik, cogu dokudaki eliminasyon yar1 dmri yaklasik
0,5-1 saattir. 5 giin boyunca giinde 6 saat 3,9 mmol/m? civarinda seviyelerde maruz

kalma meydana geldiginde bazi birikimler meydana gelir.

Stirenin ana metabolitleri, mandelik asit ve fenilglisoksilik asit, idrarla atilir.

Hippiirik asit ve 4-vinilfenol, stirenin daha kii¢iik metabolitleridir. Bir dozun yaklagik
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%1 ila 2'si degismeden ekshale edilir (Baselt RC, Cravey RH, 1990). Nefes stireni
konsantrasyonlari, siirekli maruz kalma sirasindaki karsilik gelen hava stiren

konsantrasyonunun yaklasik %25'ini temsil eder (Stewart ve ark., 1968).

1.6. Kromatografi

[lk olarak Mikhail Tsvett tarafindan tanimlanan kromatografi, birbirine
karismayan biri hareketli digeri ise sabit bir fazdan olusan maddelerin saflastirilmast,
ayrilmasi ve tanimlanmasinda kullanilan bir yontemdir. Ayrismasi ya da tanimlanmasi
istenilen maddenin hareket eden faz yardimi ile farkli hizlarda sabit fazin i¢inden
gecirilmesi esasina dayanmaktadir. Kullanilan bu teknikte genel olarak 3 temel unsur
yer almaktadir. Bunlar, kat1 ve kat1 bir destege bagl sabit faz, gaz ya da sividan
meydana gelen mobil faz ve bu fazlar arasinda olusan etkilesim sekli ki bu da

adsorbsiyon olarak anilabilir.

1.6.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisinde, buhar fazina gegen numune kapiler ya da dolgulu kolon
icindeki sabit faz ile hareket eden bir gaz fazi arasinda dagilma ve tutulma islemleri

ile birbirinden ayrilirlar.

Bir bilesigin kolonu ge¢mesi i¢in gegen sure i¢in kullanilan terim alikonma
zamanidir ve enjeksiyondan pik maksimumuna kadar gecen siireyi ifade eder.
Alikonma zamani tastyict gaz hizi ve sabit faz derisiminin hareketli faz derisimine

orani olarak tanimlanan dagilma katsayisina (Kc) baghdir. Kc ne kadar biiytikse
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molekiillerin ortalama hiz1 o kadar kiigiiktiir. Kolonda hi¢ tutunmadan ya da ¢ok az
tutunan maddenin alikonma zamani t0 (hold-up) olarak adlandirilir. Biitiin denge
sabitleri gibi dagilim sabiti de sicaklikla degisir. Sicaklik kontrol edilerek alikonma

zamani kontrol edilir (Jennings ve ark., 1996).

Gaz  kromatografisi kimyasal etmenlerde 2  yollu  olarak
degerlendirilerbilmektedir. Genel olarak organik yapili kimyasallarin ayrismasinda iyi
bir sekilde kullanilabilmekte fakat metalik ve karmagik biyokimyasal yapilarda ¢ok iyi
degildir. Diger bir kullanim alan1 da hem kalitatif hem de kantitatif tayinlere genis bir

sekilde imkan tanimasidir.

Analitik igslemler bakimindan gaz-sivi  kromatografisi belirtilen bazi
kromatografik yontemlere gore kisith bir uygulama alani buldugundan, gaz-sivi
kromatografisi cihazinin genel olarak NMR, kiitle ve infrared gibi spektrometreler ile

kombine edilerek kullanilmas1 genelde tercih edilmektedir.

Genis bir uygulama alanina sahip gaz kromatografisinde genellikle molekiil
agirhigr 500-1500 dalton arasi kiigiik kimyasallar i¢in daha uygundur. Buhar basinci
diisiik ve yiiksek 1sida bozulabilen maddeler igin ise uygun degildir. Ornegin;
proteinler gibi yiiksek molekiill agirligima sahip maddeler i¢in genellikle
kullanilamamaktadir. Sekerler, tuzlar, aminoasitler gibi olduk¢a iyonik ve polar

bilesiklere de uygulanamaz.
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Sekil 1.9. Gaz Kromatografisi Semasi

Tasiyic1 gazin fonksiyonu analizi yapilacak maddenin kolon boyunca
stiriklenmesini saglamaktir. En ¢ok kullanilan tasiyici gazlar arasinda hidrojen,
helyum ve azot yer almaktadir. Azot helyumdan daha ucuz olmakla birlikte, helyum

ile daha hizli sonuglar elde edilir.
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Sekil 1.10. Gaz Kromatografisi-Headspace Sistemi

Sabit faz kapiler kolonun i¢ duvarinda ya da dolgulu kolonlardaki kati
destekleyici partikiillerin iizerinde ince bir film tabakas1 halinde bulunmaktadir. ideal
bir sabit faz diisiik ucuculuk limitleri nedeni ile yiiksek molekiil agirlikli ve viskoz
olmalidir. En ¢ok kullanilan sabit faz sivilar1 polisiloksanlardir. Polietilen glikol fazlar
ise polar sabit fazlarin en 6nemli serisidir. Cok kullanilmalarimin nedeni, polar

bilesikler i¢in yiiksek secicilik saglamalaridir.
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1.6.2. Dedektor

Dedeksiyon islemini gerceklestirecek kisim kolonu terkeden maddeyi hizli bir
sekilde algilayabilmelidir. Dedektor ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 tespit edebilecek
nitelikte olmalidir. Piklerin dedektorii gegtigi zaman 1 saniye ya da daha kisa bir siire

oldugundan dedektor bu ¢ok kisa siirede alg1 yetenegini gosterebilmelidir.

Dedektor dogrusal ve kararli tespitler yapabilmesi ve bunu uzun siire sabit olarak
saglamas1 gerekmektedir. Genellikle tek bir dedektdr bu degerlerin hepsini bir arada
saglayamaz. Dedektorler iki sinifta incelenebilir: Konsantrasyon hassasiyetli ve kiitle
hassasiyetli dedektorler. Konsantrasyon hassasiyetli dedektoriin cevabi sadece analitin
konsantrasyonuna baglhdir. Kiitle hassasiyetli dedektdrler ise birim zamanda dedektore
giren analitin kiitlesine karsilik bir cevap verir. Dedektorler segici ve evrensel
dedektorler olarak da smiflandirilir. Evrensel olanlar hemen hemen biitiin maddelere
cevap verir (Or: termal iletkenlik dedektdrii), segici olanlar ise sadece belirli maddelere

karsilik verir (0r: alev iyonlastirict dedektor).

1.6.2.1.Alev lyonlastiric1 Dedektor (FID-Flame lonization Detector)

Hassasiyetinin yiiksekligi agisindan hidrojen alev dedektorleri sikga
kullanilmaktadir. Isil iletkenlik dedektorlerine kiyasla daha karmasik ve daha
pahalidir. Bunlarin dogrusal algilama arali§i daha genistir. FID’de kolon ¢ikisinda
madde hidrojen ve hava akiminda yakilir. C-H baglar1 iyonize olarak kolektdr elektrota
carpar ve kiitleye oranli bir sinyal tiretirler. FID segici bir dedektordiir, C-H bagi

icermeyen bilesenlere cevap vermez.
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Sekil 1.11. FID (Alev lyonizasyon dedektor)

1.6.3. Numunenin Zenginlestirilmesinde Kullamlan Yontemler

1.6.3.1. Atillma ve Tutulma (Purge and Trap)

Sulu 6rneklerdeki ugucu 6rneklerin analizini saglayan bir tekniktir. Dinamik
head space oOrneklemesi teknigi ilk olarak Teranishi ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir. Bu teknikle analitlerin dogrudan termal ugucu hale getirilmesi ve
matris bilesiklerinden ve SPE'den ayrilma avantajini sunmaktadir. Bu yontemde
ugucular bir adsorban ile tuzakta tutulur. Desorpsiyon fazinda tasiyici gaz akisi olur.

Tuzak hizla 1sitildiginda ugucular kromatografa stiriiklenir.
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1.6.3.2. Soguk Tuzaklama

Gaz orneklerde bulunan eser miktarda maddeyi daha konsantre bir hale getirip
analiz etmek icin uygulanan bir tekniktir. Bos halde kapiler bir tiip kolonun 6niine
yerlestirilir. Bu tiipiin bir boliimii siv1 azot ile —200°C ye kadar 6zel donanim ile
sogutulur. Ornekteki eser miktardaki maddeler bu soguk bolgede tutulur. Yeterli
madde miktar1 tutuldugunda 6rnek gaz akisi durdurulur ve hizli bir sekilde 1sitma

saglanir. Buharlarin tasiyici gaz tarafindan kolona stiriiklenmesi saglanir.

1.6.3.3. Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME)

SPE (kati faz ektraksiyon) nin bir baska O6zel versiyonu da kati faz
mikroekstraksiyondur (SPME). Islem icinden absorbsiyon 6zelligi yiiksek bir fiber ug
olan bir igne ile gergeklestirilir. Ignedeki fiber drnek bilesenlerini absorblayan sabit
faz ile kaplidir. Siringa siseden ¢ikarildiktan sonra elyaf ignedeki yerine geri doner.
Cihaza enjeksiyon gergeklestirilir. Elyaf yiiksek sicakliga maruz kalinca o6rnek

bilesenleri serbest kalir ve kolona siirtiklenirler.

1.6.3.4. Headspace

Headspace teknigi sivi ya da kati numuneleri ¢evreleyen havada bulunan
molekiilleri analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu ydntem ile ortamin
termodinamik kosullarinda sivi veya kat1 faziyla denge halinde olan gaz fazindaki

ucucu molekiiller gaz kromatografisi yontemiyle birlikte analiz edilir. Bu sartlar
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altinda Headspace gazindaki ugucu bilesenlerin miktart drnekteki konsantrasyonlarina

karsilik gelir.
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Sekil 1.12. Headspace teknigi

Biyolojik sivilarda toluen, benzen, ksilen ve stirenin ayn1 anda belirlenmesinin

adli toksikoloji agisindan 6nemi su basliklar altinda toplanabilir.

a. Isyeri giivenligi ve ¢evre nedeniyle maruziyetin belirlenmesi

b. Suistimal amaci ile kullanilan maddelerin belirlenmesi

C. Kaza ya da kasitli madde kullanim sonucu olusabilecek zehirlenmelerin
kolay tespiti

Sonug olarak bu maddelerin ayni anda ve hizl bir sekilde headspace yontemi ile
Olctliip valide edilmesi; klinik basamakta zehirlenme unsuruna kars1 hizli ve dogru

cevap verebilmeyi saglayacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Anilin Sigma-Aldrich (Missouri, ABD)
Toluen Merck (Darmstadt, Germany)
Benzen Sigma-Aldrich (Missouri, ABD)
Ksilen Merck (Darmstadt, Germany)
Stiren Merck (Darmstadt, Germany)
Metanol Merck (Darmstadt, Germany)
Sitrik asit Merck (Darmstadt, Germany)
Sodyum Klortir Merck (Darmstadt, Germany)
Sodyum Sitrat Merck (Darmstadt, Germany)

2.1.2. Cihazlar ve Araclar

Gaz Kromatografisi ~ Schimadzu 5010 sistemi

Oto Ornekleyici Combi Pal Oto Headspace Sampler

Gc Kolonu J&W HP-Innowax, 20 m, 0.18 mm, 0.18 um
Hassas Terazi Mettler Toledo Analytical Balance MS104TS/00
Vortex WN-2800 Weightlab Instruments

Pipetler Brand Transferpipette 10uL-1000uL

Cam Malzemeler
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2.2.  Yontem

2.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Numunelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Plazma

Icinde herhangi bir ilag etken maddesinin olmadigi bilinen Saghk  Bilimleri
Universitesi  Toksikoloji laboratuvarinda bulunan atik kanlar numune olarak
kullanilmistir. Katma islemi yapilmadan 6nce kanlar karistirilmistir. Deney yapilacagi

siireye kadar -20°C'de numuneler muhafaza edilmistir.

2.2.1.2. I¢ Standart

10 mg/mL ¢ozelti olacak sekilde yiiksek saflikta anilin metanolde ¢oziilerek stok

¢ozelti hazirlanmistir.

2.2.1.3. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yiksek saflikta toliienden 1153 pL (1 g) alinarak metanolle 100mL’ye
tamamlandi. 10 mg/mL O stok ¢6zeltisi hazirlandi.

0 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamLandi. 1 mg/mL’lik A
stogu hazirland.

A stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 100 pg/mL’lik B

stogu hazirlandi.
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B stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 10 pg/mL’lik C
stogu hazirlandi.

C stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 pg/mL’lik D
stogu hazirland.

Yiiksek saflikta benzenden 1144 pL (1 g) alinarak metanolle 100 mL’ye
tamamlandi. 10 mg/mL 0 stok ¢6zeltisi hazirlandi.

0 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamLandi. 1 mg/mL’lik Ay
stogu hazirland.

Aq stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 100 pg/mL’lik By
stogu hazirlandi.

B: stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 10 pg/mL’lik C1
stogu hazirlandi.

C: stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 pg/mL’lik Dy
stogu hazirlandi.

Yiiksek saflikta stirenden 1107 pL (1 g) alinarak metanolle 100 mL’ye
tamamlandi. 10 mg/mL 0 stok ¢ozeltisi hazirlandi.

0 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 mg/mL’lik A>
stogu hazirlandi.

Az stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 100 pg/mL’lik B2
stogu hazirlandi.

B2 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 10 pg/mL’lik C»
stogu hazirlandi.

C:2 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 pg/mL’lik D2
stogu hazirlandi.

Yiiksek saflikta ksilenden 1136 puL (1 g) alinarak metanolle 100 mL’ye
tamamlandi. 10 mg/mL 0 stok ¢6zeltisi hazirlandi.

0 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 mg/mL’lik A3

stogu hazirlandi.
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Asz stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 100 pg/mL’lik B3
stogu hazirland.

B3 stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 10 pg/mL’lik Cs3
stogu hazirlandi.

Cs stogundan 1 mL alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi. 1 pg/mL’lik D3

stogu hazirland.

Kalibrasyon ve test numuneleri hazirlanmasinda 3 mL plazmaya belirtilen
miktarlarda uygun stoklardan ilave edilmistir. Ayni islemler toluen, ksilen, stiren ve
benzen maddeleri i¢in tekrarlanmistir.

2.2.2. Gaz Kromatografisi Yontemi

2.2.2.1. Gaz Kromatografisi

Kapiler kolon kullanilarak Headspace ekstraksiyonu ile toluen, ksilen, stiren ve

benzen diizeylerinin 6l¢iimii yapildi.
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Cizelge 2.1: Headspace ile toluen, ksilen, stiren ve benzen 6lgiimii ve enjeksiyon

programi

Headspace Oto Ornekleyici

Enjektor sicaklig1 (°C) 70

Enjektér portu sicakligi (°C) 170

Ajitator sicakligr (°C) 70

Ajitator hizi (rpm) 500

Enjeksiyon hizi(mL/s) 0,1

Gaz Kromatografisi

Firin programi 40 °C— 5 °C/dak— 70 °C
(5 dak)— 20 °C/dak— 280 °C

Enjeksiyon tiirii Splitless

Gaz akisi 5 mL/dak

Gaz tiri Helyum (mobil faz)

Enjeksiyon miktar1 1mL

Kolon tipi J&W HP-Innowax, 20m,
0,18 mm, 0,18 um

FID sicaklig1 (°C) 290 °C

2.2.3. Verilerin islenmesi ve Analiz

Tiim kromatografilere ait veriler “GCsolution Ver. 2 Workstation Software”

programi ile incelenmistir.
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2.2.4. Metod Gelistirme Calismalari

2.2.4.1.Headspace Sartlarinin Optimizasyonu

Statik Headspace yonteminin hassasiyeti igindeki ugucu organik bilesik
konsantrasyonu ile smirlidir. Bu konsantrasyon, numunedeki baslangic
konsantrasyonuna, sivi faz ve gaz fazi1 arasindaki faz oranina ve su/hava dagitim
sabitine baglidir. Headspacedeki analitin (Cg) konsantrasyonu, analitin partisyon
katsayisina (K), baslangictaki analit konsantrasyonuna (Co) ve gaz fazinin sivi fazina
kadar olan gaz fazinin hacim oranina () baghdir. Bunu su denklemle tanimlamak

mumkuindiir.

c - %o
¢ K+p

K sicakliga bagimli oldugundan, dengeye ulagmak igin gereken sicaklik GC-

Headspace denge zamanini etkilemektedir.

2.2.4.2. Denge Zamanmimn Optimizasyonu

Ekstraksiyon siiresinin etkisini belirlemek i¢in GC-HS programi 1 ila 15 dakika
arasinda yapildi. Denge siiresinin etkisini incelemek i¢in 1-5 dak arasi farkli 1s1

degerleri uygulanarak her madde i¢in alanlar hesaplandi.
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2.2.4.3. Ekstraksiyon Sicakhgmnin Etkisi

Ekstraksiyon esnasinda, numunenin 1sitilarak ¢ézeltinin numune ¢6zeltisinden
gaz fazina buharlagmasi gereklidir. Diger yandan asir1 artan sicaklik Headspace
hacmini ve analitin 0rnek partisyon katsayisinda artisa sebep olabilmektedir. Bu
sebepten dolay1 optimal 1s1 ayarlamas1 maddelerin buharlagsma dereceleri gbz Oniine

alinarak yapilmistir.

2.2.4.4, Tuz Bileseni Etkisi

Ugucu organik bilesenlerin konsantrasyonu c¢oziinme Ozelliklerine (buhar
basinci ve suda ¢oziiniirliik, sicaklik, basing, pH ve tuz konsantrasyonu) baglidir. Sulu
numuneye tuz eklenmesi genellikle analitin ekstraksiyonunu iyilestirmek igin
yapilmaktadir. Ilave sonrasinda iyonik kuvvetteki artis, sulu ¢ozeltideki hidrofobik
analitlerin ¢oziintirliiglinde bir azalma saglayarak, analitlerin daha fazla headspace ve
ekstraksiyon fazmma gecisini saglar. Bu amagla tuz etkisi, farkli Ornek

konsantrasyonlarinda pik alanlarindaki degiskenlik izlenerek incelenmistir.

2.2.5. Analitik Metod Validasyonu

2.2.5.1. Dogrusalhik

5 mL ¢6zelti hazirlanarak 1, 5, 10, 20, 50, 100 ve 500 ng/mL derisimlerde tiger
adet numune hazirlanmis ve enjeksiyonlari otomatik Ornekleyici ile yapilmistir.

Kalibrasyon egrisi elde edilmis ve korelasyon katsayis1 hesaplanmuistir.
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2.2.5.2. Tekrarlanabilirlik

Stok ¢ozeltilerden 20, 50 ve 100 ng/mL derisimlerdeki beser adet numune
hazirlanarak enjeksiyon yapilmigtir. Herbir derisimdeki toluen, benzen, ksilen ve

stiren pik alanlarinin ortalamalar1 ve bagil standart sapmalar1 hesaplanmaigtir.

2.2.5.3. Geri kazanim

Numune katma yontemi ile 3 mL plazma numunelerine 50 ve 100 ng/mL
derisimlerde ii¢ numune hazirlanmistir. Elde edilen kalibrasyon egrisine gore
miktarlar1 tespit edilmistir. Buna gore geri kazanim ve %95 giiven aralifinda geri

kazanim aralig1 hesaplanmistir.

2.2.5.4. Hassasiyet

Calismada “Eurachem 2014 analitik metotlarin amaca uygunlugu “kilavuzu
esasindan analizler yapilmigtir. Calismada 10 ng/mL derisim segilerek 10 ayni numune
hazirlanarak enjeksiyonlar yapilmistir. Sonuglarin 3,3 kati LOD degeri ve 10 kati da
LOQ olarak hesaplamalar yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Metod Gelistirme Safhasindaki Bulgular

3.1.1. Denge ZamaniminOptimizasyonu

Her maddeye ait relatif pik alanlarinin ektraksiyon zamanlarina gére bulgulari
cizelgede verilmistir. Her maddeye ait farkli 1s1 programi yapilarak 7’ser adet

enjeksiyon yapilmistir. 4 dakikadan sonra analitlerin dengeye ulastigi goriillmektedir.

110

Toluen
Benzen
Ksilen
Stiren

100

tH

90

80

Rel.Pik Alani

70
60

50

0 2 4 6 8 10
Ekstraksiyon Zamani (dk)

Sekil 3.1. Ekstraksiyon siiresinin bagil pik alani iizerindeki etkisi.

3.1.2. Ekstraksiyon Sicakhgmn Etkisi

Optimum ekstraksiyon sicaklig1 5 dakika boyunca numuneleri 40°C-70°C aras1

sicalikta enjeksiyonlar yapilarak incelenmistir. Is1 ile birlikte ekstraksiyonun arttig
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goriilmiistiir. Su buhar1 basincimi diisiik tutmak icin ekstraksiyon sicakligi 60°C

baslangi¢ degeri olarak degerlendirilmistir.

131:' i Toluen
== Bq:-_nzcn
110 —— Siren
90
- —— _"'
£ 70 / i !
]
= 50 .
o.
e 30
0

40 50 60 70 80 90
Ekstraksiyon Sicakhg (°C)

Sekil 3.2. Ekstraksiyon sicakliginin bagil pik alani tizerindeki etkisi.

3.1.3. Tuz Bileseni Etkisi

Konsantrasyonu 10 ng/mL olan toluen, benzen, ksilen ve stiren igeren ¢ozelti ilk
olarak enjekte edilmistir. Daha sonra 0,5 NaCl ilave edilerek yapilan enjeksiyona ait

pikler sekilde verilmistir.
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Sekil 3.3. NaCl ilavesinin pik alanlarina etkisi

3.2. Metot Validasyonu
3.2.1. Dogrusalhk

Olgiimlerin dogrusalligini degerlendirmek iizere standart katma ydntemiyle
hazirlanmis 1, 5, 10, 20, 50, 100 ve 500 ng/mL konsantrasyonlarda her bir kimyasal

i¢in (toluen, benzen stiren ve ksilen) tiger adet enjeksiyon yapilmis, sonuglar grafikte

verilmistir.
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Sekil 3.5. Benzene ait dogrusallik grafigi
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Sekil 3.6. Ksilene ait dogrusallik grafigi
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Sekil 3.7. Stirene ait dogrusallik grafigi

42



Sirasiyla toluen, benzen, ksilen ve stirene ait 1-500 ng/mL konsantrasyon
arasindaki korelasyon katsayis1 0,9985, 0,9976, 0,9948, 0,9959 olarak bulunmustur.

Bu da metodun dogrusalliginin ¢alisma i¢in uygulanabilir oldugunu gostermektedir.

3.2.2. Tekrarlanabilirlik

Her madde igin ayr1 ayr1 20, 100 ve 500 ng/mL’lik derisimLer hazirlanmig 5

tekrarli analiz sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 3.1. Toluene ait tekrarlanabilirlik sonuglari

20 ng/mL 100 ng/mL 500 ng/mL

294 378 1471890 7 359 452

250 458 1348 524 7 632 859

248 965 1 455 256 7 385784

255 125 1 480 589 7 499 458

275 845 1378985 7 501 485
Ortalama 264 954 1427 049 7 475 808
St.sapma 19,665 59,475 109,003
%BSS 7,4219 4,1677 1,4581
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Cizelge 3.2. Benzene ait tekrarlanabilirlik sonuglari

20 ng/mL 100 ng/mL 500 ng/mL

334 378 1671890 8 359 452

302 587 1525 698 8 254 987

299 589 1568 954 8 458 960

322 547 1589 652 8 364 895

328 654 1490 654 8 265 895

Ortalama 317 551 1569 370 8 340 838
St.sapma 15,636 68,966 83,464
% BSS 4,9239 4,3945 1,0007
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Cizelge 3.3. Stirene ait tekrarlanabilirlik sonuglari

20 ng/mL 100 ng/mL 500 ng/mL
250 346 1251731 6 258 654
245 654 1205 874 6 159 854
240 258 1210 458 6 058 965
225 845 1200 547 6 150 478
236 895 1235547 6 254 874
Ortalama 239 800 1220831 6 176 565
St.sapma 9,339 21,875 83,157
% BSS 3,8946 1,7918 1,3463
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Cizelge 3.4. Ksilene ait tekrarlanabilirlik sonuglari

20 ng/mL 100 ng/mL 500 ng/mL
414 275 2071375 10 356 874
400 548 1998 545 10 125 896
399 586 2 154 896 10 026 859
410 584 2120 554 10 856 954
415 258 1998 547 10 568 452
Ortalama 408 050 2 068 783 10 387 007
St.sapma 7,501 70,656 336,365
% BSS 1,8382 3,4153 3,2383

Tekrarlanabilirlik testlerinde bagil standart sapma degerleri beklendigi gibi
azalan konsantrasyonla birlikte yiikselmistir ve 20ng/mL derisimde dahi oldukga

diisiik bagil standart sapma degerleri elde edilmistir.

3.2.3. Geri kazanim

Plazmaya katma yontemi ile 50 ve 100 ng/mL derisimLerde {ic adet numune
hazirlanmistir. Her maddeye ait %95 giiven araliginda hesaplanan kazanim yiizdeleri

cizelgede verilmistir.
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Cizelge 3.5. Toluene ait geri kazanim calismasi

I((nagt/lﬁir)l iktan Bulunan Deger % Kazamim
50 48,62 97,24
50 51,52 103,04
50 47,18 94,36

Ortalama 98,21

St.sapma 4,42

% BSS 4,50

%95 GA 98,21+8,66

100 101,22 101,22
100 99,58 99,58
100 97,69 97,69
Ortalama 99,50

St.sapma 1,77

% BSS 1,77

%95 GA 99,50+3,46
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Cizelge 3.6. Benzene ait geri kazanim ¢alismas

Katim miktari

Bulunan Deger

% Kazanmim

(ng/mL)

50 52,62 105,24
50 51,55 103,10
50 53,65 107,30
Ortalama 105,21

St.sapma 2,10

% BSS 1,99

%95 GA 105,2144,11

100 103,22 103,22
100 102,36 102,36
100 99,65 99,65
Ortalama 101,74

St.sapma 1,86

% BSS 1,82

%95 GA 101,74+3,65
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Cizelge 3.7. Ksilene ait geri kazanim ¢alismasi

Katim miktan

Bulunan Deger

% Kazanim

(ng/mL)

50 46,42 92,84
50 45,55 91,10
50 42,63 85,26
Ortalama 89,73

St.sapma 3,97

% BSS 4,42

%95 GA 89,73+7,78

100 99,54 99,54
100 101,45 101,45
100 97,85 97,85
Ortalama 99,61

St.sapma 1,80

% BSS 1,80

%95 GA 99,61+3,53
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Cizelge 3.8. Stirene ait geri kazanim caligmasi

Katim miktar: Bulunan Deger % Kazanim
(ng/mL)
50 49,93 99,86
50 51,51 103,02
50 53,95 107,90
Ortalama 103,59
St.sapma 4,05
% BSS 3,90
%95 GA 103,59+7,93
100 103,25 103,25
100 99,98 99,98
100 100,05 100,05
Ortalama 101,09
St.sapma 1,87
% BSS 1,84
%95 GA 101,09+3,66

3.2.4. Hassasiyet

Her maddeye ait 10 ng/mL konsantrasyonda 10 ayr1 numune hazirlanarak
yapilan enjeksiyonlarin sonuglar1 ve sonuglarin standart sapmasinin 3,3 kat1 alinarak

hesaplanan LOD ve 10 kat1 alinarak hesaplanan LOQ degerleri verilmistir.
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Cizelge 3.9. Toluene ait LOD ve LOQ degerleri

Alan Miktar (ng/mL)
125 856 8,958
125 478 8,931
123 859 8,816
126 598 9,011
120 741 8,594
128 966 9,179
122 654 8,730
123 569 8,795
125 458 8,930
126 852 9,029
Ortalama 125 003 8,89729
St.Sapma 2354,1 0,16756
LOD 0,55
LOQ 1,68

Cizelge 3.10. Benzene ait LOD ve LOQ degerleri

Alan Miktar (ng/mL)
167 654 8,958
165 874 8,863
163 258 8,723
168 654 9,011
165 748 8,856
168 258 8,990
167 774 8,964
162 587 8,687
166 985 8,922
165 429 8,839
Ortalama 166 222 8,88149
St.Sapma 2056,82 0,1099
LOD 0,36
LOQ 1,10
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Cizelge 3.11. Ksilene ait LOD ve LOQ degerleri

Alan Miktar (ng/mL)
200 125 9,565
199 452 9,533
198 859 9,504
202 548 9,681
195 874 9,362
201 458 9,629
205 859 9,839
197 254 9,428
201 254 9,619
199 547 9,537
Ortalama 200 223 9,56968
St.Sapma 2796,99 0,13368
LOD 0,44
LOQ 1,34

Cizelge 3.12. Stirene ait LOD ve LOQ degerleri

Alan Miktar (ng/mL)
125 458 9,565
124 587 9,499
123 598 9,423
122 547 9,343
125 895 9,598
124 841 9,518
122 547 9,343
123 555 9,420
124 859 9,519
126 895 9,675
Ortalama 124 478 9,4903
St.Sapma 1421,38 0,10837
LOD 0,36
LOQ 1,08
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4. TARTISMA

Toluen, benzen, ksilen ve stiren kimyasal iiriin malzemeleri, yapistiricilar ve
boyalarin ¢oziiciileri ve bilesenleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu nedenle
bazen kimyasal {iriin imalat fabrikalarinda gazlarini solumakla zehirlenme olaylarina
neden olmaktadir. Benzen, stiren, toluen ve ksilene birlikte maruz kalma, cesitli
endistriyel ortamLarda sik sik calisan kisilerde olumsuz saglik etkisine yol agacak
sekilde meydana gelir. Bu nedenle, mesleki hastaliklarin 6nlenmesi i¢in maruz kalma
seviyelerinin biyolojik izleme yoluyla tahmin edilmesi gereklidir ve belli uygulamalar

onerilmektedir.

Tiner gibi toluen iceren solventlerin suistimali, 6zellikle gengler i¢in sosyal bir
sorundur. Toluen, benzen, ksilen ve stiren gibi ugucu bilesenlerin suistimal niteliginde
ya da inhale edilerek kronik maruziyetlerinin biyolojik materyelde tespiti 6nem arz
etmektedir.

Maruziyet sonucu toluen, benzen, ksilen ve stiren kanda tespit edilebilir.
Ozellikle toluenin kandaki konsantrasyonu maruziyetin iyi bir gdstergesidir. Toluen
ve diger kimyasallarin ayn1 zamanda idrar konsantrasyonlarinin 6l¢iimii de iyi bir
biyomarker olarak bildirilmistir (Ghittori ve ark., 1993). Toluen maruziyeti
sonlandiginda yarilanma Omrii 2-3 saat arasinda oldugu bildirilmistir (Lauwerys,

1983). Bu sebeple istenilen maddeye ait analizlerin erken siirede yapilmasi 6nemL.idir.

Toluen, benzen, ksilen ve stiren analizleri i¢in pek ¢ok yontem kullanilmaktadir.
Bunlarin i¢inde etkin ve hizli olanlar headspace, kat1 faz mikro ekstraksiyon, purge
and trap gibi yontemlerdir. Bu yontemler ile zenginlestirilen numuneler kromatografik

metod olan gaz kromatografisi ile kombine edilerek diisik ve yliksek
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konsantrasyonlarda analizler istenilen biyolojik materyalde miimkiin olmaktadir.
Ayrica gaz kromatografisi-kiitle spektometrisi yontemi ile bu maddelerin ve
metabolitlerinin simultane tespiti de bildirilmistir (Sandor ve ark., 2002). GC-MS
gerek hiz gerekse maliyet yoniinden metabolitlerin ve maddelerin kendilerinin tek
seferde analizine imkan vermektedir. Metodlarin igerisinde purge and trap sisteminde
goriilen basing degisimlerinden dolayi piklerin gelis zamanlarinda birtakim kaymalar
tespit edilmistir (Brcic ve Skender, 2003). Tespit seviyelerinin diistikligii, maliyet ve
hiz agisinda FID gibi GC ile kombine sistemler analizlerde tercih edilirken, GC-MS
sistemleri de tercih edilebilmektedir (Hattori ve ark., 1998).

Headspace yonteminde numunenin hazirlanmasi, numunenin alimi, aktarimi ve
cihaz enjeksiyonlar1 6nem tasimaktadir. Bunun i¢in g¢esitli farkli sistemler ve modifiye
edilmis yontemler bulunmaktadir (Akgiir ve ark., 2001). Kullanilan tekniklerden
kaynaklanarak toluen, benzen, ksilen ve stiren analizlerinin duyarliliklari sirasiyla
0,015-200 ng/mL, 0,94-38 pg/mL, 6-110 pg/mL, 0,01-1,0 pg/mL araliklarinda
degisim gostermektedir. Soguk tuzaklama sistemi kullanilarak GC-FID sistemi ile 1
ng/mL LOD seviyeleri de toluen i¢in miimkiin olmustur (Lee ve ark., 1998). Ayni
zamanda yiiksek bir hacim olan 5 mL enjeksiyon miktarina da ulasabilmislerdir. Her
ne kadar yiiksek hacim enjeksiyonlari bagarili goriinsede, bir transfer hatti1 oldugundan
dolay1 genel olarak bir gaz kagis1 ya da sogurma olabilmektedir. Bu nedenle de metod

gelistirirken kagis etkisine bakmak zorunlu olabilmektedir.

Idrar ve kan numunesi analizlerinde bazi arastirmacilar sitrat tamponu gibi
birtakim tamponlama yontemi kullanmiglardir. Tampon ¢6zelti eklemenin daha diisiik
standart sapmaya neden oldugu ancak beklenenin aksine daha diisiik ortalama pik
alanlar1 verdigi bulunmustur. Bu sebepten dolay1r Fustinomi ve arkadaslarinin
(Fustmoni ve ark. 2000) kullandigi tizere kurutulmus NaCl’nin pik alanlarinin
ekstraksiyon verimini artirmasi diisiincesi ile numunelere ilave edilmistir. NaCl
ilavesinin beklenildigi iizere tiim kimyasallarda bir pik alanmi artisina neden oldugu

tespit edilmistir.
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Metod gelistirme safhalarinda NaCl ilavesi ile herhangi bir tasima (carryover)
olup olmadigina o6zellikle bakilmamistir. Tasimanin kullanilan cihazlarin
konfigilirasyonundan kaynaklandigi bazi ¢alismalarda bildirilmistir. Tagima sorunu
Headspace transfer hattindan veya numune sarmali sicakliginin yetersiz olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kullanilan cihazlarda ve benzer tiim tasarimlarda transfer hatti
sicaklik kayiplarina karsi izole edilmistir ancak girilen degeri tutturmakta ¢ok basarili
olamayabilmektedir. Bizim kullandigimiz sistemde kapali bir transfer hatti
bulunmadigindan ve enjektor kendi iginde 1sitilarak siirekli hareket halinde
oldugundan dolay1 sistemde herhangi bir kagak s6z konusu olmamaktadir. Bu ylizden

tagima parametresi goz ardi edilmistir.

Bir sonraki adimda bagil pik alanlarinin ektraksiyon zamanlarina karst bulgulari
incelenmistir. Her maddeye ait farkli 1s1 programi yapilarak 7°ser adet enjeksiyon
yapilmis ve 4 dakikadan sonra analitlerin dengeye ulastig1 tespit edilmistir. Bununla
beraber 5 dakikadan sonra analitler i¢in pik alanlarindaki artisin anlaml olmadigi

diistintilebilir, bu yiizden ekstraksiyon siiresi 4 dakika olarak hedeflenmistir.

Ekstraksiyon sirasinda, numunenin isitilarak ¢ozeltinin numune ¢6zeltisinden
gaz fazina buharlagmasi gereklidir. Ote yandan, ekstraksiyon sicakliginin arttiriimast,
Headspaceteki ve analitin partisyon katsayisini artirabilir. Optimum ekstraksiyon
sicakligl, numuneyi 5 dakika siireyle 40 ila 70°C araligindaki sicakliklara maruz
birakarak arastirilmistir. Su buharini azaltmak i¢in de optimum ekstraksiyon sicakligi

olarak 60°C tercih edilmistir.

Ekstraksiyon siireleri, inkiibasyon zaman1 ve NaCl ilavesi iizerinden gelistirilen
analiz metodun dogrusalligi test edilmis ve toluen, benzen, ksilen, stiren igin R?
degerleri sirasi ile 0,9985, 0,9976, 0,9948, 0,9959 bulunmustur.
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Caligmanin  devami olarak bu kimyasallar1  kullanildig1 siiphelenilen
goniilliilerden alinacak numuneler ile headspace hacim azaltma ve SPME gibi

yontemlerin ilavesi ile analizlerin yapilmasi planlanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Toluen, benzen, ksilen ve stirenin birarada maruziyetinin ve diizeyinin
belirlenebilmesi i¢in kan numunelerinde analiz yontemi, analize etki eden faktorlerin

¢ogu i¢in optimizasyon ¢alismalar yapilarak, gegerliligi stnanmistir.

Kanda yapilan c¢alismalarda GC-HS ile en diisiik konsantrasyon, tayin
edilebilecek limit degerleri, kesinlik ve tekrarlanabilirlik amaca uygun bir sekilde

yapilmistir.

1-500 ng/mL arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisinde korelasyon katsayilari
toluen, benzen, ksilen ve stiren icin siras1 ile 0,9985, 0,9976, 0,9948, 0,9959 olarak
tespit edilmistir. Her madde igin farkli derisimlerde yapilan geri kazanim c¢aligmalari
beklenen aralikta (%80-120) tespit edilmistir. Metodun LOD degerleri toluen, benzen,
ksilen ve stiren i¢in sirasi ile 0,55 ng/mL, 0,36 ng/mL, 0,44 ng/mL, 0,36 ng/mL, LOQ
degerleri ise toluen, benzen, ksilen ve stiren igin sirast ile 1,68 ng/mL, 1,10 ng/mL,

1,34 ng/mL, 1,08 ng/mL olarak tespit edilmistir.
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OZET

Modifiye Gaz Kromatografisi-Headspace Yontemi ile insan Plazmasinda
Toluen,Benzen, Ksilen ve Stirenin Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu

Calismamizin amact mesleki maruziyette, kotiiye kullanimda ve zehirlenme
durumlarinda toluen, benzen, ksilen ve stirenin kan diizeylerinin hizli, hassas ve dogru

tespitinin GC-HS yontemi ile gelistirilmesi ve gegerliliginin ortaya konmasidir.

Toluen, benzen, ksilen ve stirenin birarada maruziyetinin ve diizeyinin
belirlenebilmesi i¢in kan numunelerinde Gaz Kromatografisi- Head Space analiz
yontemi kullanildi. Denge zamani optimizasyonu, ekstraksiyon 1sisinin etkisi ve tuz

bileseni etkisi degerlendirildi.

Insan kan plazmasinda yapilan ¢alismalarda GC-HS ile en diisiik konsantrasyon,
tayin edilebilecek limit degerleri, kesinlik ve tekrarlanabilirlik amaca uygun bir sekilde

yapilmistir.

1-500ng/mL arasinda g¢izilen kalibrasyon egrisinde korelasyon katsayilari
toluen, benzen, ksilen ve stiren i¢in sirasi ile 0,9985, 0,9976, 0,9948, 0,9959 olarak
tespit edilmistir. Her madde i¢in farkli derisimlerde yapilan geri kazanim g¢alismalari
beklenen aralikta (%80-120) tespit edilmistir. Metodun LOD degerleri toluen, benzen,
ksilen ve stiren i¢in sirasi ile 0,55 ng/mL, 0,36 ng/mL, 0,44 ng/mL, 0,36 ng/mL, LOQ
degerleri ise toluen, benzen, ksilen ve stiren igin siras1 ile 1,68 ng/mL, 1,10 ng/mL,

1,34 ng/mL, 1,08 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Benzen, Gaz Kromatografisi-Headspace, Stiren, Toluen,

Ksilen.
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SUMMARY

Quantitative determination and validation of toluene, benzene, xylene and

styrene in human plasma by modified gas chromatography-Headspace method

The aim of our study is to develop and validate the rapid, sensitive and accurate
determination of blood levels of toluene, benzene, xylene and styrene by GC-HS

method in occupational exposure, abuse and poisoning.

In order to determine the exposure and level of toluene, benzene, xylene and
sytrene together, Gas Chromatography- Headspace analysis method was used in blood
samples. Equilibrium time concentration, effect of extraction heat and salt component
effect were evaluated.

In human blood plasma studies with GC-HS, the lowest concentration, the limit
values to be determined, the accuracy and reproducibility were made in accordance
with the purpose.

In the calibration curve drawn between 1-500ng/mL, the correlation coefficients
were 0,9985, 0,9976, 0,9948, 0,9959 for tolueneene, benzene, xylene and styrene,
respectively. Recovery studies for each substance at different concentrations were
determined within the expected range (%80-120). Method LOD is 0,55ng/mL,
0,36ng/mL, 0,44ng/mL, 0,36ng/mL for toluene, benzene, xylene and styrene,
respectively, LOQ is 1,68ng/mL, 1,10ng/mL, 1,34ng/mL, 1,08ng/mL for toluene,
benzene, xylene and styrene respectively.

Key Words: Benzene, Gas Chromatography- Headspace, Styrene, Toluene,

Xylene.
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