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RATLARDA LINEAR ALKIL BENZEN SULFONATIN SERUM VE KARACIGERDEKI ENZIM
AKTIVITELERI UZERINE KRONIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Meryem SAKAR Ahmet MENGI2

OZET

Bu arastirmada ratlara oral olarak verilen Linear Alkil Benzen Sulfonat’in (LAS) serum ve karacigerdeki alanin
transferaz ve aspartat transferaz aktiviteleri duzeyleri Uzerine kronik etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore,
LAS’In %0.002’lik (0.14mg/kg) ve %0.005’lik (0.35mg/kg) dozlarinin ratlarda kronik olarak herhangi bir toksisiteye
neden olmayacagi ve ratlar igin LAS’in kronik etkilerinin %0.01 (0.7mg/kg) ile %0.03 (2.1mg/kg) dozlarinda ve 120.
gunden itibaren gerceklestigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Linear Alkilbenzen Sulfonat, Alanin Transferaz, Aspartat Transferaz

CHRONIC EFFECTS OF LINEAR ALKYL BENZENE SULPHONATE ON
SERUM AND LIVER ENZYME ACTIVITES IN RATS

SUMMARY

In this study, the chronic effects of Linear Alkyl Benzene Sulphonate (LAS) given by oral route, were examined
on alanin transpherase and aspartate transpherase enzyme activities in serum and liver of rats. It was concluded
that LAS in doses of 0.002% (0.14 mg/kg) and 0.005% (0.35 mg/kg) may not create toxic effects in rats and
chronic toxic effects of LAS for rats occur in doses of 0.01% (0.7 mg/kg) and 0.03% (2.1 mg/kg) and in 120t days

following the application.
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GIRIS

Geligsmis toplumlarin gunluk hayatini et-
kileyen maddelerin basinda temizleyici ve yikayici
maddeler gelmekte ve bu maddelerin tuketimi
toplumlarin medeniyet dl¢ulerinden birini belir-
lemektedir. Son yillarda endustride ve evlerde
cesitli amaglarla kullanilan deterjanlarin tuketi-
minde hizh bir artis olmustur. lyi durulanmayan
mutfak esyalan araciliglyla deterjan kalintilari

insan bunyesine alinmaktadir. Deterjanlarin viicu-
da ve gevreye olan olumsuz etkileri ancak 1945'li
yillarda fark edilmistir. Bu yillarda deterjanlar
uzerinde yapilan c¢alismalar sonucunda "aktif
madde" olarak kullanilan maddelerin dogada ko-
laylikla pargalanamadigi ortaya ¢ikmistir. Bu tur-
den deterjanlarin Uretimine devam edilirken dte
yandan da ¢evreye olan zararl etkileri daha az
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olan maddeler Uzerinde caligiimaya baglanmistir
(1-4).

Ulkemizde 1986 yilina kadar tamamiyla
Sodyum Dodesil Benzen Stulfonat (DDB)
kullaniimigtir. Bu yildan itibaren “deterjanlarin
toplam aktif madde miktarinin en az %50'si
parcalanabilir olacaktir” hukmu getirilmistir (2,5).
Sulardaki deterjan konsantrasyonunun birikimini
onlemek amaciyla 1965 yillarinda Linear Alkil-
benzen Stulfonatlar (LAS) gelistirilmistir. Bu
molekiller duz zincir seklinde oldugundan biyolo-
jik olarak daha kolay parcalanabilmektedirler (6).

Halkin en c¢ok kullandigi temizlik araci olan
deterjanlarin yakin bir gelecekte ¢ikaracagi
sorunlar ve biyolojik sistemler Uzerine etkileri son
zamanlarda merak konusu olmustur. Gunluk
yasantimizda vazgecilmeyen bu tur kimyasal
maddelerin daha bilingli kullaniimasi amaciyla bu
calismada, kronik toksisitelerinin ortaya konul-
masi gerekliligi sonucuna variimigtir. Bu nedenle
iyi durulanmayan mutfak egyalari ve icme sulari
gibi cesitli yollarla insan bunyesine alinan deterjan
kalintilarinin neden olabilecegi kronik etkiler Uze-
rine yurutulen ¢calismalara katki vermek amaciyla
ratlarda oral LAS uygulamasinin etkilerinin
arastiriimasi amagclanmistir. Bunun icin deterjan
formulasyonunda siklikla kullanilan anyonik aktif
bir madde olan Linear Alkilbenzen Sulfonat (LAS)
kullanilmistir. Bu ¢alismada, LAS farkh dozlarda
ratlara verilerek serum ve karaciger dokusunda
AST ve ALT aktiviteleri Uzerine kronik olarak
toksik etkilerinin neler olabilecegi tartisiimistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada deney hayvani olarak Wistar
grubu albino erkek ratlar kullaniimigtir. Bes haf-
talik, 109+5 g. canli agirhiginda olan 50 adet rat
temin edilmigtir. Ratlar, 14 haftalik oluncaya kadar
10'arli gruplar halinde bes ayri kafeste beslenmis
ve ortama adaptasyonlari saglanmigtir. Deneme
suresince her hayvandan alti kez kan alinmis ve
toplam 300 kan ornegi ile 50 doku orneginden
1800 analiz yapiimistir. Ratlar oda 1sisi ve
neminin sirasiyla 22+2°C ve %60+10 oldugu
mekanlarda ticari rat yemi ile ad libitum olarak
beslenmiglerdir.

2

Ozel bir deterjan firmasindan temin edilen
Linear Alkilbenzen Sulfonat (LAS), icme suyu ile
alti ay boyunca, Deney-l grubuna 9%0.0002
(2ppm), Deney-ll grubuna 9%0.0005 (5ppm),
Deney-lll grubuna %0.001 (10ppm), Deney-IV
grubuna %0.003 (30ppm) oraninda olmak uzere
verilirken, Kontrol grubuna sadece igme suyu
verilmigtir.

LAS verilmeye baslandiktan sonraki 30., 60.,
90., 120. ve 150. gunlerde kuyruk kesme
yontemiyle santrifuj tuplerine kan ornekleri
alinmigtir. Kanlar agzi kapali tuplerde etuvde
(37°C)'de bir saat bekletildikten sonra 3000 rpm'
de 10 dakika santrifuj edilerek serum ornekleri el-
de edilmistir. Serumlar kapakli plastik ependorf
tuplerine alinarak numaralandirilip -20°C 'deki
derin dondurucuya vyerlestiriimiglerdir. 180'nci
gunde hayvanlar kloral hidrat anastezisi ile
uyutularak otopsiye alinmistir. 180'inci gunde
kan numuneleri otopsi sirasinda kalbin sag
ventrikulunden steril enjektorlerle alinmis ve agzi
kapali tuplerde etuvde (37°C)'de bir saat bek-
letildikten sonra 3000 rpm'de 10 dakika santrifuj
edilerek serum drnekleri elde edilmistir. Serumlar
—20°C’lik derin dondurucuya kaldiriimistir.
Daha sonra karaciger dokulari alinarak
yas agirliklari olculmis ve serum fizyolojikle
yikanmistir. 1g. karaciger dokusu 2ml serum
fizyolojikle karistirilarak huicreler homojenizatorde
parcalanmigtir. Homojenatlar dnce 2500-3000
devirde 10 dakika, daha sonra 5000 devirde
15 dakika santriftj edilmistir (7-9). Hazirlanan
supernatanlar kapakli tuplere alinarak -20°C'lik
derin dondurucuya yerlestiriimiglerdir. Ornekler
toplandiktan sonra serum ve karacigerde AST
ve ALT aktiviteleri tayin edilmistir (SYS3
BM/Hitachi 747 Sistem Oto-analizorii; Boehringer
Mannheim/AST-ALT Kkitleri).

Karaciger dokusunda katalitik enzim aktivitesi
ve total protein duzeyleri dlguldukten sonra spesi-
fik enzim aktivitesi; katalitik enzim aktivitesinin
total protein degerlerine bbdlunmesiyle elde
edilmistir (7,9). Elde edilen verilerin istatistiki
analizleri, kontrol ve deney gruplari arasinda
t-testi ile yapiimigtir (10).
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BULGULAR

Kontrol ve Deney gruplarindaki hayvanlarin
30., 60., 90., 120., 150. ve 180. gunlerdeki serum
AST aktiviteleri Tablo 1 ve Grafik 1’de gosteril-
migtir.

Tablo 1: Ratlarda Serumda AST Aktivitesi (IU/L)

Kontrol ve Deney gruplarindaki hayvanlarin
30., 60., 90., 120., 150. ve 180. gunlerdeki serum
ALT aktiviteleri Tablo 2 ve Grafik 2’ de gosteril-
migtir.

Serum ALT aktiviteleri Deney-1 ve Deney-

Gunler Kontrol Deneme-1 Deneme-2 Deneme-3 Deneme-4
X SXx n X SXx n X Sx n X Sx n X SXx n
30.gun 89.19 576 7 89.48 5.39 8 90.66 5.45 7 90.02 427 7 93.60 321 9
60.gun 90.96 5.09 8 90.28 3.71 9 91.40 3.70 9 91.39 333 8 93.92 349 7
90.gun 91.48 4.08 10 9294 3.30 9 93.41 4.70 9 9430 3.30 10 9449 315 9
120.gun 92.08 3.38 8 91.95 3.98 8 94.74 417 9 98.98 3.07 7 99.88 395 7
150.gun 91.88 3.71 10 9195 3.94 8 94.02 4.04 8 99.64* 3.67 8 103.84* 3.50 9
180.gun 92.08 410 9 91.58 4.01 9 96.83 3.94 7 101.77* 295 8 106.24* 3.46 8
*p0.05
Tablo 2: Ratlarda Serum ALT Aktivitesi (IU/L)
Gunler Kontrol Deneme-1 Deneme-2 Deneme-3 Deneme-4
X SXx n X SXx n X Sx n X Sx n X SXx n
30.gun 36.65 4.74 7 3748 333 8 3854 586 7 43.07 310 7 4527 372 9
60.gun 39.49 434 8 4178 3.72 9 4182 3.67 9 48.67 3.46 8 4755 299 7
90.gun 40.82 2.06 10 4268 2.89 9 4319 421 9 49.07 3.27 10 5212 3.49 9
120.gun 43.04 556 8 4476 6.48 8 46.87 5.69 9 54.81 341 7 57.85 3.45 7
150.gun 4466 3.51 10 4503 6.52 8 48.88 829 8 59.25* 448 8 60.99* 4.533 9
180.gun 45.00 524 9 47.87 590 9 47.47 820 7 59.22* 3.46 8 61.00* 4.87 8
*p0.01

30., 60., 90., 120., 150. ve 180. gunlerde
Deney-| ve Deney-Il gruplarinda kontrol grubuna
gore AST aktivitesi artmis, ancak bu artis istatis-
tiki acidan anlamli bulunamazken Deney-lll ve
Deney-1V gruplarinin 150. ve 180. gunlerdeki AST
aktivitesindeki artiglar anlamli  bulunmustur
(p<0.05).

Tablo 3 : Karaciger AST ve ALT Aktiviteleri

Il gruplarinda 120., 150. ve 180. gunlerde
kontrol grubuna gore artis gostermekle birlikte
bu artis istatistiki agcidan anlamli bulunmamigtir.

Deney-lll ve Deney-IV gruplarindaki artiglar
ise anlamli bulunmustur (p<0.01).

Karaciger AST ve ALT aktiviteleri Tablo 3 ve
Grafik 3’de gosterilmistir.

Karacigerde AST aktivitesi, kontrol grubuna

Karaciger Kontrol Deneme-1 Deneme-2 Deneme-3 Deneme-4
X Sx n X Sx n X S n X Sx n X Sx n

AST IU/g protein ~ 3.77 0.34 10 368 027 9 3.65 042 8 235 024 8 209" 0.18 9

ALT IU/gprotein 3.74 0.34 10 366 026 9 359 045 8 2.43* 0.27 8 1.99"* 0.28 9

*p<0.01, **p<0.05, ***p<0.001
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gore tum Deneme gruplarinda azalmig ancak
Deneme lll ve Deneme IV gruplarindaki AST
aktivitesindeki dusus, p<0.01 duizeyinde anlamh
bulunmustur

Karacigerde ALT aktivitesi kontrol grubuna
gore tum Deneme gruplarinda azalmig, ancak
enzim aktivite kaybi Deneme Ill'te p<0.05
ve Deneme IV’te p<0.001 duzeyinde anlamh
bulunmustur.

TARTISMA VE SONUC

Dunyada gittikce artan bir sekilde uretilip
tuketilen deterjanlarin sularda yarattigi kirlenme,
sularin canlilar aleminde ortaya ¢ikardigi olumsuz
degismelerle dolayli yoldan da olsa kendisini
hissettirecek boyutlara ulagmis bulunmaktadir
(11-15).

Anyonik aktif maddelerden Linear Alkilben-
zen Sulfonat (LAS) biyolojik olarak oldukga iyi
parcalanabildigi icin gelismis ulkelerde 1965
yilinda dallanmig Alkil benzen Sulfonatlarin (ABS)
yerine kullaniimaya baglanmistir. Turkiye' de ise
bu gecis ancak 1987 yilinda gerceklesmigtir.
Biyolojik parcalanmasi daha kolay olmasina
ragmen, yapilan bilimsel ¢alismalarda c¢evrede,
sularda ve canlilar uzerinde toksik etkilerinin
varligi bildiriimigtir (2,6).

Bu calismada, alti ay boyunca farkli dozlarda
LAS verilen ratlarin serum ve karacigerdeki cesitli
enzim aktiviteleri dlgulerek LAS'In kronik etkileri
konusunda temel Dbilgiler elde edilmesi,
LAS’In kronik toksisitesi hakkinda daha sonra
yurutulecek calismalara yardimci  olacak
bilgilere c¢aligilmasi hedeflenmigtir. Bunun igin
calismada; 50 adet Wistar grubu albino erkek
rat kullaniimis ve degisik dozlardaki LAS, icme
sularina katilarak verilmistir. 30., 60., 90., 120.,
150. ve 180. gunlerde kan alinarak serumda,
deneme sonunda ise karacigerde AST, ALT
aktiviteleri  dlgulerek metabolik degisiklikler
incelenmistir.

Bu calismada da; sutten yeni kesilen bir aylk
ratlar alinarak Ug¢ ayliktan itibaren alti ay boyunca
LAS verilmistir. Galismada, kontrol grubu ratlarin
serum AST aktivitesi, 30. guin 89.39 IU/L, 60. gun

90.96 IU/L, 90. gun 91. 48 IU/L, 120. gun 92.
08IU/L, 150. gun 91.88 IU/L, 180. gun 92. 08 IU/L
olarak bulunmustur.

LAS verilen ratlarda ise doz ve zamana bagli
olarak serum AST aktivitesi artis gostermisgtir.
Bunlardan Deneme lll grubunda 150. gunde 99.
64 IU/L, 180. gunde 101.77 IU/L Deneme
IV grubunda 150. gunde 106.84 IU/L, 180. gunde
ise 106.24 IU/L olarak ol¢ulmiugs ve Kkontrol
grubuna gore bu artiglar p<0.05 duzeyinde
anlamli bulunmustur (Tablo 1, Grafik 1).

Karaciger AST spesifik aktivitesi kontrol
grubunda 3.77 IU/g protein, Deneme I'de
3.68 |U/g protein, Deneme Il'de 3.65 1U/g protein,
Deneme lll'te 2.35 IU/g protein, Deneme [V'te
ise 2.09 1U/g protein olarak saptanmistir (Tablo 3,
Grafik 3) Kontrol grubuna gore tum Deneme
gruplarinda aktivite kaybi saptadik. Ancak
bunlardan Deneme Ill ve Deneme IV gruplarin-
daki aktivite kaybir p<0.01 duzeyinde anlamh
bulunmustur (Tablo 3, Grafik 3).

Serum ALT aktivitesi kontrol grubunda
30. gun 36.65 IU/L, 60. gun 39.49 IU/L, 90. gun
40.82 IU/L, 120. gun 43.04 IU/L, 150. gun
44.66 IU/L, 180. gun 45.00 IU/L olarak
bulunmustur. Deneme gruplarinda ise doz
ve zamana bagli olarak ALT aktivitesi artmistir.
Bunlardan Deneme Il ve Deneme IV
gruplarinda 180. gunde sirasiyla 59.22 |U/L
ve 63.00 IU/L olarak saptanmis olup kontrol
grubuna gore bu ALT aktivite artiglari p<0.01
duzeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 2,
Grafik 2).

Karacigerde kontrol grubunun ALT spesifik
aktivitesi 3.74 1U/g protein, Deneme I'in 3.66 1U/g
protein Deneme IlI'nin 3.59 [U/g protein,
Deneme IllI'tn 2.43 IU/g protein, Deneme IV'un
ise 1.99 IU/g protein olarak saptanmistir (Tablo 3,
Grafik 3). Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda
Deneme gruplarinin tumiinde ALT spesifik
aktivitesinde azalma oldugu saptanmistir.
Ancak bu aktivite kayiplart Deneme lll'te
p<0.05 duzeyinde ve Deneme [V'te ise p<0.001
diuizeyinde anlamli bulunmustur.

Froebe ve ark. (16) LAS iceren deterjanlarin
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hiicre membraninda bulunan lipidleri gozdugunu,
proteinleri  denature ettigini ve enzim
aktivitelerinde inhibisyona neden oldugunu rapor
etmistir.

Putnam (17), sentetik deterjanlarin proteinleri
yuksek duzeylerde denature etme ozelligine sahip
olduklarini, belirli miktardaki protein molekullerini
denature edebilmek icin bir sentetik deterjanin be-
lirli duzeylerde bulunmasi gerektigini, 10 ml deter-
jan solusyonunun ancak 10 mg methemoglobini
denature etmeye yeterli olabilecegini, artan pro-
tein miktari icin daha fazla deterjan solusyonunun
gerektigini rapor etmistir.

Moriyama ve ark. (18) tarafindan deterjan-
larin enzimleri denature ettikleri, hicre membrani
ve mitokondrial membranlarin gecirgenligini
degistirdikleri bildirilmigtir.

Zaccone ve ark (19) LAS'In hiicre perme-
abilitesini etkiledigini bunun da hicre iceriklerinin,
hucreler arasi bosluk ve seruma salgilanmasinda
etkili oldugunu rapor etmiglerdir.

Bu calismada da hucre i¢i enzimleri olan ALT
ve %40 ile %60' mitokondrilerde bulunan AST'nin
mitokondri membraninin bozulmasiyla stoplaz-
maya ve oradan da hucre disina ¢ikarak kana
gecmesiyle serum enzim aktiviteleri yukselmigtir.
Elde edilen sonu¢ Zaccone, Froebe ve Putnam'in
calismalariyla uyumludur ( 16,17,19).

Karacigerde ALT ve AST enzimlerinin spesi-
fik aktivitelerinin azalmasi, karacigere portal yolla
gelen LAS''n hucre zarlarinin permeabilitesini
bozarak (17,19,20) hucre igcindeki enzimlerin
hucre disina ¢ikarak kana gegmesi ve karaciger
hucrelerindeki enzim aktivitelerinin bu sekilde
kayiplari ile ifade edilebilir. Bagka bir agiklama
ise; enzimlerin LAS tarafindan inhibe edilmesidir
(21). Anyonik deterjanlarin enzim ve hormonlari
denature ettigi bunun deterjanin proteinin amino
gruplari ile kombinasyonundan kaynaklandigi
rapor edilmigtir (17).

Misra ve ark. (19), Cirrhina mrigala turu
baliklari, 0.005 ppm konsantrasyonunda LAS'a
maruz birakarak meydana gelen uyusukluk,
duzensiz yuzme, denge kaybi gibi davranis
bozukluklari, atmosferik havayi yutmada gucluk,
solunumdaki fonksiyon bozukluguna bagh olarak
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fazla mukus salgisi, ciltte koyu renkli pigmentas-
yonlar, 0.03 ppm konsantrasyonunda LAS uygu-
lamasina maruz kalan baliklarda mukoza
hucrelerinin irrite, membran proteinlerinin ise
denature oldugunu rapor etmislerdir.

LAS'In ratlarda metabolik enzimler tizerinde
kronik etkilerini gbsteren arastirmalar ¢ok sinirli
sayida olmakla beraber Lewis (4) suda yasayan
canhlarda LAS'In 0.1mg/L nin konsantrasyonun
Uzerinde kronik toksisite olusturdugunu rapor
etmisgtir.

Bu calismada % 0.0002 oraninda LAS alan
Deneme | grubunun gunluk olarak aldigi LAS
miktari 0.14 mg/kg, % 0.0005 oraninda LAS alan
Deneme Il grubunun 0.35 mg/kg, % 0.001
oraninda LAS alan Deneme Il grubunun
0.70 mg/kg, % 0.003 oraninda LAS alan
Deneme IV grubunun ise 2.1 mg/kg'dir.

Deneme | ve Deneme Il grubu ratlarda kont-
rol grubu ile karsilastirdigimizda alti ay boyunca
serum ve karaciger enzim aktiviteleri istatistiki
acidan dnemli bir degisiklik meydana gelmemesi,
70 kg agirligindaki bir insanin gunde yaklasik
0.18 mg/kg oraninda LAS aldigi dusunuldugunde
bu miktarin viucutta kronik olarak toksik bir etki
olusturmadig! saptanmistir.

Bu calismada LAS'In ratlar igin kronik olarak
toksikolojik etkisi, Deneme Il grubunda ve 120.
gunden sonra baglamis ve 0.70 mg/kg, 2.1mg/kg
dozlarinda 150. gun ile 180. gunlerde de
gorulmustur. Bu sonu¢ Fitzhugh ve ark. (22)'nin
LAS'in kronik toksisitesinin 0.63 mg/kg dozunda
basladigini  belirttikleri calismalari ile de
uyumludur.

Sonug olarak gunde 0.14 mg/kg oranindaki
LAS (%0.0002) ve 0.35 mg/kg oranindaki LAS
(%0.0005) ratlar icin kronik toksisite yonunden
guvenilir bulunmusgtur.

Icme sulari, iyi durulanmayan kaplardaki
yemeklerle ve bircok nedenlerle insanlarin
alabilecegi 0.14 mg/kg ve 0.35 mg/kg 'lik LAS
oranlarinin (22) serum ve karacigerdeki ALT, AST
aktiviteleri Uzerine kronik olarak toksik etki
gostermeyecegi ve gunluk olarak alinan
bu miktarlarin insan saghg icin kronik olarak
toksikolojik bir etkisi olmadigi sonucuna
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varilimistir. Dolayisi ile deterjan formulas-  belirtilen miktarlarinda halk saghg: yonunden bir
yonundaki temel yuzey aktif maddesi olan LAS'In  tehlikesi yoktur.
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