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Girig

Toksikolojik analizlerde, zehirlerin bulunduklart ortamlardan
1zolasyonlari, seperasyonlar: ve saf halde elde edilmeleri 6nemli ba-
samaklar1 teskil ederler. Zehirlenme olaylarinda, ugucu olmiyan
organik zehirlerin izolasyonu ve identifikasyonu analitik toksikoloji
yoniinden ¢ok gii¢ usulleri gerektirir. Zehirlenmcye sebep olan zchir
spesifik bir madde ise, bu maddenin izolasyonu ve taninmas: kolayca
yapilabilir. Etmeni bilinmiyen zehirlenme ile husule gelen 6lim
vak’asinda zehirlerin rutin olarak aragtirilmasi, zehirlerin identifi-
kasyonuna miisaade cden yeter miktarda yeter derecede saf halde,
keza miimkiin oldugu kadar ¢ok maddenin izolasyonunu temin edecek
bir mectodun kullanilmas: ile yapilir (18). Organik eritkenlere gegen
zehirlerin  ekstraksiyonu i¢in kullanilacak metotlar toksikologun
kigisel tecriibesine ve analize ayiracagi zamammna baghdir (11).

Bu bakimdan, geg¢miste ve hatta bugiin bile klasik STAS (36,
37) ve OTTO (28) ekstraksiyon metodu ve bu metotlarin degistirilmis
sekilleri, ekstraksiyon metodu olarak kullamiimig ve kullamiimaktadir.
STAS-OTTO metodu dokulara, kan, idrar ve bu madde karigimlarina
tatbik edilebilir ve bu durum bu metodun elverigli pozisyonunu
uzun zaman muhafaza etmesini saglamugtic (16).
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Frexmuth (19) ugucu olmiyan organik maddelerin izolasyonun-
da kullamlan klasik STAS-OTTO usuliiniin, ekstrakte edilen zehir-
lerin tamamiyle yabanci maddelerden kurtarilamamasi ve ¢ok sayida
zehirlerin aranmasi - ve taninmasin saghyamamas: gibi yetersizligi
oldugunu ve bu faktorlerden 6tiirii Stas—Otto - analiz metodunda
cesitli modifikasyonlarin (tadillerin) yapildigimni bildirmektedir. -
Klasik Stas—Otto metodunda esash bir degisiklik ALHA ve LIND-
FORS tarafindan yapilmistir. Bu arastiriclar proteinli maddelerin
coktiiriilmesi icin ve organik maddelerin critilmesinde alkol yerine
asctonu kullanmiglardir (1g). Fakat, klasik STAS-OTTO analiz
metodu bugiin bile genig bir sekilde kullamlmaktadir (1, 11).

Bilim ve toksikoloji alanindaki geligmelere paralel olarak, alka-
loitler ve benzeri bazik maddelerin nesiclerden g¢abuk .izolasyonu
icin ekstraksiyon prosediirleri ve alkaloitlerin piirifikasyonu (saf hale
getirilmesi) ve seperasyonlan (4, 6, 7, 13, 14, 15, 21, 23, 32, 41, 43)
keza taninmalar1 (identifikasyonu) ve tayinleri (2, 5, 9, 10, 17, 20,
22, 24, 25, 27, 30 ,31, 33, 35, 30, 40, 44) yeni aragtirmalarin konusu
haline getirilmistir. Metotlarin bazilar1 klasik toksikoloji kitaplarina
girmigtir (1, 3, 42, 45).

Kullanilan yeni tekniklerin baglicalarim kagit ve iyon-miibade-
lesi kromatografisi, elektrofores, infrared ve ultraviyole spektromet-
reler teskil etmektedir (10, 16). Bu yeni tcknikler toksikoloklarin bag
vurduklar: usullerdir (10). Fakat, bugiin toksikolojide kullamilan
modern metotlarin eski metotlarin - yerine kaim olmaktan ziyade,
ekseriya tamamlayici biiyik degerleri vardir (38). MORGAN (26)
idrarda kiigitk miktarlardaki organik zehirlerin tayininde kaglt kro-
matografisi tekmglm uygun bulmaktadir. -

Frelmuth (18) alkaloitlerin dokulardan izolasyonu igin bag
vurulan klasik Stas-Otto tekniginin uzun, yorucu oldugunu, istisnasiz
bityiikk miktarda yabanci maddelerin mevcudiyeti sebebiyle tanima
reaksiyonlarint karigtirdigint  bildirmektedir. '

Akman (1) Stas—Otto usuli ile yapilan muayenede “Siizilen
alkollu siv1, alkaloitleri crimig tartaratlar halinde tagir, fakat siiziilen
sivi ¢ok renklidir. Ciinkii, alkol yaglar, gesitli ckstraktif maddeleri
de eritmigtir. Sivinin ihtiva etmis oldugu bir ¢ok yabanci maddelerden
(safiyetini degistiren maddelerden) kurtarilmasi lazimdir’. Bundan
bagka AKMAN (1) kloroformla yapilan ekstraksiyonda organik
maddclerden higbirisi bulunmadig1 halde bile, saat camlarinda klo-
roformlu hulasa ucuruldukta laktik asidi, sarap asidi ve regineli-
maddelerle, renkli maddclerden bir rusup kalabilir demektedir,
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Zehirlerin tanminmasi1 (identifikasyonu) kendilerine has (spesifik)
renk reaksiyonu, kristal tegckkiilii ve 6zel alkaloit miyarlar ile pre-
sipitasyon deneyleriyle yapilir ve kimyasal usiillerle tanimanin mim-
kiin olmadig: hallerde biyolojik metotlara ve erime noktasi tayini
metotlarina bag vurulur. Bu iglemlerin yapilmas: igin zehirlerin piiri-
fiye bir halde elde edilmecleri gereklidir (42).

AKMAN (1) tarafindan bildirildigi gibi: STAS-OTTO usuliinde
organik eritkenlerle ekstraksiyona hazir duruma getirilen asit — sulu
eriyigin kloroformla yapilan ekstraksiyonunda, ckstraktif renkler
kloroforma gegmekte ve kloroformlu ekstraktin saat camlari veya
beyaz porselen kapsiilde tamamiyle ugurulmasindan sonra da rengin
kalig, zehirlerin taninmasi icin tatbik edilen renk reaksiyonlarini
maskelemektedir. : ‘

Stas—Otto usuliinde bir mahsur tegkil eden ve renk reaksiyon-
larini maskeleyen bu ekstraktif renklerin giderilerek, renk reaksiyon-
larimin daha giivenilir bir sekilde tatbiklerini renksiz kalintilar {izerine
tatbik ‘edebilme olanagini saglamak amaciyle bu ¢aliymamizi yapmig
bulunuyoruz.

Materyal ve Metot

Klasik Stas-Otto toksikolojik analiz metodundaki ekstraktif
renklerin giderilmesi igin yaptigimiz bu ¢alijmamizda analiz mater-
yalimizi, zehirlenme siiphesi ile 6len hayvanlardan alimp toksikolojik
analiz icin kiirsiimiize gonderilen ve toksikolojik analiz sonunda
organik ‘ve inorganik bir zehir tespit edilmemis olan mide-barsak
muhteviyat: ile muhtelif i¢ organlara ait — (karaciger, dalak, kalp,
bobrekler ve akcigerlerden alinmig) — pargalar tegkil etmigtir. Dene-
melerimizde kullamlan ilaglarin baglicalart Antipirin, Asetanilit,
Atropin siilfat, Briisin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Strik-
nin siilfat ve Veratrinden ibaretti.

Organik eritkenlere, 6zellikle asit-sulu stvinin kloroformla yapi-
lan ekstraksiyonunda kloroforma gegen ekstraktif renklerin giderilmesi
bakimindan hazirlanan kromatofrafik kolonlar igin Selayt (Celite)
No. 545 ile, E. Merck Firmasimin hazirlamig oldugu Aluminyum
Oksit Aktif, Asit (Oxyde d’Aluminium active, acide pour le chro-
matographie) kullamlmistir. Denemelerimizde kullanilan kroma-
tografik seperasyon kolonlari asagida anlatilan sekilde hazirlandi.

DAVIDOW COLUMN

Sekilde goriildiigii gibi bu alet iki kissmdan miitesekkildir. Sekil 1.
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Sekil 1.

A - Kromatografik tiip

B — Pckistirme c¢ubugu

C - Musluk

D ~ Swvinin  Dbiriktirildigi cam balon
(Erlenmeyer veya Memeli Erlenmeyer balonu)

Kromatografik tiipiin i¢i 28 mm. ¢apinda ve boyu 400 mm. uzunlu-
gundadir (29). Esass DAVIDOW (12) tarafindan vazedilen bu kro-
matografik seperasyon usulii DDT’nin yagl: ve ekstraktif maddelerden
seperasyonunda genig mlkyasta kullanilmigtir (12, 29).

Selayt (Celite) No. 545 ile Kolonun Hazurlanmast (1 Numarals Ilolon)

30 gram Selayt No. 3545
9 cc. Saf Siilfiirik asit
g cc. Tiiten Siilfirik asit % 15 lik
120 cc. Saf Karbon Tetraklorir
Her bir kolon igin yukarida isim ve miktarlart bildirilen maddeler,
cam bir havan icerisinde devamh bir gekilde karigtirilarak, miitecanis
bir karigm haline getirildi. Kromatografik tiipiin igine miitecanis
kahnhkta bir cam pamugu tabakast kondu ve pekistirme gubugu ile
pekistirildi. Sonra genig delikli bir huni yardimu ile hazirlanan kolon
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mubhteviyat1 kitlesi tiip i¢ine parti parti konuldu (her parti 25 mm.
kalihkta olmahdir) ve cam pckistirme gubugu ile pekistirildi. Kolonun
tist tabakas! tizerine miitecanis kalinhkta yeniden cam pamugu kondu
ve pekistirildi (pekistirme nc ¢ok siki ve ne de ¢ok gevsek olacaktir).
Cam pamuk tabakasinin istiinde 2 mm. kalinhkta karbon tetrakloriir
kalacak sekilde, fazla olan karbon tetrakloriir C muslugu vasitasiyle
ortamdan alindi. Bu sekilde kolon kullanilmaga hazir bir duruma
getirildi.

Aluminyum Oksit Aktif Asit ile Kolonun Hazirlanmas: (2 Numaral:
Kolon)

Yukarida ozellikleri bildirilen cam kolon tipi kullamldi. Kro-
matografik tiip igine kalin ve miitecanis bir tabaka halinde cam pa-
mugu kondu. Keza tiipiin i¢ kutruna gore daire seklinde kesilen siizgeg
kagitlarindan 4 adct ve tekrar cam pamugundan miitecanis bir tabaka
tiip igine yerlestirildi. Damutik su ile 1slatildi ve cam pekistirme cubugu
ile pekistirildi. Bu gekilde hazirlanan tiip igerisine 30 gram Aluminyum
Oksit Aktif, asit konuldu ve tzerine 15 cc. damitik su ilave edildi.
24 saat beklenildi. Ilk konan su musluk vasitasiyle alindi. Kolon
muhteviyatt g defa, her defasinda 50 cc. damutik su ile yikandi. Konan
sulu-sivinin kolondan ge¢isinin hizlandinimas: igin, kolonun alt
ucuna memeli bir Erlenmeyer balonu usuliine gore intibak ettirildi.
Sekil 2. Balon su trompuna baglandi. Gegig.vakum altinda yapild.
Bu sekilde gegis kisa bir siire iginde temin-edilmig oldu.

Her iki kolon muhteviyatinin denen maddeleri, -Antipirin, Ase-
tanilit, Atropin siilfat, Briisin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat,
Striknin siilfat ve Veratrini biinyesinde ali koyup koymadiginin
aragtirilmas: i¢in bu maddelerle hazirlanan solisyonlar tek tek ve
karigm halinde (hepsi bir arada) iken hazirlanan kolonlardan gegi-
rildi. Her iki kolondan gectikten sonra clde edilen asit-sulu sivi,
Stas—Otto toksikolojik analiz metodu basamaklar1 geregince, asit-
sulu ortam  kloroformla ve kalevi-sulu ortam eterle ekstraksiyona
tabi tutuldu ve organik eritkenlerin (kloroformlu ve eterli ckstrak-
tin) bahse konu maddcleri ihtiva ettikleri, maddelere has renk re-
aksiyonlar1 ile kontrol edildi. Maddelere ait renk reaksiyonlar: ile,
mevcudiyetleri tespit olundu.

Yukarida bildirilen denemelerden sonra, ¢aliymamizda kullam-
lan analiz niimineleri iizerine gesitli ilaglar, 6rnegin Antipirin, Ase-
tanilit, Atropin siilfat, Briisin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidrok-
lorat, Striknin siillfat ve Veratrin — (her birisinden 500 mg. ik mik-
tarlar) —katild: ve homojen bir karigim haline getirilen numiineler




Stas-Otto Toksikolojik Analiz Metodunda Kenk Reaksiyonlar: 211

Sekil: 2

Stas-Otto metodu ile analize tabi tutuldu. Bu usiil yoninden gerekli
olan basamaklar (1) takip edilerek elde olunan renkli, berrak asit—suiu
sivi yukarida isimleri bildirilen maddelerle hazirlanan 1 ve 2 numarah
kolonlardan ayri ayri olarak gegirildi. Elde cdilen asit-sulu stvinin
tamamen renksiz, berrak oldugu goriildii. Fakat, renkli, berrak asit—
sulu sivinin Selaytla hazirlanan 1 numarali kolondan gegirilmesinde:
Stas—Otto usulii ile alkolle yapilan ekstraksiyon esnasinda husule
gelen ekstraktif renklerin Selayt tarafindan tutuldugu, elde edilen
sivinin renksiz, berrak oldugu, fakat baglangicta konan miktar kadar
asit-sulu sivinin elde edilmedigi ve 10 cc. lik miktarin kolon mubhte-
viyati Selayt tarafindan tutulmug oldugu ve bu miktarin elde edilmesi
i¢in kolona damitik su ilavesinde, tutulmus bulunan ekstraktif renk-
lerin, elde edilen renksiz, berrak asit-sulu siviya karigti§a ve kolon
muhteviyatinin bulamag haline girdigi goriildii. Halbuki 2 nolu
kolonda bu mahsurlar goriilmedi.

Her iki kolondan elde olunan renksiz, berrak asit-—sulu sivi Stas—
Otto toksikolojik analiz metodu basamaklari geregince, asit-sulu
ortam ilk 6nce kloroformla ekstraksiyona tabi tutuldu. Sonra asit—
sulu ortam %, 10 luk sodyum hidroksit mahliilii ile kalevi yapild1 ve
kalevi —sulu ortamin cterle ekstraksiyonu yapildi. Organik eritken-
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lerin bahse konu maddeleri ihtiva ettikleri, maddelere has renk rcak-
siyonlar1 ile kontrol edildi. Maddelere ait 6zel renk recaksiyonlar ile
mevcudiyetleri tespit cdildi (34, 42, 45).

Dencnen ilaglarin sudaki mabhliilleri ile, ilaglarin katildig1 analiz
meteryalimin Stas—Otto usulii ile yapilan analizinde elde edilen renkl,
berrak asit-sulu sivinin 1 numarall kolondan gegirilmesi esnasinda,

kolon muhteviyatinin hazirlanmasinda kullamlan karbon tetraklo-

riirin biinyesine miiessir maddeleri alip almadig: aragtirildi. Asit-
sulu sivinin kolondan gecerken birlikte siiriikledigi karbon tetraklorir
biriktirme balonunda toplandi. Iki tabaka halindeki renksiz, berrak
karigim bir ayirma hunisi i¢ine kondu. Iki ortam birbirinden ayrilinca,
alt kissmda biriken 30 cc. lik karbon tetrakloriir ayirma hubisinin
muslugu yardimiyle asit-sulu sividan separe edildi. Separe edilen bu
karbon tetrakloriir siiziilerek cam kapakli bir gige igerisine alindi.
Porselen kapsiiller igerisinde su hamamu izerinde uguruldu ve alka-
loitler arandi. Tatbik edilen renk reaksiyonlari sonunda (Miireksit
Reaksiyonu ile) karbon tetrakloriiriin Kafeyin ihtiva ettii tespit
olundu.

Denemelerimiz esnasinda tespit olunan bu hususun teyidi igin
agagidaki deneme yapildi. 10 cc. siringalik kafeyin mabhlili alindi
ve damutik su ile 50 cc. ye ulagtinldi. Uzerine bir damla siilfiirik asit
ilave edildi. Bu karigim bir ayirma hunisi i¢ine kondu ve 3o cc. karbon
tetrakloriir ile kuvvetlice 2 — 3 defa calkalandi. ki ortam tamamiyle
birbirinden ayrildiktan sonra, karbon tetrakloriir tabakasi huninin
alt kismindan siiziilerek beyaz bir porselen kapsiil i¢ine alindi: Ayirma
hunisi i¢inde kalan asit-sulu sivi bu defa 30 cc. kloroformla ekstrak-
siyona tabi tutuldu. Iki ortam tamamiyle birbirinden ayrilinca, kloro-
formlu ekstrakt bagka bir porselen kapsiil i¢ine stzilerek alindi. Her
iki kapsiil muhteviyati su hamam iizerinde uguruldu. Kalintilar
iizerine Miireksit Reaksiyonu tatbik edildi. Her iki porselen kapsiil
icindeki kalintinin Kafeyin oldugu gériildi. SONUQ: Asit ortamda
karbon tetrakloriir ile yapilan ekstraksivonda KAFEYININ karbon tetrak-
loriire gegmekte oldugu bu denememizlede tespit olundu. Bu sekilde literatiirde
rastlayamadigimiz  bir sonuca varmis bulunuyoruz.

Sonuglar

1 — Materyal ve metot kismunda bildirilen analiz materyali
lizerine Antipirin, Asetanilit, Atropin siilfat, Briisin, Fenasetin, Ka-
feyin, Kokain hidroklorat, Striknin siilfat ve Veratrin katildiktan
sonra homojen bir karigm halinc getirilen numiineler Stas-Otto
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toksikolojik analiz metodu ilc muayene edildi. Bu usul yoniinden
gerekli- olan basamaklar takip edilerek elde olunan renkli, berrak
asit-sulu sivinin Selayt No. 545 ile hazirlanan 1 numarah kolondan
gegirilmesinde: ekstraktif renklerin selayt tarafindan tutuldugu ve
elde edilen sivinin renksiz ve berrak oldugu gorildi. Yalmz kolona
konan miktar kadar asit-sulu sivi elde edilemedi. 10 cc. lik miktarin
kolondaki selayt tarafindan tutulmus oldugu ve bu miktarin clde
edilmesi icin kolona damitik su ilavesinde, tutulmus bulunan ekst-
raktif renklerin, renksiz, berrak asit-sulu siviya kanstigi ve kroma-
tografik tiip igindeki seperasyon kolonunun bulamag haline girdigi
goriildi. Tekrarlanan dencmeler sonunda, Selaytla hazirlanan 1
Numarali kolonun, ckstraktif renklerin giderilmesi yoniinden pratik
olamiyacag kanisina varildi. '

2 — STAS-OTTO analiz metodu basamaklarn uygulanarak
cide olunan renkli, berrak asit-sulu sivi ve denenen ilaglarin sudaki
soliisyonlarinin 1 Numarah kolondan gecirilmesi esnasinda, Kafeyinin
bir kisminin kolon muhteviyatinin hazirlanmasinda kullanilan karbon
tetrakloriire gegmekte oldugu goriildi. Bu gozlem materyal ve metot
kisminda bildirilen deneme ile tarafimizdan teyit edildi.

3 — lIcerisinde Antipirin, Asetanilit, Atropin siilfat, Brisin,
Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Striknin siilfat ve Veratrin
bulunan sulu soliisyonlar 2 numaral: kolondan gegirildikte : Alu-
minyum Oksit Aktif Asidin bu maddecleri biinyesinde ali koymadigi,
. elde edilen (konan miktar kadar) asit-sulu sivimn Stas-Otto usuld
basamaklar1 geregince organik critkenlerle yapilan ckstraksiyonlar
sonunda, kloroformlu ve eterli ekstraktin ugurulmasindan sonra
tatbik edilen renk reaksiyonlar: ile bildirilen maddelerin tespiti sonucu
anlagildi.

4 — Materyal ve metot kisminda bildirilen kiyilmig organ par-
calarindan ibaret analiz metaryali iizerine isimleri bildirilen ilaglarin
katilmas: ile elde olunan materyal STAS-OTTO muayenc teknigi
ile analize tabi tutuldu. Elde olunan renkli, berrak asit—sulu sivinin
2 Numarali kolondan gegirilmesinde: ekstraktif renklerin kolon muh-
viyat: tarafindan tamamiyle tutuldugu ve elde olunan sivinin renksiz,
berrak oldugu goriildii. Kolona konan ilk miktar kadar asit-sulu siv1
elde edildi. Asit-sulu sivinin kolondan gegirilisi vakum altinda kisa
bir siire icinde saglandi. Elde olunan renksiz, berrak sivi asit reak-
siyonlu iken kloroformla ve kalevi reaksiyonlu yapildiktan sonra
eterle ekstraksiyona tabi tutuldu. Isimleri bildirilen maddelere ait
renk reaksiyonlar1 ile kloroformlu ekstraktin Antipirin, Asetanilit,
Fenasetin ve Kafeyih, eterli ekstraktin ise: Atropin silfat, Brisin,




214 , A. Nazim Ozkazanc
Kokain hidroklorat, Striknin siilfat ve Veratrin ihtiva ettigi tespit
olundu.

Tartisma

STAS-OTTO usuli ile yapilan analizlerde, uygulanan muhtelif
basamaklar esnasinda (zchirlerin tecridi ve saflagtirilmasi) proteinli
maddeler, yag, recineli cisimler ortamdan giderilmekte, fakat alkolle
ekstraksiyonda, muhtelif doku ve mide muhteviyati maddelerinden
ekstrakte olan ekstraktif renkler nihayi asit-sulu sivida kalmaktadir.
Bu ckstraktif renkler, asit-sulu sivimin kloroformla yapilan ckstrak-
siyonunda kloroformlu ckstrakta ge¢cmekte ve kloroformlu ekstraktin
ucurulmasindan sonra, zehirlerin taninmasi bakimindan tatbik edilen
renk reaksiyonlarini maskelemektedir.

STAS (36) “Alkaloitler tizerinde yapilacak mediko-legal aras-
tirmalarda hayvani komirin renkli sivilarin renksizlestirilmesinde
kullamilmasina miiracaat cdilmemesini, zira hayvani kémir renkli
ve kokulu maddeleri teksif ederken alkaloitleri de tutacagindan, siipheli
sivida bulunan alkaloitlerin kaybina sebep olacagini’ bildirmcktedir.

Klasik STAS-OTTO analiz metodu ge¢gmigste oldugu gibi, bugiin
bile organik ve sentctik zehirlerin izolasyonu ve taninmasi igin bag
vurulan ve kullanilan bir metotdur (1, 11). Kirsiimiizde de bu metot
ile yillarca analizler yapilmig ve yapilmaktadir. Kloroformlu ekstrakt
icinde bulunan zehirlerin identifikasyonunda bas vurulacak renk
reaksiyonlarini karngtiran ekstraktif renklerin giderilmesi bakimindan
elde olunan asit-sulu sivi, Selayt ve Aluminyum Oksit Aktif asit ile
hazirlanan kolonlardan gegirildi.

Selayt kromatografik ¢aliymalarda, kromatografik scparasyonlar-
da kullanilan énemli bir kolon dayanak maddesidir (8). Fakat selayt
ve diger tesirsiz dayanak maddeleri toksikolojik galiymalardan ziyade
bitki ekstraktlar1 ve ilag preparatlart iginde bulunan maddelerin
boliimsel kromatografik ayrilmas: caligmalarinda faydalidir (16).
KLOHS, DRAPPER, KELLER ve PETRACEK (23) asit selayt
kolonunu - Rauwolfia canescens’den Reserpinin  scparasyonunda
kullanmiglardir. Bundan baska HEUERMAN ve¢ LEVINE (21)
tampone edilmis sclayt kolonunu Kodein, Kafeyin ve Antihistaminik
ilaglar1 ayirmada kullanmuglar ve elde ettikleri kissmlarda spektro-
fotometre il¢ bu ilaglarin mevcudiyetini tespit etmiglerdir. SCHILL
ve AGREN (32) kisimlara ayirma kromatografiyi belladon preparat-
larimin tayininde kullanmiglardir.
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Biz bu gal'1§mamlz ile, Selayt (Celite) No. 545 ile hazirladigimiz
1 Numarali kolonu: ekstraktif renklcrin tutulmasi ve neticede kolona
konan renkli, berrak asit-sulu sivi miktar:t kadar renksiz, berrak bir
asit-sulu siv1 elde edilmesi bakimindan maksada uygun bulamadik.

Renkli, berrak asit-sulu sivinin 1 Numaral: kolondan gegirilmesi
esnasinda ortamda bulunan Kafeyinin bir kissminin kolon muhtevi
yatimn hazirlanmasinda kullanilan karbon tetrakloriire geg¢mekte
oldugunu gordiik.

Halbuki clde olunan renkli, berrak asit—sulu sivinin Aluminyum
Oksit Aktif asit ile hazirlanan kolondan gecirilmesinde: ekstraktif
renklerin tutulmas: ile tamamiyle pirifiye edilmis ve kolondan gegiri-
len miktarda renksiz, berrak asit-sulu sivi elde ettik. Bu elde edilen
asit-sulu siv1 kloroformla ekstraksiyona tabi tutuldu ve kloroformlu
ekstraktin ugurulmasindan sonra, renksiz kalintilar lzerinde renk
reaksiyonlarimin tatbik edilebilme olanag saglandi.

N ’ Ozet

Klasik STAS-OTTO toksikolojik metodunun icabi olan gerekli
basamaklar takip edilerek, organik eritkenlerle ekstraksiyona hazir
duruma getirilen asit-sulu sivinin kloroformla yapilan ckstraksiyonun-
da kloroforma gecerck, tatbik edilen renk reaksiyonlarim maskeleyen
ekstraktif renklerin giderilmesi i¢in yapugimiz bu ¢aligma sonunda:

1 — Selayt (Celite) No. 545 ile hazirlanan 1 Numarali kroma-
tografik separasyon kolonunun, ekstraktif renklerin separasyonu
bakimindan maksada uygun olmadigini

2 — Caligmalarimiz esnasinda yaptigimiz ek deneme sonunda: Ka-
feyin ihtiva eden asit-sulu sivinin karbon tetrakloriir ile yapilan
ekstraksiyonunda, ortamda bulunan Kafeyinin bir, kisminin karbon
tetrakloriir gecmekte oldugunu

3 — Alimunyum Oksit Aktif asit ilc hazirlanan 2 Numaral
Kolonun, ekstraktif renklerin separasyonu bakimindan maksada
uygun oldugunu

4 — Renkli, berrak asit-sulu sivinin 2 Numarali kolondan gegi-
rilmesi esnasinda, denenen maddelerin Antipirin, Asctanilit, Atropin
siilfat, Briisin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Striknin siilfat
ve Veratrinin Aluminyum Oksit Aktif asit tarafindan tutulmadiginin
elde olunan renksiz, berrak asit-sulu sivinin kloroform ve eterle yapilan
ckstraksiyonunda elde olunan kloroformlu ve eterli ekstraktin ugurul-
mast sonunda tatbik edilen renk reaksiyonlan ile tespit edildigini
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5 — Renk reaksiyonlarini maskeleyen ckstraktif renklerin or-
tamdan separasyonu bakimindan, elde olunan nihayi asit-sulu sivinin
kloroformla ckstraksiyonu yapilmadan énce Aluminyum Oksit Aktif
. asit ile hazirlanan 2 Numaral: kolondan gegirilmesinin zehirlerin
identifikasyonu bakimindan gerekli olan renk reaksiyonlarinin giive-
nilir bir tarzda renksiz kalintilar iizerine tatbik olanagim saglamig
oldugunu tespit etmis bulunuyoruz.

Summary

Investigations of the Separation of the Extractive Colors
which Interfere with the Color Reactions in the Identification
of Poisons by the Classical STAS-OTTO Toxicological Analy-
tical Method: '

For the identification of a poison, it should be obtained in a
relative state of purity which gives its specific color, crystal, ot pre-
cipitation reactions with the test chemicals. . -

One of the disadvantages of the Classical STAS-OTTO anal-
ytical procedure is the difficulty of obtaining clear-cut purification
and separation of poisons (18, 19). However, the STAS-OTTO
method is still used in the separation of alkaloids and related bases
(1, 11).

The following drugs, such as Antipyrine, Acetanilid, Atropine
sulfate, Brucine, Caffeine, Cocainc hydrochloride, Phenacetine (Ace-
tophenetidin), Strychnine sulfate and Veratrine were used in our
experiments. 500 mg. of each of these drugs were added to the minced
specimens such as organs and stomach contents, and placed in a
flask of suitable size. A sufficient amount of alcohol was added, and

the mixture was acidified with 5 per cent tartaric acid solution and
analyzed by the Classical STAS-OTTO method.

Although the final aqueous acid solution was freed from its fats,
resins and proteins, it still contained extractive colors which interfere
with subsequent identification procedure by color reactions with the
test chemicals. In order to separate the extractive colors from the
aqueous acid solution two different chromatographic columns were
used in our experiments.

Celite No. 545 was used for preparing Column Number 1, and
Aluminium Oxidc active, acidic for chromatography for Column
Number 2. Column Number 1 was prepared with the chemicals as
shown in the following formula.
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.

g0 gram Cclite No. 545

9 ml. Sulfuric acid C.P.

g ml. Fuming Sulfuric acid 15 per cent
120 ml. Carbon tetrachloride C. P.

The other Column, Column Number 2 was prepared with Aluminium
Oxide active, acidic for chromatography. 3o gram Aluminium Oxide
active, acidic and 15 ml. distilled water was used for each colunm.

Packing of the column tubes requires a special procedure, since
" satisfactory results are not usually obtained if the chromatogram
tubes arc simply filled slurry.

After the scparation of extractive colors from the. aqueous acid
solution the solvent-extraction steps were efficiently accomplished
by using liquid-liquid extractors with a capacity of 50 ml. of aqueous
solution. In each group go ml. solvent was used. However, a simple
shaking procedure was also used by employing three 30 ml. portions
of solvent. The aqueous acid solution was extracted three times with
chloroform. The remaining aqueous acid solution after the chloroform
extraction was made alkaline with 10 per cent sodium hydroxide
solution and re-extracted with ether. Practically all the free alkaloids
were extracted with ether in this step.

The identification of the drugs present in the eluates were accomp-
lished by color reactions with the chemical tests. Caffeine, Acetanilid,
Antipyrinc and Phcnacetine extracted from the aqucous acid solution
with chloroform, and Veratrine, Brucine, Atropine sulfate, Cocaine
hydrochloride and Strychnine sulfate extracted from the aqueous
alkaline solution with ether were identified with color reactions by
chemical tests.

This procedure for the separation of the extractive colors from
the final aqueous acid solution that obtained in the Classical STAS—
OTTO analytical method was first employed bu us.

The results reported in this paper indicate that Column Number
2 was found very convenicnt for the separation of extractive colors
from the final aqucous acid solution, but Column Number 1 was
not.
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