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Giriş

Toksikolojik analizlerde, zehirlerin bulundukları ortamlardan
izolasyonları, seperasyonları ve saf halde elde edilmeleri önemli ba-
samakları teşkil ederler. Zehirlenme olaylarında, uçucu olmıyan
organik zehirlerin izolasyonu ve identifikasyonu analitik toksikoloji
yönünden çok güç usulleri gerektirir. Zehirlenmeye sebep olan zehir
spesifik bir madde ise, bu maddenin izolasyonu ve tanınması kolayca
yapılabilir. Etmeni bilinmiyen zehirlenme ile husule gelen ölüm
vak'asında zehirlerin rutin olarak araştırılması, zehirlerin identifi-
kasyonuna müsaade eden yeter miktarda yeter derecede saf halde,
keza mümkün olduğu kadar çok maddenin izolasyonunu temin edecek
bir metodun kullanılması ile yapılır (ı8). Organik eritkenlere geçen
zehirlerin ekstraksiyonu için kullanılacak metotlar toksikoloğun
kişisel tecrübesine ve analize ayıracağı zamanına bağlıdır (I r).

Bu bakımdan, geçmişte ve hatta bugün bile klasik STAS (36,
37) ve OTTO (28) ekstraksiyon metodu ve bu metotların değiştirilmİş
şekilleri, ekstraksİyon metodu olarak kullanılmış ve kullanılmaktadır.
STAS-OTTO metodu dokulara, kan, idrar ve bu madde karışımlarına
tatbik edilebilir ve bu durum bu metodun elverişli pozisyonunu
uzun zaman muhafaza etmesinİ sağlamıştır (r 6).
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Freımuth (I 9) uçucu olmıyan organik maddelerin izolasyonun-
da kuııanılan klasik STAS-OTTO usulünün, ekstrakte edilen zehir-
lerin tamamiyle yabancı maddelerden kurtarılamaması ve çok sayıda
zehirlerin aranması, ve tanınmasını sağlıyamaması gibi yetersizliği
olduğunu ve bu faktörlerden ötürü Stas-Otto. analiz metodqnda
çe~itli modifikasyonların (tadiııerin) yapıldığını bildirmektedir. "
Klasik Stas-Otto metodunda esaslı bir deği~iklik ALHA ve LIND-
FORS tarafından yapılml~tlr. Bu ara~tırıcılar proteinli maddelerin
çöktürülmesi için ve organik maddelerin eritilmesinde alkol yerine
asetonu kuııanmı~lardır (I 9). Fakat, klasik STAS-OTTO analiz
metodu bugün bile geni~ bir ~ekilde kuııanılmakt~dır (I, i ı).

Bilim ve toksikoloji 'alanındaki geli~melere paralel olarak, alka-
loitler ve benzeri bazik maddelerin nesiçlerden çabuk, izolasyonu .
için ekstraksiyon prosedürleri ve. alkaloitlerin pürifikasyonu (saf hale
getirilmesi) ve seperasyonları (4,6, 7, 13, .14, 15,21,23,32,41,43)
keza tanınmaları (identifikasyonu) ve tayinleri (2, 5, 9, ıo, 17, 20,
22, 24, 25, 27, 3° ,31, 33, 35, 39, 4°, 44) yeni ara~tırmaların konusu
haline getirilmi~tir. Metotların bazıları klasik toksikoloji kitaplarına
girmi~tir (I, 3, 42, 45).

Kuııanılan yeni tekniklerin ba~lıcalarını kağıt ve iyon-mübade-
lesi kromatografisi, elektrofores, infrared ve ultraviyole spektromet-
reler te~kil etmektedir (I o, 16). Bu yeni teknikler toksikolokı::ı.rınbaş
vurdukları usullerdir (10). Fak~t, bugün toksikolojide kullanılan
modern rhetotların eski metotların yerine kaim olmaktan ziyade;
ekseriya tamamlayıcı büyük değerleri vardır (38)~ MORGAN (26)
idrarda küçük miktarlardaki organik zehirlerin tayininde kağıt kro-
rhatografisi tekniğini uygun bulmaktadır.

Freımuth (I 8) alkaloitlerin dokulardan izolasyonu için ba~
vurulan klasik Stas-Otto tekniğinin uzun, yorucu olduğunu, istisnas'ız
büyük miktardi!- yabancı maddelerin mevcudiyeti sebebiyle tanıma
reaksiyonlarını karı~tırdığını bildirmektedir. '

Akman (I) Stas-Otto usulü ile yapılan muayenede"Süzülen
alkoııu sıvı, alkaloitleri erimi~ tartaratlar halinde ta~ır, fakat süzülen
sıvı çok renklidir. Çünkü, alkol yağları, çe~itli ekstraktif maddeleri
de eritmi~tir. Sıvının ihtiva etmi~ olduğu bir çok yabancı maddelerden
(safiyetini deği~tiren maddelerden) kurtarılması lazımdır". Bundan
ba~ka AKMAN (I) kloroformla yapılan ekstraksiyonda organik
maddelerden hiçbirisi bulunmadığı halde bile, saat camlarında klo-
roformlu hulasa uçuruldukta laktik asidi, şarap asidi ve reçincli
maddelerle, renkli maddelerden bir rusup kalabilir demektedir.
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Zehirlerin tanınması (identifikasyonu) kendilerine has (spesifik)
renk reaksiyonu, kristal teşekkülü ve özel alkaloit miyarları ile pre-
sipitasyon deneyleriyle yapılır ve kimyasal usüllerle tanımanın müm-
kün olmadığı hallerde biyolojik metotlara ve erime noktası tayini
metotlarına baş vurulur. Bu işlemlerin yapılması için zehirlerin püri-
fiye bir halde elde edilmeleri gereklidir (42).

AKMAN (I) tarafından bildirildiği gibi: STAS-OTTO usulünde
organİk eritkenlerle ekstraksiyona hazır duruma getirilen asit - sulu
eriyiğin kloroformla yapılan ekstraksiyonunda, ekstraktif renkler
kloroforma geçmekte ve kloroformlu ekstraktın saat camları veya
beyaz porselen kapsülde tamamiyle uçurulmasından sonra da rengin
kalışı, zehirlerin tanınması için tatbik edilen renk reaksiyonlarını
maskelemektedir.

Stas-Otto usulÜnde bir mahsur teşkil eden ve renk reaksiyon-
larını maskeleyen bu ekstraktif renklerin giderilerek, renk reaksiyon-
larının daha güvenilir bir şekilde tatbikierini renksiz kalıntılar üzerine
tatbik 'edebilme olanağını sağlamak amaciyle bu çalışmamızı yapmış
bulunuyoruz.

~ateryaı ve ~etot

Klasik Stas-Otto toksikolojik analiz metodundaki ekstraktif
renklerin giderilmesi için yaptığımız bu çalışmamızda analiz mater-
yalimizi, zehirlenme şüphesi ile ölen hayvanlardan alınıp toksikolojik
analiz için kürsümüze gönderilen ve toksikolojik analiz sonunda
organik ve inorganik bir zehir tespit edilmemiş olan mide~barsak
muhteviyatı ile muhtelif iç organlara ait - (karaciğer, dalak, kalp,
böbrekler ve akciğerlerden alınmış) - parçalar teşkil etmiştir. Dene-
melerimizde kullanılan ilaçların başlıcaları Antipirin, Asetanilit,
Atropin sülfat, Brüsin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Strik-
nin sülfat ve Veratrinden ibaretti.

Organik eritkenlere, özellikle asit-sulu sıvının kloroformla yapı-
lan ekstraksiyonunda kloroforma geçen ekstraktif renklerin giderilmesi
bakımından hazırlanan kromatofrafik kolonlar için Selayt (Celite)
No. 545 ile, E. Merck Firmasının hazırlamış olduğu Aluminyum
Oksit Aktif, Asit (Oxyde d' Aluminium active, acide pour le chro-
matographie) kullanılmıştır. Denemelerimizde kullanılan kroma-
tografik seperasyon kolonları aşağıda anlatılan şekilde hazırlandı.

DAVIDOW COLUMN
Şekilde görüldüğü gibi bu alet iki kısımdan müteşekkildir. Şekil I.
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Şekil ı.

A - Kromatografik tüp
B - Pekiştirme çubuğu
C - Musluk
D- Sıvının biriktirildiği cam balon

(Erlenmeyer veya Memeli Erlenmeyer balonu)

Kromatografik tüpün içi 28 mm. çapında ve boyu 400 mm. uzunlu-
ğundadır (29). Esası DAVIDOW (12) tarafından vazedilen bu kro-
matografik seperasyon usulü DDT'nin yağlı ve ekstraktif maddelerden
seperasyonunda geniş mik yas ta kullanılmıştır ( i 2, 29).

Selayl (Celile) No. 545 ile Kolonun Hazırlanması (I Numaralı Kolon)

30 gram Selayt No. 545
9 cc. Saf Sülfürik asit
9 cc. Tüten Sülfürik asit % i 5 lik

i 20 cc. Saf Karbon Tetraklorür
Her bir kolon için yukarıda isim ve miktarları bildirilen maddeler,
cam bir havan içerisinde devamlı bir şekilde karıştırılarak, mütecanis
bir karışım haline getirildi. Kromatografik tüpün içine mütecanis
kalınlıkta bir cam pamuğu tabakası kondu ve pekiştirme çubuğu ile
pekiştirildi. Sonra geniş delikli bir huni yardımı ile hazırlanan kolon
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muhteviyatı kitlesi tüp içine parti parti konuldu (her parti 25 mm.
kalınlıkta olmalıdır) ve cam pekiştirme çubuğu ile pekiştirildi. Kolonun
üst tabakası üzerine mütecanis kalınlıkta yeniden cam pamuğu kondu
ve pekiştirildi (pekiştirme ne çok sıkı ve ne de çok gevşek olacaktır).
Cam pamuk tabakasının üstünde 2 mm. kalınlıkta karbon tetraklorür
kalacak şekilde, fazla olan karbon tetraklorür C musluğu vasıtasiyle
ortamdan alındı. Bu şekilde kolon kullanılmağa hazır bir duruma
getirildi.

Aluminyum Oksit Aktif Asit ile Kolonun Hazırlanması (2 Numaralı
Kolon)

Yukarıda özellikleri bildirilen cam kolon tüpü kullanıldı. Kro-
matografik tüp içine kalın ve mütecanis bir tabaka halinde cam pa-
muğu kondu. Keza tüpün iç kutruna göre daire şeklinde kesilen süzgeç
kağıtlarından 4 adet ve tekrar cam pamuğundan mütecanis bir tabaka
tüp içine yerleştirildi. Damıtık su ile ıslatıldı ve cam pekiştirme çubuğu
ile pekiştirildi. Bu şekilde hazırlanan tüp içerisine 1° gram Aluminyum
Oksit Aktif, asit konuldu ve üzerine ı5 cc. damıtık su ilave edildi.
24 saat beklenildi. tık konan su musluk vasıtasiyle alındı. Kolon
muhteviyatı 3 defa, her defasında 50 cc. damıtık su ile yıkandı. Konan
sulu-sıvının kolondan geçişinin hızlandırılması için, kolonun alt
ucuna memeli bir Erlenmeyer balonu usulüne göre intibak ettirildi.
Şekil 2. Balon su trompuna bağlandı. Geçiş vakum altında yapıldı.
Bu şekilde geçiş kısa bir süre içinde temin' edilmiş oldu.

Her iki kolon muhteviyatının denen maddeleri, Antipirin, Ase-
tanilit, Atropin sülfat, Brüsin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat,
Striknin sülfat ve Veratrini bünyesinde alı koyup koymadığının
araştırılması için bu maddelerle hazırlanan solüsyonlar tek tek ve
karışım halinde (hepsi bir arada) iken hazırlanan kolonlardan geçi-
rildi. Her iki kolondan geçtikten sonra elde edilen asit-sulu sıvı,
Stas-Otto toksikolojik analiz metodu basamakları gereğince, asit-
sulu ortam kloroformla ve kalevi-sulu ortam eterle ekstraksiyona
tabi tutuldu ve organik eritkenlerin (kloroformlu ve eterli ekstrak.
tın) bahse konu maddeleri ihtiva ettikleri, maddelere has renk re-
aksiyonları ilc kontrol edildi. Maddelere aİt renk reaksiyonları ile.
mevcudiyetleri tespit olundu.

Yukarıda bildirilen deneınelerden sonra, çalışmamızda kullanı-
lan analiz nümüneleri üzerine çeşitli ilaçlar, örneğin Antipirin, Ase-
tanilit, Atropin sülfat, Brüsin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidrok-
lorat, Striknin sülfat ve Veratrin - (her birisinden 500 mg. lık mik-
tarlar) -katıldı ve homojen bir karışım haline getirilen numüneler
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Şekil: 2

Stas-Otto metodu ile analize tabi tutuldu. Bu usül yönünden gerekli
olan basamaklar (I) takip edilerek elde olunan renkli, berrak asit-sulu
sıvı yukarıda isimleri bildirilen maddelerle hazırlanan i ve 2 numaralı
kolonlardan ayrı ayrı olarak geçirildi. Elde edilen asit-sulu sıvının
tamamen renksiz, berrak olduğu görüldü. Fakat, renkli, berrak asit-
sulu sıvının Selaytla hazırlanan i numaralı kolondan geçirilmesinde:
Stas-Otto usulü ilc alkolle yapılan ekstraksiyon esnasında husule
gelen ekstraktif renklerin Selayt tarafından tutulduğu, elde edilen
sıvının renksiz, berrak olduğu, fakat başlangıçta konan miktar kadar
asit-sulu sıvının elde edilmediği ve Lo cc. lik miktarın kolon muhte-
viyatı Selayt tarafından tutulmuş olduğu ve bu miktarın elde edilmesi
için kolona damıtık su ilavesinde, tutulmuş bulunan ekstraktif renk-
lerin, elde edilen renksiz, berrak asit-sulu sıvıya karıştığı ve kolon
muhteviyatının bulamaç haline girdiği. görüldü. Halbuki 2 nolu
kolonda bu mahsurlar görülmedi.

Her iki kolondan elde olunan renksiz, berrak asit-sulu sıvı Stas-
Otto toksikolojik analiz metodu basamakları gereğince, asit-sulu
ortam ilk önce kloroformla ekstraksiyona tabi tutuldu. Sonra asit-
sulu ortam % ıo luk sodyum hidroksit mahlülü ile kalevi yapıldı ve
kalevi -sulu ortamın eterle ekstraksiyonu yapıldı. Organik eri tken-
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lerin bahse konu maddeleri ihtiva ettikleri, maddelere has renk reak-
siyonları ile kontrol ediidi. Maddelere ait özel renk reaksiyonları ile
mevcudiyetleri tespit edildi (34, 42, 45).

Denenen ilaçların sudaki mahlülleri ile, ilaçların katıldığı analiz
meteryalının Stas-Otto usulü ile yapılan analizinde elde edilen renkli,
berrak asit-sulu sıvının i numaralı kolondan geçirilmesi esnasında,
kolon muhteviyatının hazırlanmasında kullanılan karbon tetraklo-
rürün bünyesine müessir maddeleri alıp almadığı araştırıldı. Asit-
sulu sıvının kolondan geçerken birlikte sürüklediği karbon tetraklorür
biriktirme balonunda toplandı. tki tabaka halindeki renksiz, berrak
karışım bir ayırnıa hunisi içine kondu. tki ortam birbirinden ayrılınca,
alt kısımda biriken 3° cc. lik karbon tetraklorür ayırma hubisinin
musluğu yardımiyle asit-sulu sıvıdan separe edildi. Separe edilen bu
karbon tetraklorür süzülerek cam kapaklı bir şişe içerisine alındı.
Porselen kapsüller içerisinde su hamamı üzerinde uçuruldu ve alka-
loitler arandı. Tatbik edilen renk reaksiyonları sonunda (Müreksit
Reaksiyonu ile) karbon tetraklorürün Kafeyin ihtiva ettiği tespit
olundu.

Denemelerimiz esnasında tespit olunan bu hususun teyidi için
aşağıdaki deneme yapıldı. io cc. şırıngalık kafeyin mahlülü alındı
ve damıtık su ile 50 cc. ye ulaştırıldı. Üzerine bir damla sülfürik asit
ilave edildi. Bu karışım bir ayırma hunisi içine kündu ve 30 cc. karbon
tetraklorür ile kuvvetlice 2 - 3 defa çalkalandı. tki ortam tamamiyle
birbirinden ayrıldıktan sonra, karbon tetraklorür tabakası huninin
alt kısmından süzülerek beyaz bir porselen kapsül içine alındı: Ayırma
hunisi içinde kalan asit-sulu sıvı bu defa 30 cc. kloroformla ekstrak-
siyona tabi tutuldu. tki ortam tamamiyle birbirinden ayrılınca, kloro-
formlu ekstrakt başka bir porselen kapsül içine süzülerek alındı. Her
iki kapsül muhteviyatı su hamamı üzerinde uçuruldu. Kalıntılar
üzerine Müreksit Reaksiyonu tatbik edildi. Her iki porselen kapsül
içindeki kalıntının Kafeyin olduğu görüldü. SONUÇ: Asit ortamda
karbon tetraklorür ile yapılan ekstraksiyonda KAFErlNİN karbon tetrak-
lorüre geçmekte olduğu bu denememizlede tespit olundu. Bu şekilde literatürde
rastlayamadığımız bir sonuca varmış bulunuyoruz.

Sonuçlar

i - Materyal ve metot kısmında bildirilen analiz materyali
üzerine Antipirin, Asetanilit, Atropin sülfat, Brüsin, Fenasetin, Ka-
[eyin, Kokain hidroklorat, Striknin sülfat ve Veratrİn katıldıktan
sonra homojen bir karışım haline getirilen numüneler Stas-Otto
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toksikolojik analiz me.todu ile muayene edildi. Bu usul yönünden
gerekli. olan basamaklar takip edilerek elde olunan renkli, berrak
asit-sulu sıvının Selayt No. 545 ile hazırlanan ı numaralı kolondan
geçirilmesinde: ekstraktif renklerin selayt tarafından tutulduğu ve
elde edilen sıvının renksiz ve berrak olduğu görüldü. Yalnız kolona
konan miktar kadar asit--sulu sıvı elde ediiemedi. ı o cc. lik miktarın
kolondaki selayt tarafından tutulmuş olduğu ve bu miktarın elde
edilmesi için kolona damıtık su ilavesinde, tutulmuş bulunan ekst-
raktif renklerin, renksiz, berrak asit-sulu sıvıya karıştığı ve kroma-
tografik tüp içindeki seperasyon kolonunun bulamaç haline girdiği
görüldü. Tekrarlanan denemeler sonunda, Selaytla hazırlanan ı
Numaralı kolonun, ekstraktif renklerin giderilmesi yönünden pratik
olamıyacağı kanısına varıldı. .

2 - STAS-OTTO analiz metodu basamakları uygulanarak
elde olunan renkli, berrak asit-sulu sıvı ve denenen ilaçların sudaki
solüsyonlarının ı Numaralı kolondan geçirilmesi esnasında, Kafeyinin
bir kısmının kolon muhteviyatının hazırlanmasında kullanılan karbon
tetraklorüre geçmekte olduğu görüldü. Bu gözlem materyal ve metot
kısmında bildirilen deneme ile tarafımızdan teyit edildi.

3 - İçerisinde Antipirin, Asetanilit, Atropin sülfat, Brüsin,
Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Striknin sülfat ve Veratrin
bulunan sulu solüsyonlar 2 numaralı kolondan geçirildikte : Alu-
minyum Oksit Aktif Asidin bu maddeleri bünyesinde alı koymadığı,
elde edilen (konan miktar kadar) asit-sulu sıvının Stas-Otto usulü
basamakları gereğince organik eritkenlerle yapılan ekstraksiyonları
sonunda, kloraformlu ve eterli ekstraktın uçurulmasından sonra
tatbik edilen renk reaksiyonları ile bildirilen maddelerin tespiti sonucu
anlaşıldı.

4 - Materyal ve metot kısmında bildirilen kıyılmış organ par-
çalarından ibaret analiz metaryali üzerine isimleri bildirilen ilaçların
katılması ile elde olunan materyal ST AS-OTTO muayene tekniği
ile analize tabi tutuldu. Elde olunan renkli, berrak asit-sulu sıvının
2 Numaralı kolondan geçirilmesinde: ekstraktif renklerin kolon muh-
viyatı tarafından tamamiyle tutulduğu ve elde olunan sıvının renksiz,
berrak olduğu görüldü. Kolona konan ilk miktar kadar asİt-sulu sıvı
elde edildi. Asit-sulu sıvının kolondan geçirilişi vakum altında kısa
bir süre içinde sağlandı. Elde olunan renksiz, berrak sıvı asit re~k-
siyonlu iken kloroformla ve kalevi reaksiyonlu yapıldıktan sonra
eterle ekstraksiyona tabi tutuldu. İsimleri bildirilen maddelere ait
renk reaksiyonları ile kloroformlu ekstraktın Antipirin, Asetanilit,
Fenasetin ve Kafeyin, eterli ekstraktın ise: Atropin sülfat, Brüsin,
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Kokain hidroklorat, Striknin sülfat ve Veratrin ihtiva ettiği tespit
olundu.

Tartışma

ST AS-OTTO usulü ile yapılan analizlerde, uygulanan muhtelif
basamaklar esnasında (zehirlerin tecridi ve saflaştırılması) proteinli
maddeler, yağ, reçineli cisimler ortamdan giderilmekte, fakat alkolle
ekstraksiyonda, muhtelif doku ve mide muhteviyatı maddelerinden
ekstrakte olan ekstraktif renkler nihayi asit-sulu sıvıda kalmaktadır.
Bu ekstraktif renkler, asit-sulu sıvının kloroformla yapılan ekstrak-
siyonunda kloroformlu ekstrakta geçmekte ve kloroformlu ekstraktın
uçurulmasından sonra, zehirlerin tanınması bakımından tatbik edilen
renk reaksiyonlarını maskelemektedir.

STAS (36) "Alkaloitler üzerinde yapılacak mediko-Iegal araş-
tırmalarda hayvani kömürün renkli sıvıların renksizleştirilmesinde
kullanılmasına müracaat edilmemesini, zira hayvani kömür renkli
ve kokulu maddeleri teksif ederken alkaloitleri de tutacağından, şüpheli
sıvıda bulunan alkaloitlerin kaybına sebep olacağını" bildirmektedir.

Klasik ST AS-OTTO analiz metodu geçmişte olduğu gibi, bugün
bile organik ve sentetik zehirlerin izolasyonu ve tanınması için baş
vurulan ve kullanılan bir metotdur (ı, ı ı). Kürsümüzde de bu metot
ile yıllarca analizler yapılmış ve yapılmaktadır. Kloroformlu ekstrakt
içinde bulunan zehirlerin identifikasyonunda baş vurulacak renk
reaksiyonlarını karıştıran ekstraktif renklerin giderilmesi bakımından
elde olunan asit--sulu sıvı, Selayt ve Aluminyum Oksit Aktif asit ile
hazırlanan kolonlardan geçirildi.

Selayt kromatografik çalışmalarda, kromatografik separasyonlar-
da kullanılan önemli bir kolon dayanak maddesidir (8). Fakat selayt
ve diğer tesirsiz dayanak maddeleri toksikolojik çalışmalardan ziyade
bitki ekstraktları ve ilaç preparatları içinde bulunan maddelerin
bölümsel kromatografik ayrılması çalışmalarında faydalıdır (ı 6).
KLOHS, DRAPPER, KELLER ve PETRACEK (23) asit selayt
kolonunu Rauwolfia canescens'den Reserpinin separasyonunda
kullanmışlardır. Bundan başka HEUERMAl\' ve LEVINE (2ı)
taIJ1pone edilmiş selayt kolonunu Kodein, Kafeyin ve Antihistaminik
ilaçları ayırmada kullanmışlar ve elde ettikleri kısımlarda spektro-
fotometre ile bu ilaçların mevcudiyetini tespit etmişlerdir. SCHILL
ve AGREN (32) kısırnlara ayırma kromatografiyi belladon preparat-
larının tayininde kullanmışlardır.
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Biz bu çaı'ışmamız ile, Selayt (Celite) No. 545 ile hazırladığımız
ı Numaralı kolonu: ekstraktif renklerin tutulması ve neticede kolona
konan renkli, berrak asit-sulu sıvı miktarı kadar renksiz, berrak bir
asit-sulu sıvı elde edilmesi bakımından maksada uygun bulamadık.

Renkli, berrak asit-sulu sıvının ı Numaralı kolondan geçirilmesi
esnasında ortamda bulunan Kafeyinin bir kısımının kolon °muhtevi
yatının hazırlanmasında kullanılan karbon tetraklorüre geçmekte
olduğunu gördük.

Halbuki elde olunan renkli, berrak asit-sulu sıvının Aluminyum
Oksit Aktif asit ile hazırlanan kolondan geçirilmesinde: ekstraktif
renklerin tutulması ile tamamiyle pürifiye edilmiş ve kolondan geçiri-
len miktarda renksiz, berrak asit-sulu sıvı elde ettik. Bu elde edilen
asit-sulu sıvı kloroformla ekstraksiyona tabi tutuldu ve kloroformlu
ekstraktın uçurulmasından sonra, renksiz kalıntılar üzerinde renk
reaksiyonlarının tatbik edilebilme olanağı sağlandı.

Özet

Klasik ST AS-OTTO toksikolojik metodunun icabı olan gerekli
basamaklar takip edilerek, organik eritkenlerle ekstraksiyona hazır
duruma getirilcn asit-sulu sıvının kloroformla yapılan ekstraksiyonun-
da kloroforma gcçcrek, tatbik edilen renk reaksiyonlarını maskeleyen
ekstraktif renklerin giderilmesi için yaptığımız bu çalışma sonunda:

ı - Selayt (Celite) No. 545 ile hazırlanan ı Numaralı kroma-
tografik separasyon kolonunun, ekstraktif renklerin separasyonu
bakımından maksada uygun olmadığını

2 - Çalışmalarımız esnasında yaptığımız ek deneme sonunda: Ka-
feyin ihtiva eden asit-sulu sıvının karbon tetraklorür ile yapılan
ekstraksiyonunda, ortamda bulunan Kafeyinin bir, kısmının karbon
tetraklorür geçmekte olduğunu

3 - Alimunyum Oksit Aktif asit ile hazırlanan 2 Numaralı
Kolonun, ekstraktif renklerin separasyonu bakımından maksada
uygun olduğunu

4 - Renkli, berrak asit-sulu sıvının 2 Numaralı kolondan geçi-
rilmesi esnasında, denenen maddelerin Antipirin, Asetanilit, Atropin
sülfat, Brüsin, Fenasetin, Kafeyin, Kokain hidroklorat, Striknin sülfat
ve Veratrinin Aluminyum Oksit Aktif asit tarafından tutulmadığının
elde olunan renksiz, berrak asit-sulu sıvının kloroform ve eterle yapılan
ekstraksiyonunda elde olunan kloroformlu ve eterli ekstraktın uçurul-
ması sonunda tatbik edilen renk reaksiyonları ile tespit edildiğini
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5 - Renk reaksiyonlarını maskeleyen ekstraktif renklerin or-
tamdan separasyonu bakımından, elde olunan nihayi asit-sulu sıvının
kloroformla ekstraksiyonu yapılmadan önce Aluminyum Oksit Aktif
asit ile hazırlanan 2 Numaralı kolondan geçirilmesinin zehirlerin
identifikasyonu bakımından gerekli olan renk reaksiyonlarının güve-
nilir .bir tarzda renksiz kalıntılar üzerine tatbik olanağını sağlamış
olduğunu tespit etmiş 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-OTTOToxicological Analy-
tical Method:

For the identifieation of a poison, it should be obtained in a
relative state of purity which gives its specific color, crystal, oı 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, ıg). However, the STAS-OTTO
method is still used in the separation of alkaloids and related bases
(i , i ı).

The following drugs, such as Antipyrine, Acetanilid, Atropine
sulfate, Brucine, Caffeine, Cocaine 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
specimcns such as organ s and stomach contents, and pİaced in a
flask of suitable size. A sufficient amount of akohol was added, and
the mixturc was ilcidified 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 procedurc by color reactions with the
test chemicals. In ord er to separate the extractive colors from the
aqueous acid solution two different chromatographic columns were
Ilsed in our expcriments.

Celite No. 545 was uscd for preparing Column Number I, and
Aluminium Oxidc active, acidic for chromatography for Column
Number 2. Column Number i was prepared with the chemicals as
shown İn the following formula.
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30 gram Celite No. 545
9 mL. Sulfuric acid C.P.
9 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, acidie for chromatography. 30 gram Aluminium Oxide
active, acidie and ısmI. distilled water was used for each colunm.

Packing of the column tubes requires a special proc~dure, since
satisfactory results are not usually obtained if the chromatogram
tubes are simply filled slurry.

After the separation of extractive colors from the. aqueous acid
solution the solvent-extraction steps were efficient1y accomplished .
by using liquid-liquid extractors with a capacity of 50 mL. of aqueous
solution. In each group 9.0 mL. solvent was used. However, a simple
shaking procedure was also used by employing three 30 mL. portions
of solvenL The aqueous acid solution was extracted three times with
chloroform. The remaining aqueous acid solution after the chloroform
extraction was made alkaline with i° 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,
Antipyrine and Phenacetine extracted from thc aqueous acid solution
with chloroform, and Yeratrine, Brucine, Atropine sulfate, Cocaine
hydrochloridc and Strychnine sulfatc extracted from the aqueous
alkaline solution with ether were identified with color rcactions by
chcmical tcsts.

This procedure for the separation of the extractive eolors from
thc 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 convenient for thc separation of extractive colors
from the final aqueous acid solution, but Column Number i was
not.
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