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چكيده

زمینه و هدف: س��نجش الكل در نمونه های زيس��تی مانند خون امروزه حجم وسيعي از ارجاع به آ زمايشگاه سم شناسي قانونی را شامل مي شود. 
تشخيص اتانول در نمونه های خون و تفسير آن يكی از مسائل ضروری در پزشكی قانونی است. عوامل متعدد بيوشيميايی و بيولوژيک بر تغيير 
غلظت اتانول در نمونه های زيستی مؤثرند. قرارگيری نمونه ها در شرايط نامساعد )سپری شدن زمان طولانی تا انجام آزمايش، مقدار ناکافی ماده 
نگهدارنده به نمونه و دمای نامس��اعد( بر روی غلظت اتانول تاثيرگذار اس��ت. هدف از اين مطالعه بررس��ی اثر دما، زمان و ميزان س��ديم فلورايد 

افزوده شده )به عنوان ماده نگهدارنده( بر روی نتايج حاصل از آناليز کمی الكل در نمونه های خون می باشد. 
روش بررس��ی: در اين مطالعه تجربی، از 36 س��ر موش صحرايی نر، نژاد ويس��تار در س��ه گروه دوازده تايی اس��تفاده ش��د. سه ساعت  قبل از 
نمونه گيری به ميزان  3 ميلی ليتر  اتانول )30% با آب مقطر( گاواژ گرديد. به منظور بررسی اثر ماده نگهدارنده سديم فلورايد )غلظت های %0/5، 
1%، 1/5% وزنی– حجمی( ، دما )منهای 8 ، 4 و 25 درجه س��انتی گراد( و زمان )صفر، 10و20 روز بعد از نمونه گيری(، از هر گروه نمونه خون 
one- اتانول مورد سنجش قرار گرفت به منظور ارزيابي نتايج، از آزمون headspace اخذ ش��د و با اس��تفاده از دستگاه گازکروماتوگرافی مجهز به
way ANOVA و پس آزمون های LSD و SNK جهت مقايس��ه گروه ها اس��تفاده ش��د. از روش general liner model و  Repeated measure نيز 

جهت تشخيص تفاوت غلظت ها در زمان هاي مختلف استفاده گرديد.
یافته ها: نتايج نش��ان دادند که در دماهای منهای 8 و 25 درجه س��انتی گراد با سديم فلورايد 1% وزنی– حجمی پس از سپری شدن زمان 10و20 
روز، کاهش غلظت اتانول ديده می شود ولی افزايش يا کاهش غلظت اتانول در دمای 4 درجه سانتی گراد به همراه سديم فلورايد 1% پس از 20 

روز معنی دار نبود. کاهش غلظت اتانول در نمونه های خون دارای غلظت ماده محافظ کمتر، بيشتر بود. 
نتیجه گیری: جهت نگهداری نمونه های خون به منظور بررسی اتانول بهتر است نمونه ها در دمای 4 درجه سانتی گراد قرار گيرد و سديم فلورايد 

به ميزان 1% وزنی- حجمی مورد استفاده واقع شود. 
کلمات کلیدی: خون، اتانول، گاز کروماتوگرافی ،سديم فلورايد، دما و مدت زمان نگهداری   
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مقدمه

سنجش الكل و بررسي سوء مصرف آن امروزه حجم وسیعي از ارجاع ها 
به آ زمایش��گاه سم شناسي قانونی را شامل مي شود. تشخیص اتانول در 
نمونه های خون و تفس��یر آن یكی از مس��ائل ضروری در موارد پزشكی 
قانونی است و نقش مهمی در سرنوشت پرونده های قضایی دارد. عوامل 

متعدد بیوش��یمیایی و بیولوژیك بر غلظت اتانول در نمونه های زیستی 
موثرند. وجود عوامل مداخله گر، تفس��یر نتایج حاصل از آنالیز الكل را با 

مشكل مواجه می کند )1-3(.
دما و مدت زمان نگهداری نمونه های زیستی نقش مهمی در تولید و یا 

از دست رفتن اتانول از نمونه ها ایفا می کند )1،4(. 
Lewis  و همكارانش در س��ال 2004 نشان دادند که فعالیت متابولیك 
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میكروارگانیس��م ها در دم��ای پایین کمتر اس��ت. در نمونه خون، تولید 
 pH ،اس��یدهای ناشی از تخمیر کربوهیدرات ها، اسیدهای آمینه و الكل
نمونه را به س��مت اس��یدی برده و فعالیت میكروارگانیسم های حساس 
به pH کاسته می ش��ود. همچنین در هر نمونه میزان مشخصی از مواد 
مغذی جهت فعالیت میكروارگانیس��م ها وجود دارد و با تمام شدن این 

مواد مغذی میزان الكل در نمونه ثابت خواهد ماند )4(.
مطالعات قبلی نش��ان داده اند که برخی از میكروارگانیسم ها از اتانول به 
عنوان منبع کربن و انرژی اس��تفاده می کنند و این میكروارگانیس��م ها 

می توانند موجب کاهش غلظت الكل اتیلیك در نمونه شوند )5-9(.
Olszowy و همكاران��ش در مطالع��ه ای جهت بررس��ی پای��داری الكل 

اتیلی��ك در زجاجیه دریافتند که قرار دادن نمونه ها به مدت یك ماه و 
س��ه ماه در دمای 4 درجه س��انتی گراد تأثیری در غلظت الكل اتیلیك 
نداشته است و تنها در 8 نمونه از 50 نمونه مورد بررسی پس از سه ماه 

کاهش غلظت الكل اتیلیك گزارش شد )10(.
Amick و همكارانش نش��ان دادند ک��ه تولید اتانول در نمونه هاي خون 

که درون لوله هاي حاوي س��دیم فلوراید جمع آوري و در دماي 4 و8- 
درجه نگهداري مي شوند به وس��یله ساکارومایسز سروویزیه11 کاهش 
یافته اس��ت )11( برخی از محققان نش��ان داده اند که غلظت اتانول در 
نمونه های زیستی در مواردی به جای افزایش، کاهش مي یابد )13،12(.

ب��ا توجه به موارد فوق هدف از این مطالع��ه، تاثیر نگهداری نمونه ها بر 
پای��داری الكل در نمونه های خون، غلظت س��دیم فلوراید که به عنوان 
ماده محافظ و دما می باشند در شرایط دمایی مختلف مورد بررسی قرار 
گرف��ت. در این مطالعه تمامی این تغییرها به صورت همزمان بررس��ی 
ش��ده اند زیرا به نظر می رس��د بعض��ی از این عوام��ل تاثیرگذار بر روی 

غلظت الكل، اثر یكدیگر را تشدید می کنند.

روش بررسی

نمون��ه گیری: در این مطالعه تجربی، 36 س��ر م��وش صحرایی نر نژاد 
ویس��تار ب��ا وزن بین 280 ت��ا 300 گرم ک��ه از محل تهی��ه حیوانات 
تهیه ش��دند در س��ه گروه دوازده تایی قرار داده شد سه ساعت  قبل از 
نمونه گی��ری، 3 میلی لیتر اتانول 30% در آب مقطر گاواژ گردید. بعد از 
3 س��اعت حیوانات را با دی اتیل اتر بیهوش نموده و نمونه خون آن ها 
به صورت مس��تقیم از قلب اخذ گردی��د. به نمونه هاي خون هر کدام از 
12حیوان گروه اول سدیم فلوراید ) به عنوان ماده نگهدارنده( به میزان 
0/5% )وزنی –حجمی( اضافه ش��د، به نمونه هاي خون هر کدام از 12 
حیوان گروه دوم س��دیم فلوراید، به میزان 1% )وزنی –حجمی( اضافه 
ش��د و ب��ه نمونه هاي خون هر کدام از 12 حیوان گروه س��وم، س��دیم 
فلورای��د به می��زان 1/5% )وزنی –حجمی( اضافه ش��د. نمونه خون هر 
کدام از این گروه ها به س��ه قسمت تقسیم گردید و در دماي 8- درجه 
سانتي گراد، 4 درجه سانتي گراد و 25 درجه سانتي گراد نگهداري شدند. 

1 -Sacharomyces Cervisae

نمونه ها در زمان های )صفر، 10و20 روز بعد از نمونه گیری( مورد آنالیز 
اتانول قرار گرفت. 

م��واد و دس��تگاه ها: اندازه گی��ري غلظ��ت ال��كل در خون با دس��تگاه  
 Headspace Gas Chromatography (HS-GC-FID) ساخت کارخانه 

Agilent آمری��كا ک��ه روش مرج��ع اندازه گیري اتانول و س��ایر مواد 
ف��رار در نمونه هاي زیس��تي اس��ت، انجام گردید. دس��تگاه GC، مدل 
 Agilent مدل Headspace مجه��ز به ،Agilent technologies 6890N

technologies 1888، س��تون با مش��خصات JM Scientific با ش��ماره 

کاتالوگ DB-ALC1،1239134 و ب��ه طول30 متر، ضخامت 0/32 و 
قطر 1/8 میكرون می باشد.

شرایط دمایی: دمای دتكتور )FID(، 300 درجه سانتی گراد، دمای آون 
35 درجه سانتی گراد.

س��رعت جریان هیدروژن )H2 flow( 40 میلی لیتر بر دقیقه ، جریان 
 make up flow معادل1/5  و split ratio ،هوا، 400 میلی لیتر بر دقیقه

برابر با 15 میلی لیتر بر دقیقه می باشد. 
اندازه گیري: محلول اس��تاندارد اتانول در رقت ه��ای 0، %0,000195، 
 ،0,003125  ،  %0,00156  ،  %0,00078  ،  %0,00039
 ،%0,2  ،%0,1،   %0,05  ،%0,025  ،%0,0125،  %0,00625
حجمی-حجم��ی    %0,8  ،  %0,7%0,6 و    %0,5  ،%0,4  ،%0,3
)V/V( ب��ا آب دو بار دیونیزه ش��ده تهیه ش��د. که با توج��ه به این که 
 چگال��ی اتان��ول 0.792Kg/L می باش��د غلظت ه��ای آن ها ب��ه ترتیب

  ، 1/235 mg/dl ،0/617 mg/dl، 0/308 mg/dl ،0/154 mg/dl، 0 mg/dl 

 mg/dl ،19/8 mg/dl ،9/9 mg/dl ،4/95 mg/dl،2/475 mg/dl 39/6 و

 mg/dl ،316/8 mg/dl ،237/6 mg/dl،158 mg/dl، 79/2 mg/dl 396 و

mg/dl ، 475/2 mg/dl 554/4 و mg/dl 633/6  می باش��ند. هر کدام از 

رقت های مذکور س��ه بار به دستگاه تزریق شد و میانگین محاسبه شد. 
غلظت الكل نمونه س��طح زیر منحنی توسط دستگاه محاسبه و منحنی 
کالیبراسیون ترسیم گردید. پیك استاندارد به دست آمده از دستگاه در 

شكل زیر نمایش داده شده است.

شکل 1- پیک غلظت 0/2% اتانول

بررسي تاثير دما، زمان و غلظت سدیم فلوراید بر روی نتایج حاصل از آناليز الکل در نمونه هاي خون حيوان موش صحرایی، نژاد ویستار 
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محدوده شناس��ایی )LOD( در این روش 0/1 میلی گرم در دسی لیتر و 
محدوده اندازه گیری LOQ برابر 1میلی گرم در دسی لیتر و میزان الكل 

موجود در خون بر حسب میلي گرم درصد میلي لیتر محاسبه گردید.
محاس��بات آماري: داده های غلظت اتانول در خون بر حسب میلی گرم 
 )mean+SD(درصد محاسبه گردید و به صورت میانگین و انحراف معیار
 one-way را به دس��ت گ��زارش و به منظور ارزیابي نتای��ج، از آزمون
ANOVA و پس آزمون LSD و  SNK جهت مقایس��ه گروه ها استفاده 

ش��د. از روش general liner model و بع��د Repeated measure جهت 
تشخیص تفاوت غلظت در میان زمان هاي مختلف استفاده شد. تمامي 
آزمون ها توس��ط ن��رم افزار 18SPSS انجام ش��ده و اختلاف میانگین ها 
با اس��تفاده از p-value در مقایس��ه با مقدار α که برابر 0,05 می باشد 

معني دار در نظر گرفته شد.

نتايج

ترسیم منحنی کالیبراسیون:
18 نمونه استاندارد به دستگاه تزریق و و بعد از سه بار تزریق هر نمونه  
میانگی��ن و انحراف معیار در هر مورد به دس��ت آمد و س��پس منحنی 

کالیبراسیون ترسیم گردید )نمودار 1(. 
بعد از ترس��یم منحنی کالیبراس��یون، تمام داده های نمونه های تزریق 
ش��ده به دس��تگاه در زمان های صفر، 10 روز بع��د و 20 روز بعد جمع 
آوری ش��دند و میانگین و انحراف از معی��ار آن ها مطابق جدول 1، 2 و 

3 به دست آمد. 
نمونه ها جهت بررس��ی در س��ه گ��روه قرار گرفتند که گروه 1 ش��امل 
نمونه هایی اس��ت ک��ه دارای س��دیم فلورای��د 0/5%، گروه 2 ش��امل 
نمونه هایی است که دارای سدیم فلوراید 1% و گروه 3 شامل نمونه هایی 
است که دارای سدیم فلوراید 1/5% به عنوان ماده نگهدارنده می باشند.

نمونه ه��ای گروه 1 که ش��امل م��اده نگهدارنده 0/5% س��دیم فلوراید 
می باشند ابتدا در زمان صفر غلظت الكل آن ها اندازه گیری شد و سپس 
بعد از انكوباس��یون در دماه��ای 8- و 4 و 25 درجه س��انتی گراد طی 
زمان ه��ای 10 روز و 20 روز بعد مجددا غلظت الكل آن ها اندازه گیری 

شد.
)p<0.05( .تفاوت معنی دار با گروه زمان صفر   a

.)p<0.05( تفاوت معنی دار با گروه زمان 10 روز بعد    b

نمونه های گروه 2 که شامل ماده نگهدارنده 1% سدیم فلوراید می باشند 
ابتدا در زمان صفر غلظت الكل آن ها اندازه گیری ش��د و س��پس بعد از 
انكوباس��یون در دماهای 8- و 4 و 25 درجه سانتی گراد طی زمان های 

جدول 1- میانگین و انح��راف از معیار غلظت الکل در زمان 
صفر، 10 روز و 20 روز بعد در ش��رایط نگهداری 
در دماهای مختلف با غلظت س��دیم فلوراید %0/5  

وزني– حجمي

غلظت اتانول
)mg/dl(

Mean ± SD
)20 روز بعد(

غلظت اتانول
)mg/dl(

Mean ± SD
)10 روز بعد(

غلظت اتانول
)mg/dl(

Mean ± SD
)زمان صفر(

دما

46.75±42.05
a,b

139.25±93.56
a 574.75±280.34 -8°c

62.25±29.60
a,b

219.25±73.40
a 577.25±88.26 4°c

22±6.44
a,b 160.75±116.9

a 440.75±172.29 25°c

نمودار 1- منحني کالیبراسیون استاندارد اتانول )بر حسب میانگین و انحراف معیار(و اندازه سطح زیر منحنی

y = 0.107x ‐ 0.025
R² = 0.999
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10 روز و 20 روز بعد مجددا غلظت الكل آن ها اندازه گیری شد.
)p<0.05( .تفاوت معنی دار با گروه زمان صفر   a

.)p<0.05( تفاوت معنی دار با گروه زمان 10 روز بعد    b

نمونه ه��ای گروه 3 که ش��امل م��اده نگهدارنده 1/5% س��دیم فلوراید 
می باشند ابتدا در زمان صفر غلظت الكل آن ها اندازه گیری شد و سپس 
بعد از انكوباس��یون در دماه��ای 8- و 4 و 25 درجه س��انتی گراد طی 
زمان ه��ای 10 روز و 20 روز بعد مجدداً غلظت الكل آن ها اندازه گیری 

شد.
)p<0.05( .تفاوت معنی دار با گروه زمان صفر   a

.)p<0.05( تفاوت معنی دار با گروه زمان 10 روز بعد    b

بحث و نتيجه گيري

تشخیص الكل در نمونه هاي بیولوژیك یكي از مهم ترین و متداول ترین 
روش هاي آزمون ها در سم شناس��ی قانوني مي باشد. نمونه هاي متداول 
که براي آنالیز الكل مورد اس��تفاده واقع ش��ده اند، معمولاً خون و ادرار 
مي باش��ند. اتانول وقتي در ش��رایط مختلف، نگهداري می شود می تواند 

افزایش و یا کاهش یابد )14،13،5(. 
کاهش غلظت اتانول به چندی��ن فاکتور از جمله مدت زمان نگهداري، 
دم��اي نگه��داري و غلظت س��دیم فلوراید، غلظت اتان��ول و نوع ظرف 

نگهداري بستگي دارد )15(.
دمای نگهداری و مدت زمان نگهداری نمونه نقش مهمی در تولید و یا 

از دست رفتن اتانول از نمونه های زیستی ایفا می کند )1،4(. 
Lewis و همكارانش در س��ال 2004 نشان دادند که فعالیت متابولیك 

میكروارگانیس��م ها در دمای پایین کمتر اس��ت. طبق مطالعه ایشان بر 
روی نمون��ه خون، تولید اس��یدهای ناش��ی از تخمی��ر کربوهیدرات ها، 
اس��یدهای آمینه و الكل pH نمونه را به س��مت اسیدی برده و فعالیت 
میكروارگانیس��م های حساس به pH کاسته می ش��ود. همچنین در هر 
نمونه میزان مش��خصی از مواد مغذی جهت فعالیت میكروارگانیسم ها 
وجود دارد و با تمام ش��دن این مواد مغذی میزان الكل در نمونه ثابت 
خواهد ماند )4(ثابت ماندن میزان الكل تولید شده در فاصله زمانی بعد 
از 20 روز می توان��د بیانگر کاهش فعالیت میكروارگانیس��م ها و یا اتمام 

ذخایر مواد مغذی موجود در نمونه باشد. 
همچنی��ن مطابق با مطالع��ه Kallirroe و همكاران��ش تولید اتانول در 
نمونه ها به ش��دت آلودگی میكروبی نمونه وابس��ته است و می تواند به 
می��زان متغیر صورت گیرد )Olszowy .)16 و همكارانش در مطالعه ای 
بر روی پایداری ال��كل اتیلیك دریافتند که قرار دادن نمونه ها به مدت 
یك ماه و س��ه ماه در دمای 4 درجه سانتی گراد تأثیری در غلظت الكل 
اتیلیك نداش��ت و تنها در 8 نمونه از 50 نمونه پس از س��ه ماه کاهش 

غلظت الكل اتیلیك دیده شد )10(.
کاه��ش غلظت الكل اتیلیك می تواند به دلایل مختلفی صورت گیرد. از 
آن جایی که الكل اتیلیك ماده ای فرار بوده و به جهت ماهیت ساختمانی 
خ��ود در دمای بالا به حالت گاز تبدیل می ش��ود خروج الكل اتیلیك از 
نمونه )با وجود بس��ته بودن کامل درب ظرف( متحمل است. همچنین 
طبق مطالعات گذشته توسط Kugelberg و Jonse علاوه بر تولید اتانول 
در نمونه های زیستی برخی از میكروارگانیسم ها از اتانول به عنوان منبع 
کربن و انرژی استفاده می کنند. این میكروارگانیسم ها می توانند موجب 

کاهش غلظت الكل اتیلیك در نمونه شوند )5-9(.
مطالعات گذشته تأکید کرده اند که اتانول و سایر داروها در نمونه خون 
پس از مدت زمان طولانی در 4 درجه س��انتی گراد ناپایدارند و پایداری 
اتانول در نمونه خون را منوط به استفاده از سدیم فلوراید در این نمونه 

جدول 2- میانگین و انح��راف از معیار غلظت الکل در زمان 
صفر، 10 روز و 20 روز بعد در شرایط نگهداری در 
دماهای مختلف با غلظت سدیم فلوراید 1%  وزني– 

حجمي

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)20 روز بعد(

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)10 روز بعد(

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)زمان صفر(

دما

7.371 ± 10.66
a.b

22.33 ± 84
a 91.55 ± 271.66 c°8-

109.03 ± 162.75 48.71 ± 227 48.61 ± 229.5 c°4

2.00 ± 19.00
a.b

2.82 ± 118.6
a 187.10 ± 437 c°25

ج��دول 3 - میانگین و انحراف از معیار غلظت الکل در زمان 
صفر، 10 روز و 20 روز بعد در ش��رایط نگهداری 
در دماهای مختلف با غلظت س��دیم فلوراید %1/5  

وزني– حجمي

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)20 روز بعد(

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)10 روز بعد(

غلظت اتانول
(mg/dl)

Mean ± SD
)زمان صفر(

دما

227.25±90.1
a,b

403±17.7
a 580±68.26 -8°c

61.75±51.07
a,b

157.75±99.36
a 379±23.49 4°c

69.5±9.51
a,b

207.75±48.93
a

479.25±83.8 25°c
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دانسته اند )17-20(.
در ش��رایط نگهداری نمونه در 4 درجه سانتی گراد از دست رفتن الكل 
از نمونه ها پس از 10 و20 روز در حضور ماده نگهدارنده 1/5% بیش��تر 
از زمانی بود که ماده نگهدارنده 0/5% اس��تفاده شده بود. به عبارتی در 
حض��ور ماده نگهدارنده در دمای 4 درجه س��انتی گراد تعداد بیش��تری 
از نمونه ه��ا از نظر وجود الكل کاهش یافتن��د. بنابراین می توان نتیجه 
گرف��ت که در حضور ماده نگهدارنده س��دیم فلوراید در دمای 4 درجه 
س��انتی گراد تولید اتانول مهار ش��ده و غلظت اتانول از س��طح پایه نیز 

کاهش یافته است.
داده های به دس��ت آمده به تناس��ب تعداد گروه ها توسط آزمون آنالیز 
واریانس یك طرفه و پس آزمون LSD برای بررس��ی تاثیر زمان و ماده 
نگهدارنده به صورت همزمان مورد آنالیز قرار گرفتند که در نهایت س��ه 

مورد جلب توجه نمود:
الف: تفاوت در غلظت تمام نمونه هایی که حاوی 0/5% و 1/5% فلوراید 
ب��ه عنوان ماده نگهدارن��ده بودند بعد از گذش��ت 10 و 20 روز در هر 
دمایی معنی دار بود. بنابراین غلظت های مذکور غلظت مناس��ب جهت 

نگهداری نمونه های خون نمی باشند. 
ب: تفاوت در غلظت نمونه هایی که حاوی س��دیم فلوراید 1% به عنوان 
م��اده نگهدارن��ده بودند پس از گذش��ت 10 و 20 روز پس از نگهداری 

در دمای 8- و 25 درجه س��انتیگراد نسبت به غلظت همان نمونه ها در 
.)p<0.05( زمان صفر معنی دار بود

ج: نمونه هایی که حاوی س��دیم فلوراید 1% به عن��وان ماده نگهدارنده 
بودند و در دمای 4 درجه س��انتیگراد نگهداری ش��ده بودند تفاوت در 

 .)p>0.05( میان میانگین غلظت آن ها معنی دار نبود
برای مقایسه تاثیر 3 حالت نگهداری )زمان صفر، 10 روز بعد و 20 روز 
بع��د( و تأثیر دما به طور همزمان ب��ر روی غلظت الكل از آزمون آنالیز 
واریانس یك طرفه و پس آزمون SNK صورت پذیرفت. با توجه به این 

آزمون در زمان صفر اختلاف معنی داری در بین گروه ها وجود ندارد.
در زمان 10 روز پس از نمونه گیری، در دمای 8- درجه س��انتیگراد، در 
بین گروه های با ماده محافظ 0/5 و 1/5% س��دیم فلوراید تفاوت معنی 
دار دارد)P<0.5(  و در بین گروه های با ماده محافظ 1 و 1/5% س��دیم 
فلورای��د نیز تف��اوت معن��ی دار دارد)P<0.5( . در دمای 4 درجه و 25 
درج��ه هیچ گون��ه تفاوت معنی داری بین میزان ال��كل در گروه های با 

غلظت متفاوت ماده محافظ دیده نشد.
در زمان 10 روز پس از نمونه گیری، در دمای 4 درجه هیچ گونه تفاوت 
معنی داری بین میزان الكل در گروه های با غلظت متفاوت ماده محافظ 
دیده نمی شود. در دمای 25 درجه سانتی گراد، در بین گروه های با ماده 
  )P<0.01(محافظ 0/5 و1/5% سدیم فلوراید تفاوت معنی دار وجود دارد

جدول 4 - میانگین و انحراف معیار غلظت الکل در زمان صفر، 10 روز و 20 روز بعد در شرایط نگهداری در دماهای مختلف 
با غلظت های مختلف سدیم فلوراید 

درصد سديم   دماگروه
mg/dl فلورايد

میانگین غلظت در 
زمان صفر
mg/dl

انحراف از معیار 
زمان صفر

میانگین غلظت در 
زمان 10 روز بعد

mg/dl

انحراف از معیار در 
زمان 10 روز بعد

میانگین غلظت در 
زمان 20 روز بعد

mg/dl

انحراف از معیار در 
زمان 20 روز بعد

1

 -80.5574.75280.34139.2593.5646.7542.05

-81271.6691.558422.3310.667.371

-81.558068.2640317.7227.2590.1

2

40.5577.2588.26219.2573.462.2529.6

41229.548.6122748.71162.75109.03

41.537923.49157.7599.3661.7551.07

3

250.5440.75172.29160.75116.9226.44

251437187.1118.62.82192

251.5479.2583.8207.7548.9369.59.51

 )P<0.5(.در بین گروه های با ماده محافظ 0/5 و 1/5% سدیم فلوراید تفاوت معنی دار دارد ،)در دمای 8- درجه سانتی گراد )گروه 1
 )P<0.5(.در بین گروه های با ماده محافظ 1 و 1/5% سدیم فلوراید تفاوت معنی دار دارد ،)در دمای 8- درجه سانتی گراد )گروه 1

. )P<0.01(در بین گروه های با ماده محافظ 0/5 و1/5% سدیم فلوراید تفاوت معنی دار وجود  دارد  ،)در دمای 25 درجه سانتی گراد)گروه3
 )P<0.01(در بین گروه های با ماده محافظ 1 و 1/5% سدیم فلوراید تفاوت معنی دار وجود  دارد ،)در دمای 25 درجه سانتی گراد )گروه3

احمدرضا حيدری و همکار
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و در بین گروه های با ماده محافظ 1 و 1/5% س��دیم فلوراید نیز تفاوت 
 .)P<0.01( معنی دار وجود  دارد

آنالیز Repeated Measure با کنترل متغیرهای مقدار ماده نگهدارنده و 
دمای نگهداری برروی داده ها صورت پذیرفت. 

نتایج در ش��رایط نگهداری در 8- درجه س��انتی گراد و ماده نگهدارنده 
سدیم فلوراید 1% به شرح ذیل می باشد:

آزمون Mauchly  نش��ان داد پیش فرض Sphericity برقرار نمی باش��د 
)X 2)5( =48/46 Pvalue =0/000(. ل��ذا درج��ه آزادی با اس��تفاده از 
 Greenhouse - Geisser  )∑=0/80( اپس��یلون  برآوردگ��ر  ضری��ب 
 تعیی��ن گردی��د. نتای��ج نش��ان داد ک��ه اثر زم��ان معنی دار می باش��د
)Pvalue =0/000(. یعنی بین غلظت الكل در 3 دوره زماني اندازه گیری 
ش��ده تفاوت معنی داری وجود دارد لیكن بررس��ی trend نشان داد که 

تغییرات غلظت الكل هم از trend درجه 2 تبعیت می کند. 
نتایج در ش��رایط نگه��داری در 4 درجه س��انتی گراد و ماده نگهدارنده 

سدیم فلوراید 1% به شرح ذیل می باشد:
آنالیز نش��ان داد که نتایج تف��اوت چندانی با هم ندارند و اختلاف آن ها 
معنی دار نمی باش��د )Pvalue =0/065(. البته Power مطالعه برای این 
بررس��ی کافی نیست ولی اثر زمان همچنان معنی دار می باشد و غلظت 

الكل در زمان های مختلف متفاوت است. 
نتایج بررس��ی در ش��رایط نگهداری در 25 درجه س��انتی گراد همراه با 

افزدون ماده نگهدارنده سدیم فلوراید 1% به شرح ذیل می باشد:
آزمون Mauchly نش��ان داد پیش فرض Sphericity برقرار نمی باش��د 
)Pvalue=0/000 وX 2)5( =173(. لذا درجه آزادی با استفاده از ضریب 
برآوردگراپسیلون )Greenhouse – Geisser )∑=0/553 تعیین گردید. 
نتایج نشان داد که اثر زمان معنی دار می باشد )Pvalue =0/034(. یعنی 
بین غلظت الكل در 4 دوره زماني مورد بررسی تفاوت معنی داری وجود 

دارد.

همان ط��ور که از نتایج تحقیق حاصل به دس��ت می آی��د، دما، زمان و 
استفاده از ماده محافظ سدیم فلوراید نقش مهمی در تولید و یا از دست 

رفتن اتانول از خون بازی می کنند. 
نتای��ج حاص��ل از تحقی��ق حاضر نش��ان داد که ق��رار دادن نمونه های 
خون در ه��ر دمایی، همراه با غلظت های متفاوت ماده محافظ س��دیم 
 فلورای��د موج��ب کاهش غلظ��ت الكل اتیلی��ك به ص��ورت معنی دار
)Pvalue < 0/05( می گردد. تنها در مورد نگه داری نمونه ها به مدت 20 
روز در دمای 4 درجه س��انتی گراد به همراه ماده محافظ 1% افزایش یا 

 .)Pvalue < 0/744( کاهش غلظت الكل اتیلیك معنی دار نبود

نتيجه گيری

دمای 4 درجه س��انتی گراد و غلظت سدیم فلوراید 1% به عنوان شرایط 
مناس��ب جهت نگه��داری نمونه های خون جهت آنالیز الكل می باش��د 
بنابراین اتانول در غلظت سدیم فلوراید 1% به عنوان ماده نگهدارنده که 
در دماي 4 درجه نگهداري شده است پایدارترین حالت را در مقایسه با 

مواردي که در دماي 8- درجه و دماي اتاق می باشد، دارد. 

تشكر و قدردانی:
ای��ن پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی و پایان نامه کارشناس��ی ارش��د 
سم شناسی دانش��گاه علوم پزشكی ش��یراز انجام پذیرفته است. بدین 
وس��یله از مس��اعدت معاونت های آموزشی و پژوهش��ی دانشگاه علوم 
پزشكی شیراز، دکتر آریا حجازی، مدیر کل وقت پزشكی قانونی استان 
فارس، خانم دکتر مریم حس��ینی، سرپرس��ت وقت آزمایشگاه پزشكی 
قانونی اس��تان فارس، خانم دکتر مریم اخگری ریاس��ت محترم بخش 
سم شناسی، خانم دکتر الهام بزمی و تمامی پرسنل بخش سم شناسی  
مرکز تشخیصی و آزمایشگاهی پزشكی قانونی استان تهران کمال تقدیر 

و تشكر به عمل می آید.
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Abstract

Background: Assessment of alcohol abuse is included a large volume of references to the toxicology laboratory. 
Detection and interpretation of ethanol in blood samples are essential issues in forensic cases, they are important 
goals for courts. There are numerous biochemical and biological processes which may have significant influence 
on ethanol concentrations, conditions of the samples (out of the fridge and passed the test of time, temperature and 
amount of preservative) are effective factors on ethanol concentration. This study was designed to investigate the 
effects of temperature, time, and sodium fluoride (as a preservative) simultaneously over.

Methods: In this experimental study, 36 male Wistar rats were divided into three groups of twelve. Three hours 
before sampling, rates were fed orally with 3 ml of ethanol (diluted with distilled water to one-third).  To investigate 
the effect of sodium fluoride (concentration of 1%, 0.5%, 1.5% w - v), temperature (- 8, 4 and 25° C) and time (zero, 
10 and 20 days after sampling). Blood samples were taken from each group. And ethanol were measured with gas 
chromatography. In order to evaluate the results, the one-way ANOVA test followed by LSD and SNK tests were used 
to compare groups. And Repeated measure of general liner model was used to detect differences in concentration 
among different periods.

Findings: The results showed that at temperatures of -8 and 25° C with protective substances 1 % by weight - 
volume after the elapse of time, 10 and 20 days, reducing the ethanol concentration is seen. Increase or decrease 
of ethanol concentration at 4° C with sodium fluoride, 1% after 20 days was not significant. Decrease of ethanol 
concentration in samples with less protective was more.

Conclusion: To evaluate the concentration of ethanol, it is better to store samples of blood and samples at 4° C 
and sodium fluoride 1%w - v.
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