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ONSOz

Toksikoloji, oOzellikle Eczaciik Fakiiltelerinde okutulan
Analitik Toksikoloji uygulemanr bir bilimdir, gerek mesleki ve
gerekse kazaen olugan zehirlenmelerin kontrol ve tanimlanma-
larr ve zamaminda tedavileri igin, biyolojik maddede (kan, id-
rar, doku gibi) zehirlenme ajam olan kimyasal madde veya
tldcin analizi zorunludur,

Fakiiltemizde 1964 yilinda demonstrasyon seklinde basla-
yan toksikoloji laboratuvar uygulamas:. eczacimn ekspertis
gorevinde daha yetkili ve bilgili yetigmesini saglamak i¢in
cesitli agsamalardan gecerek bugiinkii halini almigtir,

Bu kitap, A.U. Eczacihk Fakiiltesi I11. sunif Ogrencilerine
gostermekte oldugumuz pratik derslere gore hazirlanmig ol-

makla beraber, analitik. toksikoloji alaninda ¢alisan diger mes-
lek mensuplar: icin de yararl olecagimt wmuyoruz.

Kitabin daktilosunun yapilmast, kliselerin ¢izilmesinde
emedi gecen kiirsiimiiz elemanlarindan Canan Giiley ve Isken-
der Biitiiner’e burada tegekkiirii bir borg biliriz.

Kastm 1975 ANKARA

M. Giiley — N. Vural







A. GENEL BOLOM
ANALITIK TOKSIKOLOJIDE KULLANILAN TEKNIK VE YONTEMLER

1. Toksikoloji Pratigi Hakkinda Genel Bilgiler

1. Giris :

Zehirli maddelerin organizmaya giris yollari, bunlarin viicuttak:
etki sekilleri ve zehirlenmenin tedavisini konu alan toksikoloji bilmi,
diger taraftan zehirlerin biyolojik materyalden (kan, idrar, organ ve
doku pargalari, bitki v.s.) izolasyonu, taninmalari ve miktarlarinin sap-
tanmasi ile ugrasir.

Son 20 yil iginde kimya endiistrisinin hizla gelismesi sonucu in-
sanlar gerek mesleki (occupational) ve gerekse glnliikk yasantilarin-
da (nonoccupational) bir ¢ok toksik maddelerle karsi karsiya kalmak-
tadir. Buna bagh olarak mesleki ve kazaen zehirlenme olaylari da art-
maktadir. Ayrica yine son yillarda farmasétik preparatlarin gok kulla-
nilmas: sonucunda &zellikle asir dozdan zehirlenmelerin de gittikce
arttigr biyoistatistik incelemelerden anlasiimaktadir. Bu nedenle kro-
nik ve akut zehirlenmelerin teshisinde, postmortem zehirlenmelerin
aydinlatiimasinda ¢abuk ve kesin sonuca ulastiran teknik ve yontem-
lerin aelismesi zorunlu olmaktadir.

Iste analitik toksikolojinin baslica gérevi, zehirli maddelerin ve
metabolitlerinin biyolojik ortamdaki yabanci maddelerden ayrilmasini
(izolasyon) ve saflandirilmasint (purifikasyon) sagliyan prensip ve
teknigi arastirmak tanimlanmalarim ve tayinlerini miimkin kilan yon-
temleri kurmaktir. Bu sekilde bulunan zehirin cinsl ve miktari ile has-
tada goriilen zehirlenme semptomlar arasinda bir iliski kurularak ge-
rekli tedavi sekli saptanabilir.




Zehirlenme olaylarinda niimune olarak en ¢ok idrar, kusmuk, mi-
de yikama suyu ve kan alinir. Bunun disinda zehirlenmenin meydana
geldigi yerde stipheli her sey, drnegin yemek kabi, su bardagi, ilag
sisesi, diger ilaclar, kimyasal kap ve igerigi, havadan da analiz igin
ornek alinir.

Hava niimunesi 6zellikle endiistriyel zehirlenmelerde biiyiik 6nem
tasir, Olim olaylarinda ise ilaveten gesitli organ ve dokulardan da
ornek segilir.

Toksikolojik analizlerde, ¢ok gesitli kimyasal maddelerin aranma-
s1 gerekmektedir. Bunlarin her birinin taninmasi ve tayinleri igin ge-
sitli analitik kimya ve fizikokimyasal tekniklerden yararianiimaktadir.
Cogunlukla aranilan zehirli madde ¢ok az miktarda (miligram ve hat-
ta mikrogram diizeyinde) oldugundan oncelikle bunlarin bulundugu
ortamdan ayrilmasi, saflandirmasi igin kullanilacak izolasyon yontem-
leri cok dnemlidir. Analitik toksikolojide, analizi kolaylastirmak igin
zehirler bu ayirma islemine gore siniflandiriimistir, Bilinmeyen veya
siipheli bir zehir énce bu genel ayirma tekniklerine gore saflandiril-
diktan sonra, modern ve mikro tekniklerle tammlanirlar.

2. Zehirlerin izolasyon yoéntemlerine gore simiflandinimalan :

Analitik amagla bir ¢ok toksikologlar, zehirleri uygulanan izolas-
yon tekniklerine gore baslica bes sinifta toplarlar :

a) Ucucu zehirler : Biyolojik maddeden distilasyon veya difiiz-
yon yolu ile ayrilirlar (CO, etil alkol).

b) Ugucu olmayan organik zehirler : Biyolojik ortamdan sivi
ekstraksiyon yontemi ile izole edilirler (barbitiiratlar, alkaloidler).

c) Metalik zehirler : Biyolojik maddeden kuru veya yas killes-
tirme (oksidasyon) islemi ile ayrilirlar (kursun, arsenik, talyum).

d) Toksik anyonlar : Biyolojik ortamdan dializ veya Ion-
exchange (iyon degistirme) teknikleri ile ayrilirlar (klorat, fosfat, tiosi-
yanat gibi). i

e} Cesitli zehirler : (Ozel olarak aranmasi gerekenler)) : Yuka-
ndaki izolasyon teknigi ile aranmayan ve her biri igin 6zel ektraksk




yon isleminin uygulanmasi gereken maddeleri kapsar (insektisitler,
proteinler, glikozitler gibi).

3. Niimune secimi ve laboratuvara gonderme :

Zehirlenme olaylarinda, hasta yasiyorsa niimune olarak kan, id-
rar, mide icerigi ve mide yikanti suyu gonderilebilir.

Toksikolojik analizde niimune segimi onemlidir. Zehirler organiz-
mada ender olarak homojen bir sekilde dagihirlar. Cogu zaman kim-
yasal yapi ve metabolizma sekillerine baglh olarak belirli yerlerde
toplanirlar.

Ornegin kursun kemiklerde, arsenik sag ve tirnaklarda, lipidso-
lubl (lipidde ¢oziinen, hidrofob) maddeler ise beyinde toplanirlar. Bu-
na karsin etil alkol biitiin viicut sivisina uniform olarak dagir.

Bu nedenle, zehirlenme hakkinda ©6nceden bir ip ucu varsa, o
zaman bir kac cesit biyolojik materyal yeterli olabilir. Ancak arana-
cak zehir hakkinda hig bir bilgi yoksa analiz igin gesitli biyolojik
maddeden yeteri derecede ornek almak gerekir.

Ayrica zehirlerin metabolizmalari ve disariya atiis sekilleri (me
tabolitleri) hakkinda c¢ok iyi bilgi sahibi olunmalidir. Cok kez zehirli
maddenin kendi yerine metaboliti aranmasi gerekir. Ornegin benzen
zehirlenmesinde idrarda fenol, trikloroetilenle zehirlenmede kan ve
idrarda trikloroasetik asit, heroinle zehirlenmede karaciger veya id-
rarda morfin aranmasi yapilir.

Niimune alinmasi ve laboratuvara génderilmesi :

a) Her organ tam alinarak ayri ayri nimune kaplarina konur.
Keza organ igerigi de aym sekilde ayrilir. NGmune kaplari lyi cins
cam veya spesifikasyonu belli iyi cins plastikten olabilir. Onceden
bu kaplarin kimyasal yolla iyi temizlenmesi gerekir.

Kuru kaplar icine alinan niimunelerin agz1 kapatilir, ancak putri-
fikasyon gazlarinin gikabilmesi igin kaplar agzina kadar doldurulmaz.

Nimune kaplan lzerine etiket yapistirihr. Bu etikette niimune-
nin alindigi tarih, saat, niimune cinsi ve kime ait oldugu, ayrica nii-
muneyi alanin adi ve imzasi bulunmalidir.




Ayrica nimune kaplari mihiirlenmelidir. Miihiir mumu As, Pb
gibi maddeleri ihtiva ettiginden niimune ile miihiiriin temas etmeme-
sine dikkat etmelidir.

b) Alinan nimunenin miimkiin oldugu kadar cabuk analize génde-
rilmesi gerekir. Herhangi bir koruyucu madde ilave edilmemesi ge-
nel kaidedir.

Kadavranin dekompoze olmasi bir gok zehirlerin izolasyon ve
taninmalarini engellemez, fakat prezervatif (koruyucu madde) kulla-
nilmasi bazi énemli zehirlerin aranmalarini onler.

% 95 alkol veya % 4 liik formaldehit en iyi koruyucudur. Fakat
etil alkol, metil alkol, CO, siyaniir, P ve fenol aranacaksa kullaniima-
malidir. '

Klorlu su, CuSOs, fenol gibi dezenfektanlardan kaginilir.

Dokular kisa bir miiddet igin (1 kisim tuz + 3 kisim organ) ora-
ninda olmak tizere saklanabilir. Distilasyondan sonra, ugucu olmayan
organik zehirler alkol veya formaldehit igcinde saklanabilir.

Fakat bu gln bir ¢ok laboratuvarlar otomatik sogutma tertipleri-
ne sahip olduklarindan, hi¢ bir kimyasal madde ilave edilmeksizin
analiz zamanina kadar disik temperatiirde saklanabilir. Keza niimu:
ne alma yeri ile laboratuvar arasi uzaksa, niimuneyi buzla sogutma
tertibi igcinde yollamak gerekir (Ancak-10 C° den asagi dondurma
sirasinda CO, H:S ve 6zellikle HCN'nin ¢oziinmiis olduklari organ si-
vilarindan ayrilabilecekleri hatirlanmalidir).

Alinan kan nimunesinin pihtilasmamasi igin % 0.4 - % 0.5 NaF
ilavesi uygunsa da, kanin spektroskopik muayenesinde sulfhemog-
lobinle karistiriimasi ihtimali g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Analize baglamadan once, génderilen 6rnekte su incelemeler
yapilir :

a) Nimune ambalaji acilmadan 6nce incelenir (biyiklagia, am-
balaj sekli gibi).

b) Ambalaj Gizerindeki etiket incelenir (tarih, imza, niimune hak-
kinda verilen 6n bilgi).
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¢) Nimunenin mihirli olup olmadigi mihirla ise mihdrin
okunup okunmadigi saptanir.

d) Nimunenin net agirligi saptanir.

e) Nimune acilir, temiz ve kuru uygun kap (porselen kapsiil)
icinde karistirihr, 1/3, gerektiginde incelenmek iizere saklanir.

f) Geriye kalan niimune analiz igin su sekilde boliiniir (6zellik-
le bilinmeyen bir zehirin aranmasi konu ise).

Niimune 6 esit bolime ayrilir :

i — On deneyler yapilmasi;

il — Ugucu bilesikler;

lii — Metalik zehirler;

iv — Ucgucu olmayan organik zehirlerin aranmasi;
v — Ozel nitelikteki zehirlerin aranmasi;

vi — Kantitatif tayin yapilmasi igin kullanilr.

Laboratuvara gonderilen biyolojik maddenin ne sekilde alinacag:
ve saklanacagi konusuna, 6zel bolimde zehirlerin kendileri ile ilgili
yerde sirasi geldikge deginilecektir.

Il. Ucucu zehirlerin biyolojik materyalden izolasyon ve arama-
lan icin kullanilan genel teknikler.

Ugucu zehirler biyolojik materyalden, distilasyon veya mikrodi-
fiizyon olmak lizere baslica 2 teknikle ayrilabilirler.

1. Distilasyonla ayirma :

Bilindigi gibi distilasyon sivi bir maddeyi, kaynama noktasina
kadar isitarak buhar haline getirmek ve bu buhari yogunlastirarak ay-
r bir kapta toplamaktir. Ugucu zehirlerin distilasyonu, kaynama nok-
tasi ve su buhar ile siiriiklenmelerine gére 2 sekilde yapilmaktadir.

a) Normal distilasyonla kaynama noktalari (k.n.) 100°C altinda
zehirlerin ayrilmalar :




A

Sekil : 1 Normal distilasyon apareyl.

Bunun igin sekil (1) de gériillen normal distilasyon apareyi kulla-
mr. Distilasyon balonuna (A) analiz maddesinin (1/5— 1/6 s1) konur
ve kaynar su banyosunda veya bek alevinde yavas yavas distile edi-
lir. Bu sekilde sogutucudan (B) gecerek buz iginde sogutulan
toplama kabinda (C) distilat toplanir. Bu distilat ugucu zehirlerin
aranmasi igin kullanilir.

Kaynama noktasi 100° altinda olan onemli ugucu zehirler agag-
da gosterilmistir (Tablo: 1).




Tablo: |
K.n. lar1 100 °C altindaki ugucu zehirler :

Kimyasal madde Kaynama noktasi (k.n) °C, 760 mm Hg
=2 0= PP, 34-35
Etll BIOMOE cenesasmsmsssvassarsass 36-38
Petrol eteri .....coovvvenvieiiinnnnenns 40-60
Benzifl cssvsisisesmsussassesmivanuses 50-75
Etil formiat ..ccovvviviiiniiiiiiiinns 54 - 55
ASBION|  .sinnseessassisnavananssssss 60 - 62
KIOFOFOrM :oosesssssmmmsnsasnssosnsis 65 - 67
Metil alkol ...coovvveniiniiiiiinnns 70-72
Etil, IVOAIE «osmmaumesssonsssuns 74-77
Etil asetat ..ocvvvviviniiiiiiniinnns 76-78
2 R ——— 80-82
izopropil alkol ...ceeevevvniiiiinnnnns 81-84
Etilen KIOPHE wissessssscmsssosmmosnnas 84 - 86
Triklor etilen ....ccccescscicisseisons 86 - 88

Sekil : (2) Su Buhan Distilasyon Apareyl




b) Su buhar distilasyonu :

Prensip: Her sivi maddenin sicaklik derecesine baglt olarak be-
lirll bir buhar basinci vardir. Bir gaz akimi ile buhar sivi {zerinden
uzaklagtirilirsa, o madde tekrar dengeyi saglamak igin buharlasir. Pra-
tikte bu maksatla su buhari kullanilir. Genellikle kaynama noktalar:
suyunkinden oldukc¢a yiiksek olan maddelerin igine su buhari yollan
digi zaman, bu maddeler o sicakhga tekabiil eden buharlasma basinct
oraninda buharlasir. Sonra bu buharlar, su buhar ile birlikte sogutu-
cudan gecerek yogunlasirlar.

Sekil (2) de su buhari distilasyonu apareyi goriilmektedir. Ni-
mune «B» balonuna 1/3 iinii gegmeyecek sekilde konur ve gelen su
buharini yogunlasmamasi igin énceden balon «B» isitilir. Balona uy-
gun bir sogutucu (C) baglandiktan ve oniine toplama kabi (D) yerles-
tirildikten sonra, kuvvetli bir su buhari akimi (A) balon iginden gegi-
rilmeye baslanir. Distilasyona sogutucudan akan damlalar berrak
oluncaya kadar devam edilir.

Asagida su buhari ile siiriiklenen maddeler gbsterilmistir. (Tab-

lo: 1.

Tablo: 1l

Su buhar ile ugan zehirler :

Metil Alkol Krezoller Timol

Aseton Anilin p - Aminosalisilik asit
Benzen Kafur Asetilsalisilik asit
Nitrobe‘nzen Kroton yag Benzoik asit
Kloralhidrat Fuzel yaglar Guayakol

Eter e MG lyodoform
Aldehitler Nitrobenzen
Siyaniir B — Naftol Salisilik asit
Fosfor (sar1) Paraldehit ve esterleri
Kloroform Benzin Tribromoetano!
Formaldehit Esansiyel yaglar Toluen

Piridin Karbon tetrakloriir Uretan

Fenoller Karbonsulfur Ksilen
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Su buhari Ile ugan zehirleri, distilasyon ortamina gore ikiye ayi-
rabiliriz.

b; — Asit ortamda su buhan ile ugan zehirler : Asit veya notral
yapidaki ugucu bilesikler asit ortamda su buhari ile ugarlar. Bunun
i¢cin analiz maddesinin 1/6 si balona konur. Eger numune asit ise 6nce
doymus sodyum bikarbonat g¢ozeltisi ile notrallestirilir. Sonra % 10
tartarik asit veya seyreltik siilfirik asitle pH 5'e getirilir ve 50 ml dis-
tilat toplanacak sekilde su buhari ile distile edilir.

b, — Kalevi ortamda su buhan ile ucan zehirler : Nimune sey-
reltik NaOH veya sulp (kati) MgO ile pP 8 olarak sekilde kalevilendi-
rilir, Anilin, amfetamin, kloral, kloroform (kloral hidrat kalevi ortam-
da kloroforma déntiserek distile olur), nikotin, koniin alkali ortamda
distile olurlar.

2. Distilatta ucucu zehirlerin aranmasi1 ve tanmimlari :
Elde edilen distilatta ugucu zehirler, asagidaki sekilde aranir :

a. Distilatin kokusu kontrol edilir. Bir gok bilesikler karakteris-
tik kokusu ile tanimlanabilir (fenol, benzen, CS; gibi).

b. Distilatin reaksiyonu kontrol edilir (Turnusol kagidi ile asit
veya kalevi ozelligi aragtirilir.

c. Distilatta kimyasal 6n denemeler yapilir.

Bu 6n denemeler i¢in ¢ok gesitli reaksiyonlari yapmak mimkiin-
se de, en uygun olan fonksiyonel gruplara dayanarak yapilan genel
deneylerdir. Organik bilesige alkol, aldehit, keton gibi 6zelligi veren
gruplarin tanima reaksiyonlan ile distilattaki maddenin kimyasal si-
nifinl tayin etmek mimbkindir.

d. Genel gruplan tayin edilen maddeyi, hem kendi grubu Igin-
de hangi bilesik oldugunu ve hem de yukaridaki ilk bulgularin sonug-
larimi kesinlestirmek igin Ozel reaksiyonlar tatbik edilir. Ugucu orga-
nik zehirlerden baska ugucu olmayan organik zehirlere de tatbik edi-
lén bu genel reaksiyonlar ve ayirt edici 6zel reaksiyonlar agagida tah-
lo Il de gosterilmigtir.




Tablo : Il Onemli fonksiyonel gruplarin tanima reaksiyonlan

Reaksiyonun ismi ve Reaksiyonu veren
kimyasal niteligi fonksiyonel gurup
A. Genel reaksiyonlar Alkoller, aldehitler,

1. Oksitlenebilen maddeler ait genel doymamis: hidroiarbantar

reaksiyon (Asit ortamda kromat veya
permanganat ile oksitlenme)

a) 3 RCH:OH + C,0; + 8H*
b) 5RCH.OH + 3 MnQ, + 14H*

> 3 RCHO + 2 Cr** + T7H,O
> 5 RCHO + Mn*? 4 12 H;0

2. Fehling g¢ozeltisinin rediiksiyonu Aldehitler, kloroform, klo-
ralhidratlar
COONa COONa
CHON\ ++ CHOH
Cu + RCHO + KOH + H; »>Cu0+2 | + RCOOK
CHO / CHOH
COOK COOK

3. Nessler reaktifi ile

z) Renk reaksiyonu Algak molekillii aminler,
NH; ve NH, tuzlan

b) Nessler reaktifi ile rediksiyon Aldehitler, primer ve se-
konder alkoller, CHCI,
kloralhidrat.
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4. Schiff reaktifi ile renk reaksiyonu Aldehitler ve (oksitlenmis
primer alkoller)

Fuksin (renkli} Schiff resktifl (renksi 2)

ISl t %L’ _.O NS0, CH (H)R —Hi{_% c _@_ NS0, CHIOHR

Renkli bileglk

5. Legal deneyi:

Aktif metilen grubu olan
bilesikler (ketonlar, asetil,
aseton, indol, inden, pirol,
rezorsin gibi)

[Fe (CN);NOJ—* 4+ CH;COCH; + 2 OH- [Fe (CN)s ON = CHCOCH.]™

isonitrosoaseton

6. Fujiwara reaksiyonu
Polihalojenli bilesikler (klo
roform, trikloroasetikasit
gibi)
cH
PN
Q_‘_a”’___’ O_H,hm____. HC ok e+ M0
N-C

1 L (!LOH:
c1,

glutakonik eldehit
Schiff bazs.

(glutakonikaldehitschiff
bazi)
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7. lizonitril reaksiyonu Klorlu hidrokarbonlar ve
primer aminler ve hidroliz-
le bu bilesikleri verenler
(asetanilid gibi)

CHCL + 3 NaOH+-C¢HsNH; > CHsN =C + 3 NaCl° + H.0

8. Indofenol reaksiyonu Anilin ve hidrolizle anilin
tirevi verenler (Asetani-
lid, fenasetin, anestezin
novakain, sulfonamid, dul-
sin gibi), bir degerli fenol-
ler.

tndofencl resksiyenu (Dogal Oksijenle).

O flj_o ,..,o.ém g g S

tndofenol

NH,
~ @monyum tuze

b) Nitroz asitle

Nitres gsitle

NO;
uo-@ '—2—.H0“©-N0 e OQ'NOH L’#C‘PLON
Ot = O on 2 s

inﬂmnol
9. FeCl; fenol ve fenol tirevlerl ve
mavi - mor renkler (enol veren enol durumuna gegen mad-
ic kompleks meydana gelmesi). deler (asetil aseton), pira-
bilesiklerle i¢ kompleks mey- midon, tiyosilfat, ferrisi-
dana gelmesi). yaniir.
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10. Millon reaksiyonu : Fenoller (serbest ve p-suw-
(Hg + HNO: ile nitrolama) bstitue fenoller)

11. Diazo reaksiyonu : Primer aromatik aminler
(anilin ve hidrolizle anilin
verenler (asetanilid, fena-

setin gibi).
@ HeL @ P-Nattol, @ + HCl
NaNO,
tlm,_ NENCl HO—-
Diazo boysr maddest
12. Ksentogenat tesekkiilii : CS., primer alkoller

ROH + CS; + KOH

> S=C<SK + H.0

13. lodoform reaksiyonu : Etil alkol, asetaldehit, ase-
ton, asit laktik
CH:CH,OH+41; + 6NaOH > CHI;4+HCOONa + 5 Nal+5H,0

14. Nitrolama asiti ile Aromatik  hidrokarbonlar
(benzer toluen gibi).

B. Ozel reaksiyonlar : Kullanma yeri :
1) Kromotropik asit deneyi Oksitlenmis metil alkol ve
formaldehiti tamimak igin
g
HO
o e 2 ”8—»:’8‘8
Ho
SO;H 50  Hos SO HOS
Xromotropik esiv P-Rinoidsl bilegk
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2. lyodoform reaksiyonu Etil alkoli metil alkolden

(A. 13 e bak) ayirt eder.
3. «Prusya mavisi» tesekkiilii (siyaniirlerin  taninmasin-
da)
Fe (OH);+2CN~——> [Fe (CN);]~*

Fe (CN); + 4CN-
3 Fe (CN)¢* + 4Fe+3

> Fe (CN);*
> Fest? [Fet? (CN)]®
Prusya mavisi

4. Guignard deneyi siyaniir veya pikrik asit ta-
(izopurpurat olusmast) nimlamasinda
OH OH
|
4 %  wken—» W @_m + KCNO

e. Bugln gelismis laboratuvarlarda, ugucu zehirlerin taninma-
s1 ve miktar tayinlerinde en ¢ok gaz kromatografisi (GC) apareyi
kullaniimaktadir. GC mikrogram seviyesindeki ugucu bilesiklerin ta-
ninmasi ve miktarlarinin saptanmasi igin en uygun fizikokimyasal
bir tekniktir. Gaz veya sivi niimunenin dogrudan dogruya cihaza in-
jeksiyonu ile sonug¢ alindigindan (6n bir ekstraksiyon gerekmeksi-
zin) ayrica, zaman bakimindan da ekonomik bir tekniktir.

Gaz kromatografisi disinda kagit kromatografisi, ince tabaka
kromatografisi teknikleri ile ultraviole spektrofotometresi ve infrared
spektrofotometresi gibi fizikokimyaasl tekniklerden de ugucu ze-
hirlerin taninmasi ve miktarlarinin saptanmasinda yararlanilir.

3. Mikrodifiizyon teknigi ile ugucu zehirlerin biyolojik mater-
yalden izolasyonu ve aranmalan :

Az miktardaki ugucu zehirlerin dokulardan ayrilmasinda mikro-
diftizyon teknigi de kullanifmaktadir. lik kez Feldstein ve Klendshoj
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tarafindan ortaya konan bu yéntem Conway'in mikrodifiizyon apare-
yi ile uygulanmaktadir. ($ekil 3).

Usten Gérunusg

—;éi‘___.40 mn.____ﬂ
(e 2

Enine Kesit

L pKapak

Sekil : 3 Mikrodifiizyon apareyi

Prensip :
Kapal bir sistemde analizi yapilacak biyolojik materyalle bun-

dan ugucu zehiri aciga c¢ikaran reaktif (liberating agent) dis odacix-
ta ve serbest hale gegen ugucu zehiri tutan ¢oziici (absorban) ise
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I¢ odacikta bulunur. Oda sicakligi veya 37°C de buhar veya gaz he-
linde gecen ugucu zehir, bu kapah sistemde difiizyona ugrayarak ig
odaciktaki ¢oziict igcinde g¢oziinerek sivi fazina gegtiginden, sistemde
bozulan buhar basinci dengesinin saglanmasi icin biyolojik mater-
yaldeki ugucu zehir bitinceye kadar, buharlasma, difiizyon ve i¢ oda-
ciktaki absorpsiyon olayr devam eder. Boylece biyolojik maddedeki
ucucu bilesigin saf bir ¢éziicii icine aktarilmas: yani izole edilmesi
miimkiin olur. I¢ odaciga ilave edilen uygun bir reaktifle (reactant)
ugucu bilesigin taninmasi burada yapilabildigi gibi, ugucu maddeyi
¢ozmiis bulunan i¢ odadaki ¢dzeltiyi mikro bir tiipe alarak, kalitatif
ve kantitatif analizlerini yapmak miimkindiir.

Bu teknigi ilk defa Conway, biyolojik materyalde amonyak tayi-
ni icin geligtirmistir. Bu nedenle apareye «Conway mikrodifiizyon
cihazi» adi verilmistin.

Deneyin yapilisi : Sekil 3'te gorildigi gibl Conway mikrodifiiz-
yon apareyi petri kutusuna benzeyen cam veya porselen iki odacik-
tan bir de disa sizinti vermeyen kenarlar trash bir kapaktan mey-
dana gelmistir. Genel olarak cihazla asagidaki sekilde galisilir

a) Conway mikrodifizyon cihazinin dis odacigina, ugucu ze-
hir aranacak biyolojik materyal ilave edilir. Genellikle 2-4 g kan,
idrar veya ezilmig organ numunesi konur. Ayni yere ugucu zehiri
serbest hale gegirecek reaktiften 1 ml ilave edilir. ;

b) ¢ odagiga Ise bu ugucu zehiri absorbe edecek ve renk reak-
siyonu verecek olan reaktiflerden 2 ser ml ilave edillr.

c) Bu islemlerde sonra apareyin agzi derhal kapatilir ve difiiz-
yon Igin bekletilir. Genellikle kan ile galigirken oda sicakhginda 2
saat, dokularla calisirken 37°C de 3 saat beklemek yeterlidir.

Tablo IV de, gesitll ugucu zehirlerin Conway mikrodifiizyon ciha-
z1 ile aranmasinda kullanilan reaktifler gosterilmistir.
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Tablo lll — Conway mikrodifiizyon apareyinde ugucu zehirlerin
aranmalari

Aranacak zehir

DIS ODACIK

iIC ODACIK

Zehiri aciga cikar-

s absorban Renk reaktifi ve
mak icin kullanilan
reaktif reaktif sonuc¢
CcO % 10 H.SO, e PdCl, > siyah
.. FeSO; + HCI >
Siyaniir % 10 H.SOs % 10 NaOH mavl cbkalak
Klorluhidro- N 1 ml saf | ml % 30 NaOH + ml
karbonlar toluen saf piridin ——> kirmizi
Alkoller (etil, me- o Ansties reaktifi
til, izopropil) Doy HsGOs - > Yesil
Metil alkol » » H.S04 Kromotropik. agt
> (viyole)
Fenoller % 10 H.SO, % 10 NaOH Folintanp! ‘reakh
> mavi
AQNOJ % 5
Fosfiir Doymus Na.CO; HNO: > Kahverengi
¢okelek
0,
Salfar % 10 HSO, % 10 NaoH | ' 10 Cd asetat

> sari cokelek
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lil. Ucucu olmayan organik zehirlerin biyolojik materyalden ay-
rilmasi ve aranmasi icin kullamilan teknik.

Bugiin gerek farmasotik (tibbi) ilaclar ve gerekse diger toksik
maddelerin ¢ogu (% 90 1 hemen hemen) ugucu olmayan organik ze-
hirler grubuna girer. Bu nedenle bitiin bu bilesiklerin tek bir islemle
biyolojik maddeden izolasyonu miimkiin olmaz.

Ucucu olmayan organik zehirlerin izolasyon teknigi baslica 2 ka-
demede uygulantr.

Birinci asamada biyolojik maddeden sulu ekstrakt elde edilir.
ikinci safhada ise gesitli ekstraksiyon kosullarina gore bu sulu faz
fraksiyonlara ayrilir. Boylece ugucu olmayan organik zehirler kuvvet-
li asit, zayif asit, notral, bazik, ve amfoter maddeler olmak lizere tek-
rar 5 alt sinifa ayrilmis olur.

1. Biyolojik materyalden sulu fazin hazirlanmasi
(Birinci kadame) :- -

Sulu fazin hazirlanmasi igin kullanilan toksikolojik yontemlerin
c¢ogunun dayandigi prensip, biyolojik maddenin ihtiva ettigi protein,
lipit, seliiloz, boya gibi maddeleri uygun ¢éziici ve islemlerle uzak-
lastirmaga dayanmaktadir.

Bu amagcla kullanilan yontemlerin en eskisi ilk kez Stas (1850)
tarafindan uygulanan ve sonra Otto tarafindan modifiye edilen Stas-
Otto yontemidir. Klasik bir yontem olan Stas-Otto teknigi ile alka-
loidlerin (ilk defa bu amacla kullanilmisti) ve diger organik zehirlerin
dokulardan izolasyonu uzun.ve yorucu bir calistirma gerektirdigi ve
ayrica yabanci maddelerin tamamen uzaklastirilmamasi nedeniyle
daha sonraki arastiricilar tarafindan modifiye edilmistir. Bu teknik-
lerde, cesitli organik zehirlerin asit veya kalevi ortamdaki ¢oziiniir-
itkleri ile birlikte selektif ¢oziinirlikleri de g6z oniinde tutulmustur,

Stas-Otto-Ogier, Feldstein- Klendshoj, = Umberger, Daubney- Ni-
kolls'un yontemleri bu gortise gore gelistirilmistir.

Asagidaki uygulama alani genis ve yiiz yildan fazla bir zaman-
dan beri kullaniimakta olan modifiye Stas Otto teknigi agiklanmistir.
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Modifiye Stas-Otto yontemi :

200 g dondurulmus ve kiyilmis doku tartarik asitle asitlendiri-
lir, 400 ml etil alkol ile blenderde homojenize edilir. Karisim su ban-
yosunda bir saat bekletilir. Isiya dayaniksiz alkaloidler olma ihtima-
li varsa, sicaklik 60°C altinda tutulmalidir. Daha iyisi karisim bir ge-
ce bekletilmelidir. (Doku+-etil alkol) karisimi sogutulerak stziliir. Ay-
ni islem bir kere daha kalintiya etil alkol ilave edilerek tekrar edilir.
Genis agizh bir kapsiil iginde birlestirilen siiziintiiler hafif sicak ha-
va akiminda su banyosu iizerinde ugurulur (vakumda distilasyon ter-
cih edilir). 100 ml sicak etanol ilavesiyle surup kivaminda bir ¢ozel
ti elde edilir. 100 ml sicak etil alkol, kiiciik porsiyonlar halinde ila-
ve edilerek karnistirihir. Elde edilen ekstrakt dekante edilir. Sonucta
graniil halde kuru bir kalinti kalir. Eger kalinti halen yapiskan géri-
niimde ise o zaman sicak alkolle ayni isleme devam edilir. Dekante
edilen siiziintiiler birlestirilerek ugurulur. Elde- edilen bu kalintilar
bir kac damla siilfirik asitle asitlendirilmis 100 ml su ile ekstrak-
te edilir ve miimkiinse bir gece bekletilir. Aksi halde bir erlenma-
yer icinde asitli su ile 1 saat calkalanir. Eger bakiye yagh ise sulu
ekstrakt dekante edildikten sonra 100 ml asitli su ile ekstraksiyon
tekrarlamir. iki ekstrakt sogutulduktan sonra birlestirilir ve stiziiliir
(pilili Whatman No 1 kagidi). Boylece elde edilen siiziintii ikinci ka-
demedeki fraksiyonlu ekstraksiyon icin hazirlanmis olur.

2) Sulu fazin ekstraksiyonu (ikinci kademe) :

Bilindigi gibi ekstraksiyon sulu fazda ¢6ziinmiis bir maddenin,
su ile karismayan organik bir g¢ozticiiyle calkalayarak bu organik faza
gecirilmesi islemidir. Sulu fazda ¢o6ziinmiis bir ¢ok maddeler igin-
den, uygun ortam ve c¢ozlcli segimiyle arayacadirmz organik zehiri
organik faza alarak saflandirmak miimkin olur. Biyolojik materyalden
on islemlerle (Stas-Otto veya modifiye metodlar1) elde edilen ekst-

rakt veya kan, idrar gibi sivilardan ekstraksiyonla organik zehirler
ayrilebilir. Prensip olarak, iyonize halde olmayan organik maddeler,
organik ¢oziicii fazina gecirilebilirler. Bu nedenle ugucu olmayan or-
ganik zehirlerin ekstraksiyonunda 2 faktor rol oynar.

a) Organik maddelerin kimyasal yapisi (asit, baz, nétral veya
amfoter ozelligi)
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b) Iyonlasmamis halde olan organik maddenin, organik ¢ozi-
cude ¢oziinebilme ozelligi.

Coziicli olarak en ¢ok eter veya kloroform kullanilir. Bunun di-
sinda etil asetat, izopropil alkol, bitil alkol, petrol eteri, benzen, sik-
lohekzan da sartlara gore kullanilabilir.

Sulu fazda bir maddenin iyonlagsma derecesi, o0 maddenin kimya-
sal yapisina bagh olarak pH'a gére degisir. Buna gére asit karakter-
deki maddeler asit ortamda, kalevi yapidaki maddeler ise alkali or-
tamda serbest organik molekiil (iyonlasmamis) halinde bulunurlar (1
ve 2 nolu denklemler)

RCH.COOH + H.0 < CH.COO— + [H;O0]1* (1)
R—NH: 4+ H.0 < ([RNH;]* + OH- (2)

Notral maddeler ise asit veya kalevi ortamda organik faza gece-
bilirler, ¢tinki her pH da c¢ogunlukla iyonlasmamis sekildedirler.

3) Ugucu olmayan zehirlerin ekstraksiyon kosullarina gére simf-
landiriimalar:

Bu nedenle ugucu olmayan organik zehirleri, organik faza gece-
bildigi ekstraksiyon sartlarina gore 4 bdlimde toplamak miimkiin-
diir. ‘

a) Asit ortamda ekstrakte edilebilen zehirler :

Bu maddeler asitli sulu ortamdan (pH 2) eter veya kloroformla
ekstrakte edilebilirler. Asit ortamdan organik ¢oziicliiye gegen orga-
nik maddeler kuvvetli asit, zayif asit veya notral ozellikte olabilir. O
halde bu grubu 3 alt sinifta toplayabiliriz.

ai)) Kuvvetli asitler : Asitli ortamda eter veya kloroform fazina
gecen bu maddeler, sulu sodyum bikarbonatla (NaHCO;, pH 7.5) ile
ekstrakte edilebilirler.

Asetil salisilik asit, p-amino benzoik asit, ¢inkofen (cinchophen)
sitrik asit,, okzalik asit, sakkarin, salisilik asit, sulfisoksazol
(sulfisoxazole) ornek verilebilir.
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a;) Zayif asitler : Bu grup maddeler ise, eter veya kloroform
fazindan daha kuvvetli kalevi ortamda (NaOH li ortamda) sulu faza ge-
cerler. NaHCO; cozeltisinde (pH 7.5) ¢dziinmezler.

Barbitiirat tirevleri, kolsisin, kafur, kantaridin, kloral hidrat, di-
gitoksin, difenilhidantoin, fenol ve tiirevleri, fenil butazon, pikrik
asit, pikrotoksin, iireidler zayif asitlerdendir.

a;) Hidrofob notral maddeler : Asit eterde c¢oziinen maddeler
NaOH veya NaHCOs I sulu faza gegirildikten sonra eter veya kloro-
form fazinda notral maddeler kalir. Bunlar organik fazda ¢oziinebilme
ozelliginde olduklarindan hidrofob notral maddeler adini alirlar.

Asetanilid, asetofenetidin, amidopirin, antipirin, bromural, ka-
fein, karbromal, klorobutanol, emetin, meprobamat fenil salisilat, san-
tonin, teobromin, teofilin, trimetadion, uretan hidrofob 6zelliktedirler.

b) Kalevi ortamda seyreltik NaOH ile kalevilendirilmis
eter veya kloroforma gecen bilesikler :

Kalevi ozellikte maddeleri igerirler. Bu nedenle bir ¢ok al-
alkaloidler ve sentetik azotlu bazlar bu gruba girerler.

Akonitin, adenin, N— allilnormorfin, aminopirin, amfetamin tu-
revleri atropin, benadril, brusin, butamin, (¢inkonin), kokain, koniin,
meprobamat, metadon nikotin, niketamid, pamakin, pilokarpin, prokain,
emetin, etil morfin, homatropin, hiyosiyamin, lobelin, meperidinj
kinin, kinidin, skopolamin, solanin, spartein, striknin, tetrakain, verat-
rin, yohimbin 6rnek verilebilir.
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c) Amonyakh ortamda (zayif kalevi ortamda) eter veya kloroform-
la ekstrakte edilebilen organik zehirler :

CH -
H
/@ CH2
HO l
0
A
| v on |
Morfin-Katyon
ch
@ + H2 O + Na*
CH2
M g -0
ortin-Anyon I
0-——
~
H OH

Amfoter 6zellikteki organik zehirler, ancak NH; i ortamda kloro-
formla (etilasetat daha iyi bir ¢oziicii) ekstrakte edilebilir. Formiilde
gorildigi gibi, morfin amfoter yapida bir alkaloid oldugu igin kuv-
vetli asit veya bazik ortamda iyonize haldedir.
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Tablo V

UCUCU OLMAYAN ORGANIK ZEHIRLERIN
EKSTRAKSIYON SEMASI

1. Kademe veya Protein ¢oktirmesi, (idrar,
kan, mide igerigi, besin,
Direkt ekstraksiyon id- siit, cay, doku v.s.)
rar, kan, mide yikantisi bi-
ra, mineral, toz, tablet v.s. a) Stas-Otto b) Sodyum
tungstat
Sivi niimune asitlendirilir. c) Amonyum siilfat veya
Kati nimuneler asitli su d) Asit dijestiyonla berrak
ile ekstrakte edilir. stiziinti hazirlanir.
I
¥ + i
Siiziintii Siiziintii Kalinti
Eterle ekstrakte edilir  Asitli suda coziinmeyen
2. Kademe | zehirleri kapsar.
+ '
Eter (A) fraksiyonu. Bu- Sulu faz
na «Asit eter» ekstrakii  Amonyum hidrok-
denir ve eterde c¢oziinen sitle kalevilendirilir ve

biutiin asidik ve notral

ilaclari kapsar.

A fazi 3 alt guruba ayrila-
bilir :

A; — Kuvvetli asitler.
A; — Zayif asit veya fe-
nolikler

C — Notral ilaclar.

. -ilaglar

CHCI; ile ekstrakte

edilir.

I ¥
Kloroform (D) fraksiyonu Sulu faz
denir ve kloroformda ¢6- Suda ¢ozi-

ziinen bitiin bazik ilaclan

nen, eter ve

kapsar. kloroformda
D fazi 3 alt fraksiyona ay- ¢Gziinmeyen
rilabilir : cesitli  ze-

D: — Kloroformda ' ¢6zii- - - hirleri ihtiva

nen bazik ilaclar eder. -

D. — Amfoter olmayan

D; — Amfoter ilaglar
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Fakat zayif alkali ortamda (kalevi ortamda ekstraksiyon yapil-
diktan sonra sulu faz 6nce HCI ile hafif asitlendirilir ve miiteakiben
NH; ile zayif kalevilendirilir) kloroform fazina gecebilir. Bu gruba
morfinden baska :

Apomorfin, kodein, kurarin, digalen, digitalin, dromoran, &ykain
(eucain), heroin, hidrastin, metapon, prokain amid gibi amfoter bile-
sikler ornek verilebilir.

d) Yukaridaki sartlarda organik ¢oziiciiyle ekstrakte edilemeyen
bilesikler :

Bunlar : di) Kuvvetli asit veya baz seklinde veya d;) hidrofil nét-
ral bilesiklerdir. Ornek olarak kvaterner amonyum bilesikleri (setil
trimetil amonyum bromiir gibi) gésterilebilir.

Tablo V de, yukaridaki prensibe uymakla beraber, pratikteki uy-
gulama sekline gore bazi degisiklikler gosteren ekstraksiyon semasi
verilmistir. Burada tam ayrinti (¢6ziicii hacmi, pH gibi) bildirilmemis-
tir. Bu sema bilinmeyen bir organik zehir aranmasina gére diizenlen-
mistir ve yukandaki ayrintilar analizi yapilacak érnege gore degis-
mektedir.

4) Ekstraksiyon isleminde dikkat edilecek noktalar :

Kan, idrar, kusmuk veya diger viicut sivilarini asit veya sivi or-
tamda eter, kloroform gibi organik ¢oéziicililerle ckstrakte ederken ba-
21 gucliklerle karsilasilabilir.

Ornegin :

a) Kuvvetli cgalkalama sonucu emiilsiyon meydana gelebilir ve
faz ayrilmasi gecikebiir. Bu durumda asagidaki islemlerden bir veya
bir kagi uygulanir,

1) Organik ¢oziictiniin sicakhgr yiikseltilir.
ii) Kanigima birkag damla alkol ilave edilir.
iii) Sulu faz, yemek tuzu (NaCl) ile doyurulur.

iv) Kuvvetli yiitksek devirle santrifiij edilir veya ayirma humisin-
deki karigim kendi halinde bekletilir (genellikle bir gece).

b) Toz ilag, tablet, hap veya drajelerle calisilirken ekstraksiyon
sonunda genellikle saf bir kalinti elde edilir. Fakat biyolojik materyal
ile cahsildiginda (kan, idrar v.s.) ¢odunlukla ekstrakt yabanci mad-
deleri (impurities) de icerir. Boyle bir durum oldugunda:
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i) Stpheli zehir, ekstraktin kiiclik bir bolimiinde ve bareberinde
kontrol niimune uygulanarak aranir (6rnegin saf biyolojik materyal
ile paralel calisma yapilir: blank).

ii) Ekstraksiyon islemi tekrarlanir veya selektif ¢oziiciiyle ekst-
rakte edilir.

iii) Kalinti az bir sida ve diistik basingta stblimlestirilir.

5) Ekstraksiyon icin kullanilan apareyler ve selektif (secici)
Ekstraksiyon :

Cok kez sulu bir fazin iginde ¢dziinen bir maddeyi organik ¢ozu-
ciiyle bir kere calkalamak yerine, daha az hacimde bir ka¢ kere gal-
kalamakla (ekstrakte etmekle) daha iyi sonug alinir. S6yle ki: Birbiriy-
le karismayan iki ¢dziicu iginde, ¢dziinen bir maddenin, belli bir si-
caklikta ¢oziiniirlige bagh olarak bu iki fazdaki dagilimi, yani konsant-
rasyonlari arasindaki oran sabittir (Nernst dagilim kanunu). C; ekst-
rakte edilen maddenin birinci ¢oziicideki konsantrasyonu (mol/lit-
re), C: ise aymt maddenin ikinci ¢oziicideki konsantrasyonu ise
(mol/litre), bu kanun:

C:/C; = dagilim kat sayis1 = K (sabit)
sekilde matematiksel olarak ifade edilir. Ekstraksiyon isleminde
amag, bir ¢oziictideki maddeyi ikinci bir segici (yani o madde igin
daha iyi bir ¢6ziicii) icine gecirerek izole edebilmektir.

Bu nedenle sivi-sivi ekstraksiyon isleminden sonug almak igin iki
dzelligin olmasi gerekir :

i) Ekstrakte edilecek maddenin segici (selektif) ¢oziicideki ¢ozii-
niirliigti, ¢oziinmiis bulundugu birinci ¢6ziicli icindeki ¢ézinlrligiinden
c¢ok daha iyi olmalidir.

ii) Ekstraksiyon igin kullanilan ¢6ziici birinci ¢ozicl ile karis-
mamalidir.

Yukaridaki matematiksel ifadeden anlasilacag: lizere, ekstraksi-
yon, isleminde selektif ¢oziicii ile bir kere ¢alkalamak yerine daha az
¢ozucu ile bir gok kere ekstrakte etme ile verim daha iyi olur.

Ayirma Hunilerl :

Yukaridaki 6zellikleri uygulamak icin kullamlan en basit ekstrak-
siyon islemi ayirma hunileri ile yapilabilir. Ayirma hunileri birbiriy-
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le karismayan ve spesifik agirliklan birbirinden farkli fazlarin aynil-
masi icin uygun bir cam apareydir. Her defasinda ekstrakte edilen
fazi ayirarak, yerine yeni saf g¢oéziicti ilavesiyle ekstraksiyon isleminin
tekrarlanmasi (repeated extraction) saglanmis olur.

Devamli ekstraksiyonu saglayan apareyler (Continous exstractors) :

Organik maddenin sudaki ¢ozlnirligu eter veya diger organik
coziculerdeki coziintirligiinden daha fazla olabilir. Bu durumda bir
cok kez ekstrakte etmek yeterli olmaz. Yani organik maddeyi tama-
men sulu fazdan ayirmak imkéansiz olur. Kesiksiz (continous) calisan
ekstraksiyon apareyleri bu amagla gelistirilmistir.

Sekil 4 te iki tip ekstraktor goriilmektedir. Burada genel prensip,
ekstrakte edilen madde bir distilasyon balonu veya erlen iginde top-
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Sekil : 4 Devamhi Galisan ekstraksiyon apareyleri




lanir (a). Buradan distillenen ekstraksiyon ¢oziiclisii tekrar karisimi
iceren bélime (b) gecer. Boylece devamli ekstraksiyon saglanmis
olur.

Sekil 4 A, sudan agir organik goziiciilerle, sekil 4 B ise sudan da-
ha hafif ¢éziiciilerle yapilan kesiksiz ekstraksiyon igin kullanilir. B tipi
apareyde, ekstraksiyonun meydana geldigi bélimde (b) uzun bir i¢
boru vardir. Yogunlasan sudan hafif olan ¢oziici bu boru ile asagida
toplanir, sonra da (a) distilasyon balonuna geger.

Sivi - sivi kesiksiz calisma ekstraksiyon apareyleri az miktarda
¢oziiciilerle galisma imkam nedeniyle ekonomiktir. Ancak 1sitma ge-
rekli oldugundan, ekstraksiyon sirasinda maddenin bozulmasi gibi sa-
kincasi vardir.

Soxhlet ekstraksiyon apareyi :

Kati maddelerin ekstraksiyonu igin kullamilir (Sekil 5). Kartus ici-
ne konulan maddenin agzi porselen bir siizge¢ veya pamukla kapatilir.
Boylece distillenen ekstraksiyon c¢ozeltisi sogutucudan geri dam-
larken toz maddenin dagilmamasi saglanir. Organik kati maddelerin
secici bir ¢oziiciyle devamh ekstraksiyonu Soxhlet tipi ekstraksiyon
apareyi ile gergeklestirilir.

Sekil : 5 Soxhlet ckstraksiyon apareyi

27




Ucgucu olmayan organik zehirlerin ekstraksiyonundan sonra yapi-
lan islemler :

a) Saflastirma :

Organik zehirler, biyolojik materyalden izole edilip ekstraksiyon-
la alt fazlar ayrildiktan sonra, gereginde daha ileri saflastirmayi
gerektiren yontemler uygulanir. Toksikolojide kullanilan baslica tek-
nikler :

Kursun asetat c¢ozeltisiyle saflandirma :

Asit ortamda ekstraksiyon fazina uygulanir. Seyreltik kursun ase-
tatla asit eter ekstraksiyonu calkalandiginda biyolojik materyalden
gecmis olan yabanci maddelerin (renkli maddeler) sulu faza gegmesi
saglanmir. Ornedin idrardan barbitiiratlarin ekstraksiyonundan sonra
uygulanan bir islemdir.

Kalp glikozitlerinin bu islemle saflandirilmasi igin 6nce asit-eter
ekstrakti ucurulur. Kalint1 % 95 lik etil alkolde cozilir. Seyreltik kur-
sun asetat ¢ozeltisi az az ilave edilir, 15 dakika bekletildikten sonra
siiziilir ve santrifiij edilir. Kursun iyonunun fazlasi sodyum siilfat ile
coktiruldikten sonra tekrar santrifiij edilir. Alkolli gozelti buharlas
tirthr ve kalinti eterde c¢oziiniir.

Hayvan komiirii ile saflastirma :

Bir ¢ok organik zehirlerin saflandirilmasinda, aktif komiirle saf-
landirma islemi yapilir. Bunun igin ya aktif hayvansal komiri ihtiva
eden kolondan ekstrakt gecirilir veya ekstrakta ilave edilerek calkala-
nir. Bir miiddet sonra da stzilir.

Siiblimasyon :

Kati bir maddenin, buharlarinin sodutulmasi sirasinda sivi faz
atlayarak dogrudan dogruya kristal haline gegcmesine «siiblimasyon»
denir. Siiblimlesen bir organik zehiri, diisiik bask: altinda siiblimas-
yona tabi tutarak ekstredeki karisimlardan ayirmak ve saflastirmak
miimkiin olur
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Siiblimasyon basit olarak sdyle yapilabilir: €sit biyiikltkte iki sa-
at cami alinir ve gukur yizleri igte olacak sekilde kapatilir .Alttaki

/3%}”3‘%
s

Sekil : 6 snbilmasyon teknigl

saat camina siiblimlestirilecek ekstre (kalinti) madde konur. Bunun
tizerine camdan daha biiyiik yuvarlak bir filtre kagidi konur. Bu kagi-
din ortasina igne ile birkag delik agilmistir. ikinci saat cami dis bii-
key kismi istte olmak iizere tistiine kapatilir. Alttaki saat cami k-
ciik alevle isitilan bir kum banyosuna oturtulur. Bu sirada buhar hali-
ne gegen madde iist saat caminin i¢ yiizeyinde kristallenir. (siiblime
olur) iist saat cami islatilmis gazh bez, siizge¢ kagidi veya pamuk-
la sogutulmalidir.

Yiksek derecede siiblimlesen maddeler icin diisik baskida cali-
san stiblimasyon cihazlari kullanilir. Bu maksatla gelistirilmis Umber-
ger vakum mikro-siiblimasyon cihazi 6rnek verilebilir.

Organik zehirlerden barbitiiratlar, benzoik asit, salisilik asit kloro-
butanol, kafein teobromin, fenasetin, piramidon gibi bir gok maddeler
siiblimasyonla saflandirilir.

Siiblimlesen maddenin siiblimasyon derecesinin tayini ve kristal
seklinin mikroskopik incelenmesiyle taninmasi da miimkiin olur. ilk
defa 1931 de ve L. Kofler ve arkadaslarinin hazirladigi daha sonra
Dr. Boetius tarafindan gelistirilen «Mikroheiztisch» cihazi ile 0.1 mg
kadar az maddenin siiblimasyon veya erime dereceleri tayini ve mik-
roskopik kristal incelenmesi yapilmaktadir. Ayrica lamdaki kristallere
mikrokimyasal reaksiyonlarin uygulanmasi ile identifikasyonlari da
miimkiin olmaktadir,

Kromatografi :

Kromatografik yéntem uygulama alani ¢ok genis olan bir tek-
niktir. Kimyasal maddelerin saflandirilmasi, taninmasi ve miktar
tayini icin kullanilir. Kromatografi hakkinda daha ayrintili bilgi, fizi-
kokimyasal teknikler - bolimiinde verilecektir.
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b) Ucurma :
Ektraksiyon ve saflandirma isleminden sonra ekstraksiyon g¢ozel-
tisi ucurularak kimyasal analize hazirlanir.

Az miktarda g¢oziiclilerin ugurulmasi benmari (izerinde yapilabi.
lir. Gok miktarda ekstraksiyon gozeltileri ise bir distilasyon apareyi
yardimi ile ucurulabilir.

Toksikolojide genel olarak az miktarda hacimlerle g¢alisildigindan
mikro distilasyon apareyi ve benzeri apareylerden yararlanilir. Si-
cakta bozulan maddeler igin vakumla calisan buharlastiricilar (va-
kum evaporatori) kullanilir.

Havada bozunan maddeler ise azot gibi inert bir gaz akiminda
ugurulur.

c. Tanima :
Kimyasal reaksiyona dayanan deneyler

Kimyasal reaksiyonlarla organik bir zehirin taninmasinda, ucucu
zehirler boliminde de gorildigi gibi o maddenin diger bir kimya-
sal madde (reaktif) ile reaksiyona girerek meydana gelen yeni bile-
sigin karakteristik koku, renk veya g¢okelti durumunun incelenmesin-
den yararlanilir. O halde kimyasal yontemde koku, renk ve g¢oktiirme
reaktifleri kullanilir. Burada da organik bilesikler énce fonksiyonel
gurup ve sonra ozel deneyleri ile aranir.

Koku reaksiyonlar :

Bazi organik bilesikler uygun belirteglerle reaksiyona girdiginde
kendine 6zgl kokusu olan bilesikleri meydana getirirler ve bdylece
taninirlar. Ornegin, anilin ve hidrolizle anilin veren ugucu olmayan bi-
lesiklerin kalevi ortamda klorlu hidrokarbonlarla izonitril vermesi,
lyodoform deneyi, kakodil, deneyi (As taninmasinda kullanihr), nit-
robenzen deneyi, metil salisilat deneyi sayilabilir.

Renk reaksiyonlari :

En ¢ok kulanilan kimyasal reaksiyonlardir. Toksikolojide renk de-
neyleri-mikrotest-seklinde uygulanir. Buna damla deneyi (spot test)
denilebilir. Bu teknik sdyle uygulanir: Bir damla analizi yapilacak ¢o-
zelti mikrotiip veya kiigiik bir saat camina damlatilir. Uygun reaktif-
ten de bir damla ilave edilerek reaksiyon kosullari saglamir (1s1 ve
pH gibi). Meydana gelen karisimin karakteristik rengine gére tanima
yapilir. ‘
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Mikroteknikle renk reaksiyonlarindan hem organik ve hem de
metalik zehirlerin taninmasinda yararlanilmaktadir. Toksikolojide en
cok alkaloidlerin taninmasi ve birbirinden ayrilmasinda bu teknik
kullamlir. Bu prensibe dayanarak, klasik bir yontem olan Bamford
teknigi ile alkaloidler gurup renk reaktifine gore 7 sinifa ayrilarak ta-
mimlanirlar. Her gruptaki alkaloidler ise 6zel renk reaktifleri ile bir-
birinden ayrilabilirler.

Coktiirme reaksiyonu :

Kimyasal bir maddenin aranmasinda ¢dkme deneylerinden de
yararlanilir. Bir maddenin diger bir madde ile reaksiyona girmesi so-
nucu tesekkill eden kimyasal bilesik cokelti halinde olabilir. Mey-
dana gelen ¢okelti karakteristik rengi ve erime noktas: tayinine go-
re taninarak, asil maddenin teshisini miimkin kilar. Coktiirme de-
neyleri de renk deneylerinde agiklandigi sekilde -damla deneyi: mik-
ro test- seklinde uygulanabilir.

Mikrokristalizasyon ve optik kristallografi :

Mikrokristalizasyon genel bir tekniktir. Mikrokimyasal bir metod
olup, cok az miktardaki bir maddenin uygun bir reaktifle verdigi kris-
tal seklinin mikroskopla incelenmesine dayanir.

Mikrokristal testleri, kimyasal ¢oktiirme deneylerinin hayli ilerle-
mis bir uygulamasidir.

Normal mikroskop disinda, polarizasyon mikroskobu gesitli kris-
tallerin birbirinden ayirt edilmesi igin kullanilmaktadir.

Organik kimyada, mikrokristalizasyon bilhassa azotlu bilesikler
icin kullanilmaktadir. Baslangicta-ylizyillar 6ncesi alkaloidlere tatbik

edilen bu y6ntem, bugiin ‘an'tihistam:inikler. sentetik narkotikler ve
benzeri bilesikler ve diger ilaglar icin de kullanilmaktadir.
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Sekil : ¥ Mikrokristalizasyon teknigl

Teknik (Sekil 7)

Bir damla niimune ¢dzeltisine bir damla ¢oktiirme reaktifi ilave
edilerek karistirilir. Kristal tesekkdli icin gerekli bir zaman bekle-
tilir. Karisimdan bir damla alinir ve mikroskop laminin gukur kis-
mina konarak mikroskopla incelenir. Meydana gelen kristal sekline
gore kimyasal maddenin tamimi yapilabilir. ($ekil 8) de cgesitli kris-
tal tipleri goriilmektedir.
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Sekil 8 — Kristel Cesitleri

Rozet
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Mikrokristalizasyon metodu ile mikrogram ve daha disik mik-
tardaki maddeleri tanimak miimkindiir.

Alkaloidlerin taninmasinda, alkaloidlerle renkli c¢okelti veren
reaktifler kullanilir. Ornegin: Pikrik asit, kloroplatinik asit, fosfomolib-
dik asit gibi.

Optik kristallografi ise polarizasyon mikroskobu ile kristallerin
«optik kristalografik» ©Ozelliklerini tesbit ederek maddelerin tanin-
masini ve miktar tayinlerini miimkin kilan bir tekniktir. Saydam
(transparent) her ilag kristalinin kendine 6zgi bu optik ozellikleri
(6rnegin; ekstinksiyon, kirilma indisi gibi) polarizasyon mikroskobu
ile saptanir. Elde edilen bu fizik konstantlar1 (sabiteleri) ile ilgili tab-
lolarla karsilastirilir.

Optik kristallografi, kristal halindeki ilaglara (antibiyotikler, barbi-
tiratlar, sempatomimetik aminler, sulfonamidler ve antihistaminik-
lere dogrudan dogruya tatbik edilebilir. Bu nedenle ayni apareyin
(polarizasyon mikroskobu) kullanilmasi bakimindan mikrokristalizas-
yona bir derece yakindir, ancak mikrokristalizasyon bir kimyasal yon-

temdir. Optik kristallografi ise kimyasal madde kristallerinin optik
ozelliklerine dayanan fiziksel bir yontemdir.

Mikrokristalizasyon tekniginin spesifik (6zel) uygulama yerleri:

Mikrokristalizasyon teknigi, bilinmeyen bir maddenin kat'i tanin-
masi icin uygulanir. Ornedin kromatografik veya spektrofotometik
analizlerle hangi gurup bir madde oldugu anlasilan organik maddenin
kesin olarak tanimlanmasinda destekleyici bir deney niteliginde (con-
firmatory test) kullanihir. Bunun disinda mikrokristalizasyonun iki
ozel kullunma yeri vardir :

a) Kimyasal yapilari birbirine ¢ok yakin olup kromatografik ve-
ya spektrofotometrik taramada (screening) farklandirilamiyan bilegik-
lerin taninmasinda, degerli bir tekniktir. Ornegdin; fenmetrazin (phen-
metrazin) ve fendimetrazinin (phendimetrazin) kagit kromatografisi
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ve ince tabaka kromatografisi ile ayni developman sistemi ile R¢ de-
gerleri birbirine ¢ok yakindir. Ultraviyole spektrumlari da birbirinden
farkli degildir, ilaveten birbirinden farklandiracak bir renk reaksiyonu
yoktur. Fakat mikrokristal tesekkiiline dayanan deneylerle birbirin-
den ayrilmalart mimkindiir. Soyle ki pikrolonik (picrolonic) asitle
fenmetrazin kesif (yogun) rozet seklinde, fendimetrazin ise igne sek-
linde kristaller verir.

b) Mikrokristalizasyonun kullanildigi  6nemli bir yer de optik
izomerlerin ayrilmasidir. Eldeki madde miktari yeter derecede oldugu
zaman polarimetre bu amaci karsilar. Fakat mikrogram gibi ¢ok az
miktarlar i¢in polarimetrik yéntem pratik degildir, ancak mikrokrista-
lizasyon teknigi ile basarilabilir.

Bunu adli tip yoniinden ¢ok onemli olan bir 6rnekle acgiklayabili-
riz.

Levafanol (levaphanol) (-) izomeri ve rasemorfan (recemorphan)
razemik sekil olarak narkotik ilaglar grubundadir ve uluslar arasi bir
kontrol altindadir. Halbuki dekstrorfan (dextrorphan) (+) izomer ola-
rak analjezik veya aliskanlik yapan (addictive) bir ilag degildir ve bu
nedenle kontrolde degildir.Cok kez adli tip amaciyla bu iki grup mad-
deyi ayirmak onemli bir istir. Mikrokristalizasyon ile bu ayirma sdyle
yapilir:

Madde 2N HCI de g¢oziildiikten sonra Na,CO; ¢ozeltisi ile mikro-
damla deneyi uygulandiginda, rasemorfan 1/2 saat iginde ince tabaka
halinde kristal yigini  verdigi halde, levorfan veya dekstrorfan ile
amorf bir ¢gokelti meydana gelir (48 saat bekletildigi halde).

Diger taraftan (+) ve (-) izomerler ise birbirinden mikrokristali-
zasyonla su genel uygulamaya gore ayrilir: 2 N HCI asitlendirilmis
nimune Na,CO; ile mikrokristal deneyi uygulanir. Mikroskopla
incelendikten sonra eldeki bilinen aym maddenin optik izomerinden
bi rdamla daha ilave edilir. Eger numiine, bilinen niimune ile aynt
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izomer tipinde ise (authentic). bu halde amorf gokelek dedismiyecek-
tir. Fakat tersi ise, bu halde razemik sekil meydana geleceginden
amorf g¢okelti karakteristik kristal (ince levha) sekline doniisecek-
tir.

Bu genel bir tekniktir. Bir maddenin razem sekli ile kristal ver-
digi halde, (+) + veya (—) — izomeri ile amorf ¢okelek veren uy-
gun bir reaktifle izomerlerinin ayrilmasi miimkiin olur.

IV. Metalik zehirlerin biyolojik materyalden izolasyon ve ta-
ninmalarinda kullanilan teknikler
1. Yikilama :

Metalik zehirlerin biyolojik materyalden izolasyonlarindaki pren
sip, biyolojik materyalin ihtiva ettigi organik maddeleri tahrip et
mek (yikilamak) ve bdylece bu yikilama islemine dayanikli olan me
tallerin anorganik ortamda bulunmasini saglamaktir.

Bu maksatla kullanilan metodlar iki kisimda toplayabiliriz :
a) Kuru killestirme
b) Sulu ortamda kallestirme (yas kiillestirme).

Her iki teknik icin de gesitli yontemler kullanilir. Bunlardan
onemli olanlari sirasi ile gorelim.

a) Kuru kiillestirme :

Burada prensip, biyolojik materyalin 6nce kurutulmasi ve sonra
organik maddelerin 450°C civarinda yakilarak tahribine dayanir. Bu
metod Hg, As ve Sb disinda (giinkii bu metaller ugucudur) diger bi-
tiin metallerin aranmasi icin tatbik. edilir.

Killlestirme c¢esitli sekilde yapilabilir :

a;) Basit kiillestirme: Burada genel teknik 50-100 g kadar ki-
yilmis doku, 100-1000 ml idrar veya 20-100 ml kan Once yavag ya-
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vas 110°C de kurutulur. Kuru niimune bir firina konarak yavas yavas
450°C ye kadar isitilir. Ugucu bilesikler kaybolup gri beyaz bir kil
elde edilinceye kadar bekletilir. Genellikle 5-6 st gerekir.

Elde edilen kiil, mineral asitlerden birinde (HCI) g¢oziinerek ka-
titalif ve kantitatif analiz icin uygun hale getirilir. Bu metodla Hg,
As, Sb ve kismen Pb ucar. Bu sebeple bu metallerin aranmasi icin
kullaniimaz.

a;) 0; altinda kiil etme ve ucucu mineral bilesiklerinin toplan-
masi. Fakat bu teknik pratikte kullaniimaz.
a;) Kimyasal bir madde mevcudiyetinde kil etme :

Bu metotla, biyolojik materyale kireg, manyezi, (manyezi + KNO;)
gibi kimyasal maddeler ilave edilerek yakilir. Yanma esnasinda bu
ilave edilen kimyasal maddelerle karigimin yiizeyi genisler. Yanma
kolaylastigi gibi, kiillesme de daha asagi sicaklikta olur.

b) Yas usulle kiillestirme (yikilama)
Bugiin en cok kullanilan yikilama metotlari, sulu ortamda organik

maddenin oksidan maddelerle pargalanmasina dayanir. Bu amagla
kullanilan metotlari :

b:;) Klorla yikilama

b;) Asit ve asit karisimi ile yikilama

b;) Diger oksitleyicilerle yikilama (H.O., kromil klorir gibi) ol-
mak Uzere inceleyebiliriz.

Burada uygulamada en c¢ok kullanilan (H:SOs + HNO; + HCIO4)
asit karisimi ile yapilan yikilama islemi (asit dijestiyon) agiklanmis-
tir.

Oclii asit karisimi ile yikilama :

Prensip:

Asitle yikilamada en ¢ok H.SO., HNOs ve HCIO, (perklorik) asit
ikili veya iiclii karigim halinde uygulanir. Asitlerden H.SQO. oksitleyici,
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dehidrate edici (su gekme) ve azotlu organik maddeler igin tutucu
(azotu amonyum katyonu haline gecirir) olarak etkiier.

Nitrik asit ve perklorik asit ise kuvvetli oksidan 6zellikleri ile bi-
yolojik maddenin pargalanmasini saglarlar.

Teknik :

Yikilama islemi igin 1siya dayanikli armut seklinde ve uzun boyun-
lu bir balon (Kjeldahl balonu, Sekil 9) kullanilir. Patlama olabilmesi

4
-

Sekil 9 — Kjeldahl balonunda yikilama

nedeniyle Islem tyi geker kapali bir ocakta yapilmahdir.

100 ml idrar veya 10 ml kan 600 ml lik bir Kjeldahl balonuna ko-
nur. Diizglin kaynamasi igin bir kag cam boncuk, 150 ml konsantre
HNO; ve 6 ml H.SO; ilave edilir. Karisim 6nce kopirmeyi engellemek
icin yavas yavas isitilir. Képiirme tehlikesi gectikten sonra is1 yiik-
seltilir ve hacim 50 ml ye ininceye kadar kaynatilir. Alevden uzak-
lastirilir. 50 ml daha HNO; asit konur. Sonra ¢ok dikkatle yavas ya-
vas 5 ml perklorik asit (72 %) ilave edilir. Tekrar balon karisimi ber-
rak bir ¢ozelti haline gelinceye ve SO; dumanlari gikincaya kadar isi-
tilir. Bu duruma genellikle hacim 4 ml ye ininceye kadar devam edi-
“lir. (Bazen yikilama tam olmaz. Bu halde birkag ml daha HNO; ila-
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vesi gerekebilir). SOs dumanlarn gikinca birkag dakika daha isitilir.
Boylece HNO; tamamen uzaklagsmis olur. Balon sogutulur ve hacim
4 ml ve bu miktara ¢ok yakinsa tam olarak distile su ile 40 ml ye
seyreltilir. Boylece % 10 H,SOs li bir ortam (asit dijestiyon) elde
edilir. Bu ¢ozeltide metalik zehirlerin aranmasi ve miktar tayinleri ya-
pilir.

Dikkat edilecek noktalar :

a) Perklorik asit bazi kosullarda son derece patlayici bir asit-
tir. Bu nedenle, yukaridaki yikilama islemi bu konuda tecriibeli bir
kimse tarafindan uygulanmalidir. Yikilama uzaktan takip edilmelidir,
ve kapali bir ceker ocakta yapilmalidir.

b) Kursun aranmasi ve tayini yapilacaksa bu durumda, yikilama
isleminin son kademesindeki su ile seyreltme yapilmaz.

2. Metalik zehirlerin asit dijestiyonda aranmasi icin kullanilan
genel yontemler :

Biyolojik maddenin yikilanmasindan sonra elde edilen asitli ¢o-
zeltide metalik zehirler asagidaki sistematik analiz yontemlerinden
biri ile aranir. Bunlardan bir kisim, miktar tayini icin de kullanilan
tekniklerdir.

a) Klasik silfiir yontemi

b) Mikrokristalizasyon

c) Ring-oven teknigi

d) Ditizonla ekstraksiyon yontemi

e) Spektrografik yontem

f) Kromatografik yontemler (kagit, ince tabaka, ion-exchange
kromatografileri).

a) Klasik siilfiir teknigi : Bu yontem analitik kimyada etraflica
goriildiginden burada stiinde durulmayacaktir.

Burada prensip : Katyonlar HCI, H.S, (NH:).S ve (NH.).CO; ile
cokme oOzelliklerine gore gruplastirilirlar. Her guruptaki katyonlar uy:
gun c¢oktiriicii ayiraglarla (reaktif) tekrar alt simiflara ayrilarak her
metal katyonunun kendi yerinde 6zel kimyasal reaksiyonlarla (renk ve
cokelti ayiraglan ile) aranmasi mimkin olur.
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Klasik silfiir yontemi toksikolojide ¢ok kullaniimaz. Ancak sui-
kast veya intihar gibi zehirlenmelerde tek bir metalin yitksek kon-
santrasyonda bulunmasi halinde bas vurulan bir tekniktir.,

b) Mikrokristalizasyon : Mikrokristalizasyon teknigi metalik ze-
hirlerin taninmasi icin de kullantlan bir yontemdir. Biyolojik mater-
yal HCi1 ve perklorik asitle yikandiktan sonra, dijestiyon klorlu su ile
calkalanir ve eterle ekstrakte edilir. Béylece talyum (Tl) varsa eter
fazina gecger.

Diger maddeler ise sulu fazin sistematik bir ekstraksiyon isle-
mine tabi tutulmasi ile baslica ti¢ grup halinde ayrilir. Her grubun
tekrar uygun g¢ozicilerle birbirinden ayrilmasindan sonra her metal
kendi yerinde ozel kristal reaktifleri ile tanimir (Daha fazla bilgi igin:
Clinical Toxicology S: 549 -554'e bakiniz Lit no: 25)

c) Ring-oven teknigi :

Bu teknikle, bir damla niimune c¢ozeltisi kullanilarak 35 metalin
ayrilmasi ve taninmasi miimkiin olur.

Prensip : Metaller biyolojik materyalden sistematik bir ekstrak-
siyon semasina gdre guruplandirihr. Her gurup, filtre kagidinda ve
belirli bir sicakhikta zon seklinde (ring-oven) kromatografik ayirma-
ya tabi tutulur. Her zondaki metal 6zel renk ayiraglar ile taninir.

Aparey : Ring oven teknigi i¢in 6zel bir aparey gelistirilmistir
(Sekil 10).

H, silindir seklinde, 40 mm yiikseklikte ve 70 mm capta aliimin-
yum silindir bir bloktur. Iginde 22 mm capinda bir bosluk (borhol)
vardir. Blok sicaklik derecesi kontrol edilebilen bir i1sitici (stiine
oturtulmustur. M, Aliiminyum c¢ubugdu ayarh bir vida (S;) ile silindire
tespit edilmistir. Cubugun ucundaki 500 mm uzunlukta ve yiiksekligi S;
vidasi ile kontrol edilebilen cam bir boru vardir (G). Bu boru icinde-
ki kapiler, pipeti tutmaga yarar. Cam borunun bloktan yiiksekligi 2-3
mm dir. i¢ ¢cabi 30 mm olan aliiminyum bir halka (ring) silindir {ize-
rindeki filtre kagidini yerinde tutar. Silindir blokun sicakhigt 80-115°C
tutulur.

Uygulama : Ekstraksiyon semasina gore doku ekstrakti ve uygun
¢oziicii bir tip veya mikrobeherde ekstrakte edilir. Organik faz (ilk
ekstraksiyon metil izobitil ketonla yapilir) ring oven apareyinin ka-
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piler pipeti yardimi ile, silindir izerindeki filtre kagidina absorbe
olan leke 0.1 N HCI ile yikanir. Bu sirada firin sicak oldugundan sivi
faz buharlasir ve metal tuzlari yogunlasir, (konsantre olur). HCI ile
yikama islemi 5- 10 kere yapildiginda metal iyonlari bir taraftan kanti-
tatif olarak yogunlasirken, diger taraftan da belirli halkalar seklinde

i Semcoasal] |

$ekil — 10 Ring oven apareyi
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birbirinden ayrilir. Bu zonlar ayri ayr1 kesilerek, uygun renk reaksi-
yonlari ile metallerin taninmalari yapilir.

Sulu faz, semaya gore organik c¢oziicliyle (dietil eter - amonyum
tiosiyanat) ekstraksiyona tabi tutulur. Organik faza gegen metaller
yukardaki gibi ring oven apareyinde zonlara ayrilir. Béylece bir serl
ekstraksiyondan sonra her organik fazdaki metalin filtre kagidi tize-
rinde ayrilmasi ve taninmasi yapilmis olur.

d) Ditizonla ekstraksiyon :
(Ditizon ekstraksiyon metodu ile metalik zehirlerin aranmalan :)

Ditizon (difenil tiokarbazon) kloroform veya diger organik cozii-
cilerde (CCl; gibi) yesil renk vererek organik fazda karakteristik
renkle co6zinirler. Ditizonla, renkli kompleks veren 14 metal bilin-
mektedir. Bu metallerin en 6nemlileri Hg*+, Cu*+,Bit++,Zn++,Cd++,
Pb++, TI+, Nit++, As+++ diir.

Ditizon, asit dijestiyonda metallerin aranmasi ve tayini icin kul-
lanilan (yani hem kalitatlif ve hem de kantitatif) bir reaktiftir.

Adi gegen metallerin, belirli sartlarda kompleks tuz vermesine da-
yanarak her metalin selektif ¢6ziicii ekstraksiyonu ile ayrilmasi mim-
kiin olmaktadir. Strafford ve arkadaslan tarafindan gelistirilen ditizon-
la ekstraksiyon semasina gore bu metallerin ayrilmasi, taninmasi ve
miktar tayinleri yapilabilmektedir.

Burada prensip : Tablo VI da goériildugi gibi ekstrakte edilebilen
katyonlarin, pH ya gére, degismesine dayanmaktadir. Ayrica ortama di-
ger uygun reaktiflerin ilavesi ile spesifite artirilmaktadir.




Tablo VI - Ditizonla ekstrakte edilebilen katyonlar

pH (Sulu ortamin) Ekstrakte edilen katyonlar
L1/ SR ... Soy metaller ve Hg*+
R BEC e GUFT, BIFHE, Sntt
4 — 7 . R (- Znt+, Cd++, Pb*t, TI* ve yukaridaki
metaller
e 1l vmmectmenne, Biitiin metaller 0.04 N-NH: ile yikanir-
sa Sn uzaklastinlir. KCN ilavesi ile
Pb++* ayrilmasi saglanir. Bi*++ onceden
uzaklastirlmamigsa ortamda kalir.

O halde pH degistikce ekstrakte edilebilen katyonlarin sayisi de-
gismektedir. Bazi reaktiflerle spesifiklik arttirilabilir. Ornegin: KCN
flavesi, Pb++ ve TI* disindaki katyonlar uzaklastirilir. Zn ++ — ve
Cd++ — ditizonatlari ayirmak icin ortama N-NaOH ilave edilir. Bu tak-
dirde Zn-ditizonat parcalanir, Cd-ditizonat ise CHCI; ile galkalanarak
ayrilir.

Ditizon-metal kompleksl, standartlarla karsilastirilarak spektro-
fotometrik yontemle kantitatif tayin i¢in de kullanilabilir (6zel bélime
bakiniz).

e) Spektrografik yontem :

Zehirlenmenin niteligi bilinmediginde, doku ve viicut sivilarinda
toksik metallerin aranmasinda ve taninmasinda (detection and iden-
tification) en elverisli yontem, spektrografik analizdir. Bu teknik, mo-
dern laboratuvarlarin kullandigi degerli bir tarama (screening) yon-
temi olup, ayrica metalik zehirlerin yari kantitatif degerlendirmesi
de miimkin olmaktadir.
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Spektrograf, fiziko kimyasal analitik bir apareydir. Isik kaynagin-
da (elektrik arki) uyarilmis atomlarin emisyon spektrumunu kayde-
den fotograf kamerasi ile kombine edilmis bir spektroskoptur. Bu-
glin gelistirilmis modern otomatik spektrografla bir metalin cins ve
miktari bir ka¢ dakikada saptanabilir. Metallerden baska fosfor, si-
lisyum, arsenik, karbon, bor gibi ametal ve yari metallerin de detek-
siyonlari yapilabilir.

Teknik : Biyolojik materyalde metalik zehirlerin spektrografik
yontemle aranmasi icin yikilama isleminin uygulanmas: gerekir.
Reinsch deneyi ile bakir levha {izerinde toplanmis metallerin de
taninmasi yapilabilir. Analitik toksikolojide uygulanmak iizere, biyolo-
jik maddede metal ve metalloidlerin analiz igin gelistirilmis yéntem-
ler vardir.

Bunlardan Geldmacher ve arkadaslarinin (Lit no, 12) gelistirdigi
teknikle, 1 g organ, 90-100 ml kan veya idrarda: 1 mikrogram (zg)
Pb, Tl, Cd, Hg; 2.5#g Bi; 5 jrg, As, Zn; 10 pg Te 15 pg  Sr  taninabilir.

Atomik Absorbsiyon spektrofotometresi (Atomic Absorption
spektrophotometre).

Spektrografide, elementlerin emisyon spektrumundan yararlani-
lir. Halbuki atomik absorbsiyon spektroskopisi ise, 1sima enerjisi-
nin, gaz halindeki notral atomlar tarafindan absorbsiyonuna dayanan
bir teknikle galisir. 1955 ydindan sonra gelistirilen bu enstriimental
teknikle 68 elementin kalitalif (nicel) ve kantitatif (nitel) analiz ya-
pilabilmektedir. Duyarlik ve kesinlik bakimindan Gstiin bir yontem
olup cogunlukla 0.005«g/ml c¢ozeltideki metalik zehirin taninmasi ya-
pilabilmektedir.

f. Kromatografi

Metalik zehirlerin aranmasinda kagit ve ince tabaka kromatogra-
fisi teknikleri kullanilmakla beraber, organik zehirler igin oldugu ka-
dar ¢ok uygulanmamaktadir. Ancak son yillarda metallerin sistematik
olarak I.T.K. le analizlerine ait ¢alismalara rastlanmaktadir. Bu konu-
da yapilan arastirmalarda (1970, Miketuva ve Frei) sonuclarin 0.1-0.00
ug kadar duyer oldugu bildirilmektedir.
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V. Toksik anyonlarin biyolojik materyalden izolasyonlar ve ta-
ninmalan :

Permanganat, bromir, iyodiir, tiosiyanat, klorat, fosfat gibi toksik
anyonlarin izolasyonlari ile ilgili sistematik ekstraksiyon yontemleri
azdir. Genellikle bu tip anyonlarla zehirlenmeler, cok miktarda alin-
diginda meydana gelmektedir. Bu nedenle de taninmalari kolay ol-
maktadir. Dogrudan dogruya organ sivilari siiziintiisiinde, inorganik
analitik arama deneylerinin uygulanmasi yeterlidir.

Bunun disinda materyalin diyalizine dayanan sistematik bir y&n-
tem de gelistirilmistir.

1. Diyalizle ayirma :

Diyaliz, kristalloidleri kolloidlerden ayirmak ic¢in kullanilan bir
tekniktir. Toksikolojide, mide suyunda anorganik anyonlarin ve bazi
suda ¢oziinen organik maddenin ayrilmasi igin kullamimaktadir.

organ §1visl

-—

]rl]ll“lll'll \
N
N\

Sekil : 11 — Diyalizle ayirma

Teknik: (Sekil 11) Diyaliz icin kullanilan membran en basit ola-
rak viskoz sosis veya sucuk zarindan veya celloidin (Selloidin) den
hazirlanir. Diyalizle uygulanacak biyolojik madde bu zar igine konur,
Zarin agzi bir sicim veya ince lastikle baglandiktan sonra, bir beher
icine asili olarak yerlestirilir. Anyonlarin veya diger diyaliz olabilen
maddenin beher igindeki suya gegmeleri icin 5—6 saat beklenir. Son-
ra sulu kisim (diyalizat) sicakta konsantre edilir. Elde edilen bu ¢&-
zeltide difiize olabilen anyon, katyon veya suda ¢dziinen organik
maddeler uygun kimyasal reaksiyonlarla aranir.
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VI. Ozel olarak aranmasi gereken zehirlerin izolasyonlari ve
aranmalari

Daha once aciklanan izolasyon teknikleri ile biyolojik materyal-
den ayrilamayan zehirler bu guruba girer. Genellikle bu gruptaki bi-
lesikler ya suda ¢ok ¢6ziinen ve boylece hi¢ bir kosulda organik fa-
za ekstrakte olamayan ilaglardir; veya suda hi¢ ¢oziinmeyen madde-
lerdir. Ornek olarak borik asit, halojenler, organik asitler (okzalik
asit, sitrik asit, sulfonik asit gibi), proteinler, glikozitler, lipitler,
hormonlar, enzimler, antibiotikler ve insektisitler gosterilebilir.

Ozellikle suda c¢oziinenler icin genel bir ekstraksiyon semast
yoktur. Gerek izolasyonlari ve gerekse aranmalari igin 6zel yontem-
ler uygulanir. Bu konu 6zel kisimda verilecek 6rneklerle daha iyi an-
lagilabilir.

VIl. Toksikolojide kullamlan 6énemli fizikokimyasal teknikler :

Biyolojik materyalden izole edilen zehirli maddelerin kalitalif ve
kantitatif analizlerinde daha énce acikladigimiz kimyasal reaksiyonla-
ra dayanan yontemlerden baska, fizikokimyasal prensibe dayanan
aletlerden (enstrumental analiz) de yararlamlir. Bu teknikler, duyarli-
hk ve spesifiklik bakimindan kimyasal yontemlerden ¢ok Gstlndiir.
Analitik kimyada kullamlan biitiin teknik ve enstrumental yontemler
toksikolojide de kullanilmaktadir.

Bu yontemlerin baslicalar: :

1) Kromatografi (sttun, kagit, kolon, ince tabaka, gaz, iyon de-
gistirme kromatografileri).

2) Spektral analiz (emisyon spektrumu ve absorbsiyon spekt-
rumuna dayanan teknikler: UV spektrofotometre, infrared spektrofo-
metresi, alev emisyon spektrofotometresi gibi).

3) X-sm difraksiyon analizi,
4) Polarografik,

5) Polarimetrik,

6) Optik kristallografik,

7) Refraktometrik teknikleridir.




Burada hemen her toksikoloji laboratuvarinda uygulanan veya bu-
lunmasi gereken kromatografik (kagit ve ITK) ydntemle, ultraviyole
spektrofotometresinin toksikolojide kullanilmalarindan bahsedece-
giz.

1. Kromatografi :

Kromatografi ¢ok az miktardaki ve kimyasal yapilari birbirine ya-
km kimyasal madde karisimlarinin birbirinden ayrilmasinda kullanilan
bir tekniktir. Boylece mikrogram diizeyindeki bir maddeyi kromatog-
rafi yardimi ile karisimdan ayirmak (izolasyon), tanimak, konsantras-
yonunu bulmak ve safligini kontrol etmek miimkiin olabilir.

Teknik olarak kromatografik yontemler baslica 4 gesittir :
a) Siitun kromatografisi

b) Kagit kromatografisi

c) Ince tabaka kromatografisi (I.T.K.)

d) Gaz kromatografisi.

3. Kagit Kromatografisinin toksikolojide uygulanmasi :

1) Kagit kromatografisi ila¢ ve zehirlerin ayrilmasi ve taninma-
sinda kullanilan faydah bir tekniktir. Her ne kadar I.T.K. nin kisa za-

manda sonug¢ vermesi, duyarlik ve bir ¢cok hallerde daha iyi sonug
vermesi gibi {stinlikleri varsa da kagit kromatografisi, halen toksi-
kolojide kullanilan bir tekniktir. Ciinkii uygulama kolayligi yaninda,
daha ¢ok madde ile galisma imkéani oldugundan, kromatogramlarin
elisyonunu miteakip UV, IR gibi spektrofotometrik yontemlerle ke-
sin tanimlanmalari igin elverislidir.

Gerek biyolojik materyalden ilk izolasyondan sonra, daha iler]
bir saflandirma (cleaning) ve gerekse maddelerin diger fizikokimya-
sal tekniklerle taninmasi igin 6n islem olarak uygulanan degerli bir
yontemdir. Duyarhik mikrograma kadar inebilir.
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Kagit kromatografisi yukari g¢ikan (ascending) asagi inen (des-
cending) tipte olabilir.

4) ince Tabaka Kromatografisi :

ince tabaka kromatografisinde, cam bir levha tizerine ince bir
tabaka halinde ve homojen seklinde yayilan adsorban kullanilir. Ta-
baka kalinligi genellikle 0.125 mm civarindadir. Adsorban tabaka ola-
rak Silikagel, Kizelgur, seliiloz ve tiirevleri, nisasta, poliamid ve AlO;
gibi organik ve anorganik maddeler kullanilir.

ince tabaka kromatografisi 1960 yilindan beri toksikologlarin
kullandigr bir tekniktir. Kagit kromatografisiyle karsilasilan gicliik
I.T.K. ile ¢dziimlenmistir. Ornegin bu yillarda alkaloidleri ayirmak igin
en az 10-20 mikrogram madde gerekiyordu. Halbuki I.T.K. ile 0.1 pg la
basariya ulasiimistir. Diger taraftan az miktardaki monoamin oksidaz
inhibitérleri I.T.K. ile daha lyi detekte edilebilmekte, bir ¢ok ilag kom-
binasyonlari daha gabuk ve kolay ayrilabilmektedir.

Teknik :

ince tabakanin uygulanmasi kagit kromatografisine benzer, asa-
gida bu teknigin baslica kademeleri agiklanmis ve sekil (12) de uygu-
lama gosterilmistir.

I i

10-12 em
2,5cm
25 g1 g I I
2,5 1 z 2
cm e
Numune uygulapmasi Levhanin tanka ycrlegtiriimesl

Sekil 12 — |.T.K teknigi

Sekil I.T.K. da su Islemler sirast ile yapilir :

I) Cam levhaya adsorban maddenin yayilmas: ve aktivite edil-
mesl. Ornegin Silikagel 105° de 1 saat bekleterek aktivite edilir.

ii) Developman tankinin hazirlanmasi : Kromatografi igin aS:
cam kapakli ve tragh cam kavanozlar kullanilir. Bu tank igine
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velopman solventi denilen ve adsorban madde Gzerinde strikleyici
vazifesini gorecek ¢o6ziicli karisimi konur.

Bu ¢oziicii buhan ile tank atmosferinin doymasi i¢in agz1 sikica
kapatilir. Develope edilecek cam levha bu tanka yerlestirilir.

iii) NOmune tatbiki :

Adsorban madde iizerinde toplu igne ile alttan 2,5 cm. yiiksek-
likteki yatay dogru lizerine 2-2,5 cm. aralikta tatbik edilerek niimu-
ne yerleri isaretlenir. Kalitatif analizde, kapillerle bir pipetle nimu-
ne ¢ozeltisinden 50 - 100 mikrolitre (#l) yavas yavas damlatilir. Bu le-
ke ¢ap1 2 -3 mm. yi gegmemelidir.

iv) Developman islemi : Damlatilan nimuneler uygun sekilde
kurutulduktan sonra tanka yavasga konur. Tankin agzi kapatilir ve ¢o-
ziicii karigsimimin uygulama noktasindan itibaren 10-12 cm yiiksel-
mesine kadar bekletilir. Bu bekleme miiddetine developman miidde-
ti denir.

v) Bu zaman sonunda cam levha tanktan alinir, ¢éziicli sinir
kursun kalemle isaretlenir ve kurumaya birakilir.

vi) Kromatogramlarin degerlendirilmesi : Levhalar kurutuldik:
tan sonra ultraviyole 1siginda incelenir ve floresan veren lekeler alup
olmadig, bunlarin renkleri saptanir. Sonra uygun reaktif puiskiirti-
lerek bu lekelerin yeri tesbit edilir. Developmandan sonra ayrilan bu
lekelere kromatogram denir.

vii) Bu lekelerin R¢ degeri hesaplanir.

Ayrica bilinen maddelerle de paralel galisarak (standart), analk
zl yapilacak maddenin taninmasi mimkin olur.

viii) Gerektiginde kantitatif tayin de yapilabilir. Bunun igin ge-
sitli yontemler vardir. Ornegin leke alaninin 6lgiilmesi, renklendiril-
mis kromatogramin fotodansitometrik 6lgiimii veya lekelerin eliisyo-
nundan sonra spektrofotometrik uygulanmasi gibi.

5. Absorbsiyon Spektral Analizin Toksikolojide kullanilmas: :

Absorbsiyon spektrumuna dayanan analiz, optik yéntemlerin en
6nemlisini teskil eder. Genel bir tarif olarak absorptimetri elektro-
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magnetik enerjinin absorblanmasi esasina dayanan bir metotdur.
Bunun en yaygin sekli spektrofotometri (UV, Vizibl, IR) ve kolori-
metredir.

Her ikisinde de rol oynayan isik kanunlari aynidir.

UV Spektrofotometreleri :

Ultraviyole spektrofotometre, kimyasal maddelerin UV (200 -
380 nm) alanindaki spektrum analizleri icin kullanilir. Isik kaynagr ola-
rak, yiiksek baski altindaki hidrojen veya deuterium desarj lambasi
(200 - 375 nm arasinda 1sin verir) kullanilir.

Toksikolojide UV spektrofotometresinin kullanilis: :

i. Bilinmeyen bir maddenin UV sahasindaki spektrumunun elde
edilmesi ve bunun bilinen standartlarla karsilastirilmasi ile 0 madde-
nin tanimlanmasi yapilabilir. (Sekil 13).

Max. A

T — cm— o——— c— —

Min. A

Optik danslite

|
|
|
I

250 230 nm
$ekii 18 -~ UV Spekiruma




A'ya karsi okunan, absorbans degerleri bir grafik kagidi Gzerin-
de noktalanarak birlestirilirse, 0 maddenin spektrumu elde ed:.iz. *
de edilen spektrum, bilinen madde spektrumu ile karsgilastirilir.

Kargilagtirma, spektrumun su &zelliklerine gére yapilir :

a) UV sahasinda elde edilen max. absorbsiyonu gosteren dalga
uzunlugu her madde icin karakteristikdir (Max. A).

b) Molar ekstinksiyon katsayisi (A) aym sartlarda, her madde
icin sabit ve karakteristik bir deger tasir.

c) Minumum (Min) absorbsiyonu gosteren dalga uzunlugu da
bir degerlendirmede yardimci olur.

Asit ozellikteki organik bilesiklerin kanda UV spektrofotometrik
yontemle aranmasi :

25 ml distillenmis kloroform bir ayirma hunisine konur ve 5 ml
kan ilave edilir. 1 ml seyreltik HCI ile asitlendirilir ve dikkatle 5 da-
kika calkalanir. Fazlar ayrildiktan sonra, su damlaciklarini uzaklagtir-
mak icin koloroform faz kuru siizge¢ kagidindan stiziiliir. Stiziintiiden
20 ml alimir ve 5 ml 0.5 N NaOH ile ekstrakte edilir. Bu ekstrakt
kuvarz kiivete konur ve kloroform ile doyurulmug 5 N NaOH e kars:
spektrumu gizilir.

Kalevi ozellikteki organik bilesiklerin kanda UV spektrofotomet-
resi ile aranmasi :

Ucucu olmayan organik zehirlerden alkaloidler ve diger kalevi
ozellikte olanlar ise, énce kalevi ortamda (5 ml Kan 4+ 25 ml CHC; +

1 ml diliie NH;OH) kloroformla ekstrakte edilir, sonra 0.5 N H,SO; ile
sulu faza alinarak spektrumu gizilir.

Ugucu zehirler ise distilatta veya uygun bir ¢bziici iginde top-
landiktan sonra aynmi sekilde arastirilir,

B. Kantitatif analizde ise :

Kalitatif olarak tanimlanmasi yapilan zehirin, max. absorbanst
ckunur. Dederlendirme igin, daha 6nce standart madde ile, max. A dada
konsantrasyona gdre hazirlanan bir grafikten yararlanilir.
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B. OZEL BOLOM

ONEMLI ZEHIRLERIN BiYOLOJiK MATERYALDE
ARANMALARI

. UCUCU ZEHIRLER
1. METIL ALKOL : CH;OH

Sinonimleri : Odun alkolii, denatiire alkol, metil alkol, metanol.

Kullanildigh yerler : Coziicli, denatiiran, antifiriz, formaldehit ve
formik asit yapiminda

MLD : 75 ml/70 kg insan igin

Taninmasi : (1) Su buhari distilasyonu ile izole edildikten sonra
distilatta, idrar veya kanda kromotropik asitle su sekilde aranir :

2 ml kan, 4 ml % 20 lik trikloroasetik asitle karsilastirilir ve
proteinlerin ¢okmesi i¢in c¢alkalanir. Karisim Whatman 42 filtre ka-
gidindan stiztliir, 0.1 ml filtrata (slziintliye), 1 damla KMnOs (1.5 g
KMnQOs, 7.5 ml % 85 lik fosforik asit icinde ¢oziiliir ve su ile 50 ml ye
seyreltilir. Reaktif kahverengi bir sisede saklanir) ilave edilerek ka-
ristirihr, tam 1 dakika bekletilir. Fazla olan KMnOs 1n rengi doymus
sodyum bistilfit ¢6zeltisi damlatilarak giderilir. 0.2 ml % 0.5 kromo-
tropik asit (suda hazirlanmis) ve 4 ml konsantre H.SO; ilavesinden
sonra calkalanir. Karisim 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilir.
Ayrica ayni islem, kan siiziintiisii yerine 0.1 ml distile su kullanarak
ayri bir tiipte paralel olarak yapilir (blank, kor deney).

Tupler su banyosundan alinarak renkler karsilastirilir. Metil al-
kol varsa nimune tipin rengi viyole olur.
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Kromotropik asit deneyl, metil alkoliin KMnO; ile oksitleyerek ve
formaldehitin taninmasi igin kullanilan &zel bir deneydir (genel b&
lime bakin Tablo IlI).

Ayrica bu deney kantitatif amagla da kullamlir. Meydaria gelen
rengin siddeti Lambert-Beer kanuna uygun olarak konsantrasyonla
orantilidir. Su ile 10 ml ye seyreltilmis renkli ¢ozeltinin absorbsiyo-
nu 570 nm de niimunenin max. da gdsterdigi absorbansin degeri bu
grafik yardimi ile degerlendirilir.

(2) Conway mikrodifiizyon teknigi ile metil alkoliin aranmasi
ve tayini (Feldstein ve Klendshoj metodu).

Bu yontem dogrudan dogruya kan veya idrara uygulanabilir.

Teknik : Mikro difiizyon apareyinin (genel boéliim, sahife 16-17
ic odacigina 2.2 ml % 10 H,SO; konur. Dis bolmeye ise 1 ml kan ve-
ya idrar veya 5 ml doku homojenati (6nceden hazirlanmis ve 1 mg
dokuya esdeger) konur. Onceden silikon veya benzeri bir madde ile
trash kismi yaglanmis cam kapak, dis odacigin az bir kismi acik ola-
cak sekilde yerlestirilir. 1 ml doymus Na,CO; (K.CO: de olabilir) dis
bélmeye ilave edilir. Hemen kapadi sikica kapatilir. Cihaz arada sira-
da hafifce hareket ettirilerek karistirilir. Diflizyonun tamamlanmasi
icin kan veya idrarla calisildiginda oda sicakliginda 3 saat, doku
kullanildiginda 5 saat beklenir.

Bu middet sonunda, i¢ odaciktaki H.SO, tarafindan absorbla-
nan metil alkoliin aranmasi ve tayini soyle yapilir :

ic odaciktan 1 ml H.SOs alinarak bir tiipe konur. 1 damla 5 %
KMnO; ilave edildikten sonra oksitlenme isleminin tam olmasi igin
10 dakika karisim bekletilir. Fazla permanganatin rengi 1 ka¢c damla
doymus sodyum bisiilfit ¢ozeltisi ile giderilir. (1) deneyde agiklan-
digi sekilde kromotropik asit ve H.SO, ilave edilerek deneye devam
edilir.




~ Kromotropik asit deneyi metil alkol (oksitlenmis) ve formaldehit
igin 6zel oldugu gibi, cok duyar bir reaksiyondur. 3.5 mikrogram me-
til alkolle sonug alinabilir (yani duyarlik 3.5 pg metil alkol).

3) Distillatta metil alkoliin aranmasi i¢in kullamilan diger de-
neyler ve formaldehitien ayrilmasi:

a) Oksitlenebilen maddelere ait genel reaksiyon :

1 ml distilat, 5 ml 0.05 N K:Cr,0; % 50 H,SO; icinde hazirlanmis)
gozeltisine ilave edilir ve karisim 10 dakika kaynar su banyosunda
bekletilir. Bikromat c¢o6zeltisinin sari renginin yesile donmesi disti-
latta oksitlenebilen maddeler (alkoller, aldehitler, doymamis hidro-
karbonlar, terpenler gibi) oldugunu gosterir. Ancak putrifiye (bozul-
mus) doku distilatina uygulandigi zaman bu test az deger tasir. Giin-
kit putrifikasyon olay! sirasinda meydana gelen maddeler reaksiyo-
nun pozitif sonuglanmasina sebep olur.

b) Schiff reaktifi ile deney (oksitlenmis primer alkol ve ealde-
hitler icin genel reaksiyon) :

10 ml distilat, kizdirilmig bakir teli 8-10 kere distilata daldin-
larak oksitlenir. Bu esnada tiip akar su altinda sogutulur.

Boylece oksitlenmis distilattan 1 ml alinarak 0.5 ml Schiff reak-
tifi ilave edilir. Oda sicakhi§inda 15 dakika bekletilir. Konsantrasyona
bagh olarak pembe-viyole rengin meydana gelmesi primer bir alkol
varligini gdésterir. Aldehitler, Schiff reaktifi ile dogrudan dogruya re-
aksiyon verirler. (Deney metil alkol ve formaldehitle yapihr)

c¢) Kromotropik asit (1.8 dihidroksinaftalin-3,6-disulfonik asit)
deneyi :

Oksitlenmis metil alkol ve formaldehit aranmasi igin, metil al-
kol deneyindeki oksitlenme kademesi gerekmez. 1 ml distilata, 0.2
m! % 0.5 kromotropik asit ve 4 ml kons. H.SO, ilave edilerek kuv-
vetle karistirthr. Karisim 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilir.
Viynle rengin meydana gelmesi formaldehit oldugunu gdsterir.
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2. ETIL ALKOL : C;HsOH

Sinonimleri : Etanol, hububat alkolii (grain alcohol), alkol.

Kullamilma yerleri : igki olarak; tipta ilag tasiyicisi, endiistride,
yakit, ¢oziicii olarak.

MLD : 250-500 g alkol/70 kg insan (Ornegin, ¢ok kisa zaman
icinde 500 - 1000 ml viski alinmasi halinde; viski % 40 - 50 alkol ih-
tiva eder).

Distilatta Etil Alkol Aranmasi :

a) Oksitlenebilen maddelere ait genel reaksiyonu etil alkol de
verir.

b) Bakir telle oksitlenmis etil alkol (asetaldehit) Schiff reaktifi
ile pozitif sonug verir. Meydana gelen rengin metil alkol (formaldehit)
veya etil alkol (asetaldehit) ile ilgili olup olmadigini ayirdetmek igin
renk tesekkiirlli icin bekleme zamani sonunda tiip icine 2 ml konsantre
H.SO; ilave edilir ve karistirilir. Formaldehitin Schiff reaktifi ile ver-

digi renk bu halde sabit kalir. Fakat asetaldehitin verdigi renk kaybo-
lur.

c) Ksentegonat deneyi (genel) :

1 ml distilata 0.2 gr. KOH ilave edilerek isitilir. Sogutulduktan
sonra 2-3 damla karbon silfiir konarak tiip iyice calkalanir. Asetik
asit (HAc) ile ortam asitlendirildikten sonra 1 damla % 1 CuSO; ila-

ve edildiginde sar gokelek goriilmesi primer veya sekonder - alkol
oldugunu gosterir. i

d) lyodoform deneyi (etil alkoli metil alkolden ayirt edici 6zel
deney).

3 ml distilat % 10 NaOH ile kalevilendirilir. 3-5 damla iyot ¢o-
zeltisi ilavesinden sonra karistirilarak hafifce isitilir. Etil alkol varsa
jyodoform meydana gelir. lyodoform karakteristik kokusu ve sari
kristalleri ile taninir (ayn1 reaksiyonu asetaldehit ve aseton da verir).
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Kanda Alkol tayini (Modifiye Bogen testi)

Bu metod idrar, serebrospinal sivi veya mide igeriginde etil al-
kol tayini i¢in de kullanilabilir.

Hava =
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il it

!

h
it
-

1l

1

1
paill

Su banyosu

Sekil 14 — Kanda etil alkol tayini

Aparey : (Sekil 14) de gorildigi gibi 30x210 mm boyutunda ki
tipe iki delikli mantar gegirilir. Giris ve ¢ikis borulari (cam) yerles-
tirildikten sonra, ara bagintilar iyi yikanmis lastik boru ile yapilir.
Aparey kaynar su banyosuna daldirilir ve hava akimi bir aspirator (su
trompu ile saglanir).

Prensip : Kan, idrar veya mide iceerigindeki alkol, distilasyonla
serbest hale geger ve ikinci tiipte (B tiipii) bulunan reaktif (Ansties

reaktifi K:Cr,0;+H.S0,) tarafindan tutulur ve reaksiyona girerek yesil
renk meydana gelir. Yesil rengin siddeti, etil alkol miktari ile oranti-

hdir. Deney kosullarinda ve 4 ml kanla ¢alisildiginda, %0.05 - %0.30
g etil alkol Lambert-Beer kanununa uyar. Yesil renkli ¢ozeltinin
absorbansi, kor deneye karst 605 nm de uygun bir spektrofotometre-
de okunur. Sonu¢ daha 6nce standart etil alkolle hazirlanmis kalibras-
yon kurvundan okunur.
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Deneyin- yapilisi :

a. A tiipinde 4 ml etil alkol tayin edilecek biyclojik materyal
(kan, idrar, mide icerigi), 4 ml Scott Wilson reaktifi, 2 m} su ve ko&-
piitk onleyici madde (Silicon antifoam A igeren mineral yag) ilave
edilir.

B tiipiine ise 9 ml Ansties reaktifi konur.

b. Tiplerin agzt derhal sikica kapatilir ve kaynar su banyosunda
20 dakika bekletilir. Bu sirada trompla uygun hava akimi saglanir.
Hava akimi bir Mohr pensi (ayarh vida) yardimi ile diizenlenebilir.

c. 20 dakika sonra, benmariden cikarilan B tlipi scgutulur ve
dikkatle 10 ml lik cam kapakli bir meziire bogaltilir. Eksik hacim su
lle tamamlanir.

d. Ayrica ayni sartlarda deney iginde alkol bulunmadig bilinen
biyolojik madde ile de yapilir. (spektrofotometrede blank olarak kulla-
nihir).

e. Renk siddetinin degerlendirilerek etil alkol miktar tayini iki
sekilde yapilabilir :

i) Spektrofotometrik metot : Meziir icinde tam 10 ml ye seyrel-
tilmis renkli ¢ozelti spekirofotometre kiivetine konur. Blank (kor de-
ney) olarak hazirlanmis ¢ozeltide diger bir kiivete bosaltildiktan son-
ra 605 nm de renkli ¢ozeltinin absorbansi kéore karsi okunur. Bu so-
nug, onceden hazirlanan kalibrasyon kurvundan degerlendirilerek etil
alkol miktar1 % g olarak bulunur.

Kalibrasyon kurvunun hazirlanmasi :

Once, kesin (duyar) olarak % 2 lik (agirlik olarak) standart eti
elkol ¢ozeltisi hazirlanir. Bunun igin tam 2.53 ml mutlak alkol, 50 m! su
thtiva eden 100 ml lik bir balonjojeye bir pipet veya biiret yardimi ile
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ilave edilir. Balonjoje su ile 100 ml ye tamamlanarak karistirilir ve
agzi sikica kapatilir.

Alkol olmadigi bilinen 4 ml lik kan niimunelerine, sirasi ile 0
ile 0.8 ml arasinda bu standart alkol ¢ozeltisinden ilave edilir. Teknik
kisimda agiklandigr sekilde modifiye Bogen usulii distilasyona tébi tu-
tulur. Standartlarin, Ansties reaktifi ile verdigi rengin optik dansitesi
blank’a karsi 605 nm da spektrofotometrede okunur. Bu absorbans
degerleri ve tekabiil ettigi alkol konsantrasyonu bir grafik kagidin-
da isaretlenerek kalibrasyon kurvu hazirlanir ($ekil 15).

0.5

Optlk dansite

0.200

0.100

—
®

0.10 0.15 ©0.20 o0.25 0.30
Kanda % konsantrasyonu (g)

Sekil 15 — Kanda spektrofotometrik olarak alkol tayinl egrisi (kurvu)




Asagida alinan alkol standarti miktarina (ml) gore kanda (% g}
tekabiil ettigi alkol miktari gdsterilmistir (4 ml kanda galistigina gére).

Alinan alkol standardi (ml) % 2 likten Tekabiil ettigi kanda %g alkol

o U S S P~ A Y negatif
i R e 0.05 %
0.2 e e 0.10 =
0.3  sicmiaincissamEEiese s 0.15 »
L R ——— 0.20 »
0.5 e 025 »
L 0.30 »
DT, cressensemmmnissmevanmramsmesbivsmes 035 »
08  crsnensunsRs T 0.40 »

fi) Standartlarla yaklasik degerlendirme (yarikantitatif tayini) :

Spektrofotometre bulunmadiginda, bir seri alkol standard: ile bir
renk eseli hazirlanir. Bunun icin spektrotometrik metotdaki kalibras-
yon egrisinin hazirlanmasinda oldugu gibi % 2 lik alkol ¢ozeltisinden
uygun miktarlarda (0-0.8 ml arasinda) 4 ml biyolojik maddeye (kan id-
rar gibi) konulur. Standartlar Bogen metodu ile distile edilerek Ans-
ties reaktifi ile reaksiyona sokulur ve su ile 10 ml ye tamamlanir. Se-
ri haldeki renkli ¢ozeltiler ayni boyuttaki tiiplere aktarilarak agizlari
sikica kapatilir. Bu sekilde elde edilen skala karanlikta 6 ay daya-
nabilir.

Alkol tayini yapilacak nimune ile elde edilen renk, yukarida agik-
landigi sekilde hazirlanan renk eseli ile kargilastirilarak gozle yakla-
sik bir tayin yapilabilir.

Sonucun yorumlanmasi :

Bu metod % 0.01 g alkole kadar duyardir. Genel olarak kanda
% 0.1 g alkol, sarhosiuga sebep olur. Kanuni acidan kabul edilen bu
deger cesitleri llkelerde degisiktir. Ornegin Norvecte kanda % 0.05
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g; Isvecte % 0.08 g; Danimarkada % 0.10 g distiinde alkol tesbiti sar-
hosluk belirtisidir ve bu sekilde araba siirmek bir suctur. Tirkiye'de
ise eser miktarda alkole dahi miisaade edilmemektedir. (Lit No. 7).

3. KLORLU HIDROKARBONLAR

Toksikoloji yoniinden 6nemli olan hidrokarbonlar karbon tetrak-
loriir, kloroform ve kloralhidratdir. Ayrica kuru temizlemede kullani-
lan ve kronik zehirlenmeye neden olan trikloroetilen de bu sinifa gi-
rer.

Kloralhidrat (CI;CCHO . H;0) : Kloral, Mickey Finn, «<knock out
drops» triklorasetaldehit olarak da bilinir. Kuvvetli bir hipnotik olup,
konviilzif nobetleri durdurmak igin kullamlir. MLD : 7 g/70 kg insan-
dir.

Kloroferm (CHCI;) : Trikloroetan kimyasal ismidir. Anestetik,
tibbi amacla dezenfektan olarak kullanildigi gibi, endiistride ¢oziici
olarak ta onemli bir yeri vardir. MLD : yaklasik 25 ml/70 kg insan-
dir.

Karbontetrakloriir (CCly) : piren (pyrene), karbona (carbona) si-
nonimleridir. Temizleme, yag eritici, yangin sondiirmede, antihelmin-
tik ve kuru temizlemede kullanilir. MLD : yaklasik 4 ml/70 kg insan-
dir.

Trikloro etilen (CHCICCL) : Trilen, trikol, tiriol gibi sinonimleri
vardir. Yagh madde ekstraksiyonunda, ilac ve parfiim endiistrisinde,
kuru temizlemede insektisit olarak kullanilir.

Klorlu hidrokabonlarin biyolojik materyalden izolasyonlar:

Klorluhidrokarbonlar doku veya kandan su buhari distilasyonu
ile izole edilirler. Asit ortamda butin klorlu hidrokarbonlar su bu-
hari ile stiriiklenirler. Kalevi ortamda ise yalniz kloralhidrat distile
olur. Distilatta kismen kloral ve kloroforma sekilde bulunur.

Teknik : Bunun i¢in su buhar: distilasyonu apareyi kullanilir. Kan-
titatif analizde yapilacak sekil 16 daki distilasyon apareyini kullan-
mak yerinde olur.

Habgood ve Powell tarafindan kullanilan bu apareyin A balonu-
na niimune konur. 1-10 g kan veya kiytlmis doku, 100 ml su ile
karistirildiktan sonra A balonuna konur. Kopiik giderici maddeden bir-
kag damla ilave edilir.
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Distilat 50 ml lik ve dereceli agzi cam kapakli silindirde (D) top-
lanir. Silindir icine 6nceden 1.5 - 5 ml arasinda belirli bir hacimde
toluen konulur (C). Toluen iginde toplanan hidrokarbon miktari (0.4
mg/ml yi gegmemelidir).

Bu silindir, buz banyosu (E) icine daldirilir. Su buhari distilas-
yonuna 40 ml distilat toplanincaya kadar devam edilir. Distilasyon-
dan sonra, sogutucu bir kag ml su ile (B) ayirma hunisi yardim: ile
yikanir. Nimune toplama kabi yerinden alinir. Agzi kapatildiktan
sonra calkalanir. Boylece klorlu hidrokarbonun, toluen fazina geg-
mesi saglanir. Fazlar ayrildiktan sonra, toluen fazi ayriir ve 1 ml
si kantitatif analiz igin saklanir.

b) Distilatta klorlu hidrokarbonlarin aranmasi :

b;) Fujiwara reaksiyonu (genel reaksiyon) : 5 ml distilat, 2 ml
saf pridin, 2 ml % 20 NaOH ilave edilir. Karisim tam 5 dakika kay-
nar su banyosunda bekletilir. Klorlu hidrokarbonlardan birinin bulun-
masinda, piridin fazi pembe-kirmizi olur. (Bu renk siddeti konsant-
rasyona bagh oldugundan kantitatif tayin igin de kullanilir).

b;) lzonitril deneyi (genel, primer amin ve klorlu hidrokarbon-
lar icin) : 1 ml toluen fazi, 3 damla anilin ve 5 damla % 20 NaOH ile
bir kag dakika 1sitildiginda karakteristik fenil izonitril kokusu duyulur.

b;) Nessler reaktifi ile ayirt edici deneyler :

1 ml distilata, 1 ml Nessler reaktifi ilave edilir. Bu halde asag-
daki sonuglar elde edilir:

Klorlu karbonlar Nessler ilavesi ile renk

5 dakika sonra,

sogukta 1sidan sonra

Karbontetrakloriir

Kloroform - Kahverengi-siyah

Kloral hidrat

Sar1 portakal,
sarl siyah

Siyah
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bs) Kloral hidrat icin 6zel deney :

5 ml distilata, 1 ml doy. Na,CO: ve 10 damla suda doymus, rezorsin
ilave ederek karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletilir. Sonra
10-15 ml su ile seyreltildiginde yesil floresans meydana gelmesi
kloralhidrat oldugunu gdsterir.

Not : Kalitatif analiz igin, distilatin toluen iginde toplanmasi ge-
rekmez.

c) Klorlu hidrokarbonlarin Fujiwara reaksiyonu ile tayini

1 ml toluen fazina (klorlu hidrokarbonun toplandigi) 10 ml saf pi-
ridin (tekrar distilenmis veya taze analitik 6zellikte) ve 5 ml 20 NaOH
ilave edildikten sonra, karisim tam 5 dakika kaynar su banyosunda
bekletilir. Buz banyosunda sogutulduktan sonra renkli piridin fazi
hemen ayrilir.

Piridin fazi, distile su ile 15 ml ye seyreltilir. Bu renkli ¢ozeltinin
optik dansitesi 530 nm de blanka karsi bir spektrofometrede oku-
nur. Sonug 6nceden aym sekilde standart hidrokarbonla hazirlanmis
kalibrasyon kurvundan hesaplanir. Bu teknikle, 1 ml toluen iginde en
fazla 0.4 mg hidrokarbon tayin edilebilir.

Habgood ve Powell 1 ml aseton ilavesi ile karbon tetra klori-
rin piridin fazinda verdigi rengin siddetlendigini, kloroform oldugun-
da azaldigini ve trikloroetilen ile meydana gelen rengin ise etkilen-
medigini gostermislerdir.

d) Idrarda Fujiwara reaksiyonu ile trikloroasetik asit (TCAA)
tayini (Soucek ve Vlachova modifikasyonu) :

Trikloroetilenle kronik zehirlenme, yukaridaki yéntemle kanda
tri tayini yapilarak anlasilabilir. Ancak idrarda trikloro etilenen basl-

ca metaboliti olan TCAA tayini yapilmasi pratik agidan daha uygun-
dur.
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Bunun igin 2 ml idrara, 8 ml saf piridin ve 5 ml % 20 NaOH ilave
edilir. Karigim 70° de 15 dakika su banyosunda bekletilir. Buz banyo-
sunda sogutulduktan sonra pridin fazi 7.5 ml) 3 ml su ilave edile-
rek seyreltilir. Renkli ¢6zeltinin optik dansitesi 530 nm de blanka kar-
s1 okunur. Sonug, 1-100 mikrogram arasinda hazirlanan TCAA stan-
dardlariyla elde edilen kalibrasyon kurvundan hesaplanir.

Sonug 1 litre idrarda mg TCAA (mg/1) olarak verilir.

idrarda 20 mg/I TCAA bulunmasi, 6nemsiz derecede tri'ye maruz
kalindigini, bu degerin (150 mg/l TCAA) (stiinde bulunmasi ise hava-
da miisaade edilen limit Gistiinde, (MAC) bir miktarda trikloroetilene
maruz kalindigini ifade eder.

4. BENZEN : C¢Hs

Sinonimleri : Benzol, phenilhydride, coal-naphta.

Kullanma yeri : Coziicii, boya yapimi, temizleme ve yag alma
maddesi, kauguk endiistrisinde.

MLD : 15 ml/70 kg insan (yaklasik olarak).

a) Biyolojik maddeden izolasyoru ve aranmasi :

Benzen dokulardan, asit ortamda su buhari distilasyonu ile -izole
edilir. Bunun i¢in 10 g doku (veya 4 ml kan) distilasyon balonuna
konarak 50 ml su ile kanistirthr. (Sekil 2). 1 ml konsantre H:SO; ila-
vesinden sonra, uzun sogutuculu bir su buhari distilasyonu apareyin-
de distillenir. Sogutucunun ug¢ kismimnin niimune toplama kabinin kar-
bon tetraklordr ihtiva eden kismina kadar uzanan bir adaptérle tes-
pit edilmesi, benzenin ugmasini engeller. Benzen kokusu duyulmayin-
caya kadar distilasyona devam edilir. Nimune kabinda toplanan, disti-
lat toplanir ve CCly fazinin ayrilmasi igin beklenir. Benzen CCly igin-
de ¢oziineceginden bu faz alinarak benzen aranir:
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Benzen-karbon tetrakloriir karisimine (5 ml kadar), nitrolama asit
karisimi ilave edilir (8 ml konsantre silfirik asit Gizerine, 7 ml HNO;
ilave edilerek hazirlanir), karigim galkalanirken 1sinin 60°C  (sti-
ne ¢ctkmamasi icin sogutulur.

Karbon tetrakloriir, su banyosunda 60°C de ugurulduktan sonra,
nimune sogutulur. Meydana gelen nitrobenzen karakteristik koku-
su ile (ayakkabi cilasi kokusu) taninir.

Bu karisimdan nitrobenzen soyle ayrilir :

Sogutulmus nimuneye, 50 ml su ilave edildikten sonra, bir ayir-
ma hunisinde 3 defa 25 ml eterle ekstrakte edilir. Toplanan eter faz-
lar1 bir su banyosunda ugurulur. Nitrobenzen sari yag seklinde top-
lanir,

Not : Benzen bir gok bliyiikk veya kiiciik Is yerlerinde ¢ozici,
eritken olarak kullanildigr gibi, izinsiz olarak kuru temizleme is ver-
lerinde de kullanilir. Bu nedenle benzenin kan ve dokuda arastiril-
masi kronik benzen zehirlenmesi bakimindan &nemlidir. Ayrica, id-
rarla atilan metaboliti fenol oldugundan kronik benzen zehirlenmesi-
nin saptanmasinda diger arastirmalar (kan formilii, hemogram, he-
matokrit gibi) yaninda, fenol tayini degerli bir kriterdir (fenol bd-
limiine bakiniz).

5. FENOLLER : CsHsOH
Sinonimler : (C(HsOH) : Karbolik asit, asit fenik.
Tiirevleri : Krezoller (CH:CsHsOH): timol (C¢HaCH;C,;H;OH)

Kullanma yerleri : Dezenfektan, prezervatif, antiseptik antipruri-
tik (kasintilara karsi) ve endiistride MLD : Yaklagik 10 ml/70 kg insan
(adi fenol igin).

a) Biyolojik materyalden izolasyonlan :

Fenoller, kan, idrar veya dokulardan asit ortamda su buhari dis-
tilasyonu ile izole edilir. Bunun Igin su buharn distilasyonu apareyini
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(Sekil 2,) B balonuna 25 ml kiyilmis doku veya idrar, 4 mi (1 + 1)
oraninda seyreltilmis silfirik asit konur ve 5 ml su ile balon yukari-
dan asagiya dogru yikanir. Karistm su buhari akiminda distile edi-
lir, distilasyona 100 ml distilat toplanincaya kadar devam edilir.

b) Distilatta fenol aranmasi :

(1) Para pozisyonu substitiite edilmemis veya nitro grubu bulun-
mayan fenollere Liebermann'in indofenol testi, genel grup deneyi
olarak uygulanabilir. Deney soyle yapilir :

10-20 ml distilat ,2 defa 20 ml eterle ekstrakte edilir. Birlesti-
rilen eter ekstresi bir ka¢ gram susuz Na;SO; ilavesiyle kurutulur.
Cam pamugdundan stziliir ve 2 ml kalincaya kadar ugurulur.

Boylece konsantre edilmis eterli ekstreden bir kac damla, ki-
¢lik bir porselen kapsiilde oda i1sisinda ucurulur.

Kalintiya, 1 damla taze % 1 NaNO: (Konsantre siilfirik asit i¢inde
hazirlanmis) ¢ozeltisi konur, bir bagetle karistirildiktan sonra bir dam-
la su ilave edilir. Genellikle su ilavesi rengin siddetlenmesine se-
bep olur. Karisim sogutulduktan sonra 1 damla 4 N NaOH ile kalevi-
lendirilir ve meydana gelen renk degismesi kaydedilir. Fenol ile mavi
> kirmizi ———> yesil; krezollerle koyu kahverengi; timol
ile yesil > kirmizi > mavi renkler gorilir. Bu deney-
le 1 mikrogram (p.g) fenol taninabilir.

(ii) — FeCl; ile arama :

1 ml distilata, 1 damla % 10 FeCl; ilave edildiginde viyole renk
meydana gelir. Salisilik asitten farkli olarak, bu renk, mineral asit,
amonyak veya alkol ilavesiyle kaybolur.

(Bu deney dogrudan dogruya 10 ml idrara 1 ml % 10 FeCl; ila-
vesiyle de yapilabilir. Meydana gelen viyole renk isiya dayaniklidir).

66




(iii)  Millon deneyi :

Kuglik bir kapsiiie, 1 damia distilat veya eterli ekstreden konur
ve 1 damla Millon reaktifi damlatilir. Karisim bir kag dakika bekleti-
lir. Ege: bir renk degisimi goriilmezse 1sitihr. Fenol, sogukta Millon
reaktifi de kirmizi renk verdigi halde, diger fenoller ancak isitma-
dan soara renk verirler. Bu deneyle 1pg fenol taninabilir,

cs lIdrarda fenoliin diazolandirilmis p-nitroanilin ile tayini :

Fenol yukarida aciklandigi gibi asit ortamda su buhari distilas-
yona (le idrardan izole edilir. Elde edilen distilatin agzi kapali olarak
sogukta saklanmasi gerekir. Walkley et al tarafindan modifiye edilen
diazo.andirilmis p-nitroanilinle fenol tayini igin, 100 ml toplanan dis-
tilatton, 10 ml alinarak cam kapakh dereceli bir meziire (20 ml lik)
konur. 1 ml 50 sodyum asetat ve 1 ml diazo ¢ozeltisi (reaktif no 12)
konduktan sonra karisim tam bir dakika bekletilir. Aradan 2 ml % 20
Na,CO; ilave edilir ve su ile 20 ml ye tamamlanir. 3 dakika sonra
meywana gelen rengin optik dansitesi 525 nm de bir spektrotomet-
rede okunur.

Gonuglar 6nceden 0-100 pg arasindaki fenol standartlariyla elde
edilen kalibrasyon kurvundan okunur ve litrede mg fenol olarak ve-
ril.e.

(Not : Fenol doku proteinlerinin putrifikasyonu sonucu meydana
gelebildigi gibi, deri yolu ile absorbe olarak, idrarla atilir. Toksiko-
lojide fenol, benzenin metaboliti oldugu i¢in 6nem tasir. Kronik ben-
zen zehirlenmesinin teshisinde bir is giini middeti sonunda top-
I"nan idrarda, yukaridaki teknikle fenol tayini yapilir. Bu metodla or-
talama fenol atilimi normal olarak 30 mg/litre (15-50 mg) saptan-
mistir. Sonuglarin bu miktar lstiinde, bulunmasi diger destekleyici
oulgularla beraber olmak lizere, kronik benzen =zehirlenmesine ve
MAC ustlnde bir miktarda benzen buharina maruz kalmaya isarettir).
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Methemoglobin olmadiginda, siyanir ildvesinden sonra da,
optik dansite degerinde bir degisme olmaz. Eger varsa, a; ve a. fark-
Ii olur. Sonug su sekilde hesaplanir:

(ag — @) X 36 = g % methemoglobin kan niimunesinde.

Ayrica hemoglobin tayini yapilarak % oran saptamir.

Not : I) Methemoglobin, oda sicakliginda zamanla hemoglobine
doniistir. Deney hemen yapilmiyorsa kan sogukta (buzlukta) saklanir.

ii) Kontrol igin, 30 mg potasyum ferri siyaniir 100 ml kana ila-
ve edilir. Bu halde % 100 methemoglobinli kan elde edilmis olur.

7. SIYANURLER : (HCN, NaOH, KCN)

Tiirevleri : Sodyum siyaniir, potasyum siyaniir, purussik asit
(hidrosiyanik asit), bitkilerdeki amigdalin glukozitleri, hidrolizle siya-
nir ve glukoz verirler.

Kullanma yerleri : Metal cilasi, boceklerin yok edilmesinde, me-
talurjide.

Ozellikleri : HCN ¢ok ugucu bir sividir. (K.n 26°C); KCN ve NaCN
Ise kristal tuzlardir, alkali reaksiyon gosterirler.

MLD : 150 mg (potasyum siyaniir); 200 mg/70 insan (NaCN); 100
mg/70 insan hidrosiyanik asit)

a) Doku veya viicut sivilarinda dogrudan dogruya siyaniir aran-
masi (Schénbein deneyi) :

Serit halinde kesilmis filtre kagidi 6nce % 10 alkolli gayak ve
arkadan % 0.1 bakir siilfat cozeltisine batirilarak emprenye edilir.
Supheli biyolojik materyal yanina veya Ustiine bu kagit yerlestirilir.
Siyaniir oldugunda kagidin rengl mavi olur. Bu ¢ok duyar bir deney-
dir. 100 g maddedeki 0.005 mg siyanir tanminabilir. Fakat hidro-
jen peroksit, ozon, klor, azot oksitleri gibi oksidanlarla da pozitif
sonu calimr. Renk olusmasi, miktara bagh olarak hemen veya 15
dakika icinde gorilir. ‘
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b) Siyaniiriin biyolojik materyalden izolasyonu ve aranmasi

Siyanir biyolojik materyalden asit ortamdan su buhari distilas-
yonu ile izole edilir. Distilat siyaniir kaybini énlemek igin % 10 NaOH
icinde tutulur. Distilatta siyaniir su deneylerle aranir:

i) Prusya mavisi reaksiyonu ile : 5 ml distilat, 1 ml % 50 NaOH
ile kalevilendirilir. 3 damla taze hazirlanmis % 10 demir 2-silfat
(ferrozsuilfat) ve 3 damla taze hazirlanmis % 3 demir - 3 - kloriir (fer-
rikloriir) ilave edilir. Karisim kaynama noktasina kadar isitilir ve so-
gutulur. Kahverengi demirhidroksit ¢oziinliinceye kadar karisima kon-
santre HCI ilave edilir. Mavi renk meydana gelmesi (zamanla goke-
lek haline geger) siyaniir bulundugunu gosterir.

ii) lzopurpurik asit reaksiyonu ile : 4 ml kalevi distilata, 3 ml
doymus pikrik ilave edilir, ve hafifgce i1sitilir. Meydana gelen kirmiz
renk (purpurik asit) siyaniir varligini gosterir. Bu reaksiyonu, kreatin
ve kan sekeri ile de pozitif sonug verir.

c) Kanda siyaniir aranmasi ve tayini
(Gettler ve Goldbaum yontemi) :

. .
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Prusya mavisi tesekkiiline dayanan bu deney, su sekilde yuriti-
1Gr.

Sekil (17) de goruldiuga gibi, apareyin 30x210 mm boyutundaki A
tiiptine siyaniir aranacak 3 ml kan konur. B kanatlari arasina FeSOj
ve NaOH ile emprenye edilmis filtre kagidi (Whatman No: 50) yerles-
tirilir. A tiipiine 2 ml % 15 trikloraasetik asit ¢ozeltisinden ilave edi-
lir ve tiipiin agz1 sekilde gibi kapatilir. Aparey 5-10 dakika hafif bir
hava akimina tutulur. (Su trompu kullanilabilir) gerekirse hafifge
isitilabilir.

Bekletme zamani sonunda emprenye filtre kagidi alinir ve % 30
HCI igine daldinlir. Siyaniir mevcudiyetinde belirgin mavi renk te-
sekkil eder (Prusya mavisi). Bu testle 10 ml kandaki 0.005 mg
(5 mikrogram) siyaniir taninabilir ve miktar: saptanabilir.

Miktar tayini : Onceden, miktari belli siyaniir cozeltileri ile
yukardaki deney uygulanir. Seri halde, emprenye filtre kagidi ile renk
tonlar1 konsantrasyona bagh olan mavi renk sakalasi hazirlanir. Bu ni-
mune renkler, cam levha arasinda ve hava ile temas olmyacak sekil-
de saklanir. Niimune ile elde edilen renk, standart renkle karsilas-
tinlarak yari kantitatif bir tayin yapilir.

Not : Filtre kagidinin emprenye edilmesi :

Whatman no : 50 filtre kagidi % 10 FeSO; igine daldirilarak 5
dakika bekletilir ve sonra kurutulur. Arkadan % 20 NaOH igine daldi-
rilir. 5 dakika sonra ¢ikarilarak kurutulur. Emprenye kagitlar deney-
den hemen once taze olarak hazirlanmalidir.

8. FOSFOR : P
Sinonimleri : San fosfor
Kullanma yerleri : Sican paste, kibrit, yangin.

Ozellikler : Ugucu, sarimsak kokusunda, kolayca alevlenir, ka-
ranlikta fosforesans gosterir.

MLD : 0.3 g/70 kg (san fosfor ¢ok toksiktir. Allotropu olan
kirmizi fosfor ise toksik degildir). :
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a) Biyolojik materyalde fosfor aranmasi (Scherer testi) :

On deney olarak biyolojik madde Scherer testi ile fosfor aranma-
sinda prensip, fosforun AgNO; ile siyah glimis fosfiir vermesine da-
yanmaktadir. 5 g kadar kiyilmis doku bir erlenmayer igine konula-
rak 10 ml su ile karistirihr. A§z1 bir mantarla kapatilir. Mantarin iki
kenarina, biri AgNO; ile digeri kursun asetat ¢ozeltisi ile nemlendi-
rilmis serit halinde iki filtre kagidi yerlestirilir. ($ekil 18)

Sekil 18 — Scherer deneyl

15-20 dakika balon 40-50°C de su banyosu iizerinde bekletilir.

Bir miiddet sonra AgNQO:;l filtre kagidi karardigi halde, digerinde
bir renk degismesi olmazsa, sar fosfor olma ihtimali vardir. Eger
her ikisinde de siyah renk meydana gelmigse siilfiirler de, bu reaksi-
yonu vereceginden bir sonuca varilmaz. Ayrica indirgen maddeler de
pozitif sonuca sebep olurlar. Bunun igin madifiye Scherer testi uy-
gulanmasi gerekir.
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b) Biyolojik maddeden fosforun izolasyonu

Fosfor asit ortamda su buhari distilasyonu ile biyolojik madde-
den izole edilir. Distilasyon sirasinda karanlikta verdigi fosforesans
ozelliginin incelenmesine destekleyici bir deneydir. Mitscherlich’e
gore bu amacla (Sekil 19) de goriilen distilasyon apareyi kullanilir.
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Sekil 19 — Mitscherlich deneyi

Kiyilmisg doku ve biyolojik madde, distilasyon balonuna konarak
tartarik asit (% 10) ¢ozeltisi ile hafifge asitlendirilir. Sogutucunun

ucu niimune toplama kabinda bulunan bir kag ml suya degecek sekil-
de yerlestirilir.
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Su buhari yollarken, biyolojik maddenin bulundugu distilasyon
balonu da kaynama noktasina kadar yavas yavas isitilir. Fosforesan-
sin gozlenebilmesi icin distilasyon islemi karanlik bir odada yapil-
malidir. Fosforesans-sogutucudaki suyun sicakligina baglh olarak-ge-
nellikle sogutucunun st kisminda - parlak bir halka seklinde gorilir.
Bu deneyle 200 ml ¢ozelti igindeki 30-60 pg (mikrogram) fosfor ta-
ninabilir.

Fosfor gok miktarda 2ldugunda, distilatin toplandigi kapta dam-
lalar seklinde birikir. Bu fosfor karbon siilfiirle ekstrakte edilerek kon-
santre edilir. CS; in ugurulmasi ile karanhkta isildayan bir bakiye el-
de edilir.

Etil alkol, eter, asctik asit, fenol, kloroform, kloralhidrat kiikiirt-
It hidrojen, terpentin ve diger eterik yaglar, metal tuzlarini bulunmasi
fosforansi onlerler. Ba nedenle distilatta fosfor aranarak kesin sonu-
ca varilir.

c) Distilatta fostor aranmasi

Su buhari distilasyonu ile elde edilen distilat 4 -5 kisma bbline-
rek her birinde asayidaki deneyler uygulanir :

i — 20 ml disthzta, 5 ml % 10 AgNO:; ilave edildiginde kahveren-
gi cokelegin meydcna gelmesi fosfor oldugunu gosterir (AgsP).

ii — 20 ml distilat 5 ml konsantre nitrik asit ilavesiyle, ortofos-
fata oksitlenir. 1 n.l % 10 amonyum molibdat ilave edildiginde, ka-
narya sarist g¢okeledin meydana gelmesi fosfor ile ilgilidir (amon-
yum fosfomolibdat}

jii — 20 ml distdat, 5 ml konsantre nitrik asitle ortofosfata ok-
gitlenir. 1 ml % 10 AgNO:; ilave edildiginde kanarya sarisi ¢okelek
meydana gelirse fosfor bulundugu anlasilir (giimiis fosfat).
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d) Gutzeit apareyinde fosfor aranmasi :

Fosfin (PH:), arsin (AsHs) gibi HgCl; veya HgBr; ile emprenye edil-
mis kagidi sarartir. Bu nedenle Gutzeit deneyi, fosfor aranmasi icin
de kullanilir.

Asit ortamda biyolojik madde distile edilerek, distilat 5 ml % 10
AgNO; iginde toplanir. Distilasyona 75 ml oluncaya kadar devam edi-
lerek ayrilir. Fazla AgNO; az miktar su ile gokelegin yikanmasi ile
uzaklastirilir. Ag:P Gutzeit apareyine (Gutzeit deneyine bakiniz) ko-
nur. 10 ml % 20 siilfirik asit ilave edilir. HgBr; ile emprenye edilmis
kagit cam kanatlari arasina yerlestirildikten sonra aparey kapati-
larak 30 dakika c¢alismaya birakilir. Filtre kagidinda kanarya sarisi
rengin meydana gelmesi fosfor oldugunu gosterir (destekleyici de-
ney). Renk siddeti standartlarla karsilastirilarak istenildiginde, de-
ney kantitatif amacgla da kullanilabilir,

8. KARBON MONOKSIT : CO

Karbon monoksit ile zehirlenme solunum yolu ile olur. Baslica
kaynaklarini havagazi, sentetik gaz (su gazi), jenerator firinlari, eg-
zos gazi ve tam yanmamis yakitlarin dumani olusturur.

Kullanildigh yer : Yakit, aydinlatma gazi.

MLD : % 40 Karboksihemoglobin satiirasyonu meydana getire-
cek miktar. Karbon monoksit kanda hemoglobin ile birleserek karbok-
sihemoglobin (COHb) meydana getirir. Kanda oksijen yerine karbon-
monoksitle birlesen hemoglobin vylizdesine «Kanin satiirasyon yiiz-
desi» veya «karboksihemoglobin satiirasyon % si» denmektedir. Kan-
da COHb satiirasyonu % 20 {stiinde oldugunda akut zehirlenme be-
lirtileri baglar. Bu deger % 40 a ulastiginda koma ve o6liim goriile-
bilir.

a) Kanda % 20 ve iistiindeki COHb satiirasyonunun saptanmasi

i — Iki kiigiik porselen kapsiil alinir. Birine 1 ml zehirlenme
siiphesi olan kan, digerine normal kan konur ve su banyosunda ya-
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vasga 1sitilirlar. Normal kan kémiirleserek kahverengi - siyah renk al-
digi halde, digeri tugla kirmizisi renkte kalir (% 40 COHb satiirasyo-
nu saptanabilir).

ii — 1 damla, niimune kan, bir tiipte 10-15 ml su ile seyrelti-
{ir. Aym sekilde seyreltilmis normal kan ile karsilastirilir. Karbon
monoksit bulunan kanin rengi pembedir. (% 50 ve Ustiinde satiiras-
yon oldugunda).

Bu seyreltilmis niimunelerine, 5 er damla % NaOH ilave edi-
lerek karistirilir. Normal kan, hemen saman sarisi renge donistigi
halde, CO miktari ile orantih oldugundan kantitatif tayin de yapila-
bilir. Bu deney spesifik (CO igin 6zel) olup, % 20 COHb taninabilir.

b) Pirotannik asitle COHb % si tayini :

Yari kantitatif 6zel bir deney olan bu testle % 20 ve Ustiindeki
COHb satiirasyonu saptanabilir. Bunun igin 1 ml kan cam kapakli 25
ml lik bir tip veya meziir icinde 9 ml su ile seyreltilir. 10 ml piro-
tannik asit ¢oézeltisi ilave edilir. Tiipiin agz1 kapatilir ve ¢alkalandik-
tan sonra 15 dakika bekletilir. Normal kan gri kahverengi bir ¢okelek
verdigi halde, CO ihtiva eden kan pembe renk alir. Rengin siddeti
satlirasyon % sine baglidir. Renk siddeti belli miktarda CO ihtiva
eden kan niimuneleri ile hazirlanmis standartlarla karistirilarak mik-
tar tayini yapilir.

Not : a) Pirotannik asit hazirlanmasi : 1 gr pirogallik (pyrogallic)
asit ve 1 gr tannik (tannic) asit 100 ml suda ¢oziilir.

b) CO ihtiva eden kan standardlarinin hazirlanmasi : Normal
kan % 100 COHb verecek sekilde saf CO ile doyurulur % 20-100
COHb ihtiva eden standardlar uygun miktarda normal kanla seyrel-
tilerek hazirlanir. Deney kisminda oldugu gibi, normal kan ve COHb
fhtiva eden standart kanlarla, pirotannik asitle ¢oktiirme islemi yapilir.
Bu standartlar agizlari siki kapali olarak karanlikta saklanirsa 6 ay
bozulmadan kalabilir.
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. UGUCU OLMAYAN ORGANIK ZEHIRLERIN BIYOLOJIK
MATERYALDEN IZOLASYONLARI ve TANIMLARI

R&ZrN—C=0
| |
I. BARBITURATLAR : 0-.C C <21
2

LI
H-N-C=0

Barbitiirik asit tiirevleri hiptonik, narkotik ve antikonviilzan
olarak kullanilan genis bir ilag gurubudur. Malonil iire yapisinda olan
barbiratiiratlarin 6zellikleri, R;, R;, R; ve radikallerine gore degisir.

Ozellikleri : Genel olarak barbitiiratlar kokusuz, aci lezzette
beyaz kristal toz halindedir, zayif asit yapisinda olup, suda ¢oziin-
mezler.

MLD : Barbitirat cgesitlerine gére 1-6 g/70 kg insan
arasinda degigir. Kisa etkililer daha gok, uzun etkililer ise daha az
toksiktir.

a) Biyolojik materyalden barbitiiratlarin izolasyonu ve taninma-
lan :

idrardan izolasyonlari : Barbitiiratlar idrardan asit ortamda ekst-
raksiyonla izole edilirler.

100 m! idrar bir ayirma hunisine konularak N HCI veya seyrel-
tik H.SO; ile pH 3 e getirilir. 2 defa 50 ml eterle ekstrakte edilir. Eter
ekstraktlari 2 kath kuru filtre kagidindan siiziilerek eser miktardaki
suyun uzaklastiriimasi saglanmis olur. Eter fazi i1k su banyosunda
ugurulur.

Kalint1 sani renkte ise, 15 ml kloroformda ¢o6zuliir. Az bir miktar
(kibrit ¢opii basi bliytkliginde) hayvansal komiir konarak karistirilir.
Karisim kiglik bir behere siizilir. 1-2 ml kalincaya kadar ugurulur.
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Kloroform ekstraktinda barbitiiratlarin aranmasi :

i — Parri deneyi : Bir kag damla kloroform ekstresi mikro bir
tipe konur. 2 damla % 1 kobalt nitrat veya kobalt asetat (susuz me-
til alkolde hazirlanmis) ilave edilir. Karisima 3 damla % 5 izopropi-
lamin (susuz metil alkol iginde) yavasga damlatilir.

Mavi - viyole rengin belirmesi barbitiirat mevcudiyetini gosterir
Dilantin, doriden ve diger iireidlerle de reaksiyon pozitiftir. Feno-
barbital, kobalt tuzu ile ancak izopropilamin ilavesiyle mavi
renk verir. Diger barbittratlar ise kobalt nitrat (veya asetat) ile ma-
vi renk verirler ve bu renk izopropil aminle siddetlenerek leylak ren-
gine doner.

ii — HgNO; ile ¢cokme deneyi : Kloroform kalintisindan bir mik-
tar alinarak suda doymus ¢ozeltisi hazirlanir. 1 damla (Hg + HNO:s)
reaktifinden damlatilir. Fenobarbital (luminal), noktal (noctal), fana-
dorm (phanadorm), veronal ile beyaz bir ¢okelek meydana gelir.
Evipan (hekzobarbital), prominal ile ¢okelek olmaz.

iii — KMnO, ile rediiksiyon : 0.2 g kadar kalinti, 2 ml su ile
isitilir, ve soguduktan sonra siiziiliir. Siziintiide, doymamis bagh ra-
dikaller ihtiva eden barbitiiratlardan (evipan, noktal, fanadorm gibi)
varsa, iki damla % 0,1 KMnQs cozeltisi damlatildiginda, bir dakika
icinde permanganatin rengi kaybolur.

Luminal, veronal, prominal ise ¢ift bagh radikalleri olmadigindan
indirgenmezler

b) Barbitiiratlarin I.T.K. ile aranmalan ile ayrilmalan :

idrardan yukardaki teknikle izole edilen kalintilarin I.T.K. ne uy-
gulanarak hangi barbitiirat oldugunu tamimlamak miimkiindiir, i. T. K.
ile, daha az miktarda idrarla (20 ml) sonuc alinabilir.

Bu nedenle asagidaki kendi laboratuvarimizda uyguladigimiz ekst-
raksiyon ve I.T.K. teknigi verilmistir.

i — Gerekli cihaz ve reaktifler :

1. Saf aktif maddeler : (Metanolde % 0.1 lik)

Barbital (Dietil barbitiirik asit)

Phencbarbital (Etilfenil barbitiirik asit)

Pentobarbital (Etilpentil barbitiirik asit)

Phanadorm - (ipnos) (Siknohekzenil etil barbitiirik asit)

Itobarbital (Allil isobutil barbitiirik asit)
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2. Piiskiirtme reaktifleri :

a) % 2 HgNO; (o/o 1 HNOJ.'tE)

b) % 0,1 Rhodamin B (Etil alkolde)

Kullanilmadan once (a) ve (b) esit hacimde karistirilir.

c) % 0,04 Flourscein (Etil alkolde)

3. Developman cozeltileri :

a) Kloroform : absolii etanol : % 25 NHs;) : (50 : 40 : 10) hac-
men (D)

b) (Kloroform : aseton : % 25 NH;) : (40 : 72 : 8) hacmen

(D)

DESEGA ince tabaka kromatografisi (I.T.K.) takimi

Mikropipetler (0,02 ml lik)

Ultraviyole lambasi (366 nm)

Adsorban tabaka

Silikagel-G (I.T.K. igin) - 250 mp (Stahl'a gére aktive edil-

mis)

8. Santrifiij ve 100 ml'lik tapleri

9. Sitrat tamponu (pH 2,2)

10. Aktif komir (Hayvansal)

Noa s

Il — Teknik: 20 ml idrara, 10 m! tampon (pH 2.2) ve 15 ml kloro-
form ilavesinden sonra cam kapakli bir erlenmayerde 15 dakika sik
aralarla calkalanir. Santrifiij tiipine aktarilarak 1500 r.p.m de 30 da-
kika santrifiij edilir. Kloroform fazi ayrildiktan sonra, aym islem 15
m! kloroform ile tekrarlanir. Birlestirilen kloroform fazlari 500 mg
aktif hayvansal kémiirle 5 dakika kadar calkalanir ve siiziildiikten
sonra da oda isisinda ugurulur.

Kalinti pek az metanolde ¢oziilerek, adsorban tabakaya 20 1l kadar
niimune uygulanir (I.T.K. i¢in s: bakiniz). Developmandan sonra kro-
matogramlarinin dederlendirilmesi icin yalniz HgNO; veya HgNOs ve
arkadan (HgNO; + Rhodamin B) reaktifi puskartiilar. Barbitiiratlar
HgNO:; ile beyaz leke verir (duyarhik 5 1rg). HgNO;s ve (Rhodamin B +
HgNO;) reaktiflerinin kombine uygulamasinda ise pembe-viyole renk
elde edilir. Asagida tabloda bazi barbitiiratlarla elde edilen R; deger-
leri gdrilmektedir.

80




Tablo — VI

Bazi developman cozeltileri ile barbitiiratlarin sillkagel -G taba
kada verdikleri R¢ degerleri.

Barbitiiratlar Ri Re:
Fenobarbital 0.45 0.25
Barbital 0.59 0.30
Fanodorm 0.66 0.32
Itobarbital 0.68 0.38
Pentobarbital 0.78 0.48

Not : R : Dy ile; Re: D2 ile elde edilen degerler.

Istenildiginde, belirli miktar standartlarin I.T.K. da verdikleri leke
alanlari, nimune alani ile karistirilarak yari kantitatif bir degerlendir-
me yapilabilir.

c) Ultraviyole spektral analiz ile barbitiiratlarin kanda aranma-
lar :

5 ml kan, 1 damla % 5 H.SO; ile hafifce asitlendirilir, 25 ml klo-
roform ile ekstrakte edilir. Kloroform fazi, kuru bir filtre kagidindan
stizuldiikten sonra 5 ml 0.5 N NaOH ile calkalanir. Santrifiij edilerek
kloroform damlaciklarindan kurtarihir. 5 N NaOH e kars) UV alaninda
spektrumu gizilir.

Barbittratlar 255 nm de maksimum, 235 nm de ise minumum
absorbsiyon gostermeleri ile karekterize edilirler. (Yalmz pentotal
300 nm de maksimum ve 260 nm de minumum absorbsiyon verir). Bu
yontemle 5 ml kanda 2 jtg barbitiirat taninabilir. UV yéntemi barbiti-
ratlarin kanda tayinleri i¢in de kullanilir.

Sonuclarin dederlendirilmesi : Uzun etkili barbitiiratlarin erganiz-
madan atilmalari yavastir. Bu nedenle barbital, fenobarbital alindigin-
da, 1 hafta ve daha uzun miiddetle kan ve idrarda teshis edilebilir.
Koma halinde kanda % 9 mg civarinda bulunurlar.

Delvinal, amital gibi barbitiiratlar ise orta etkili olup, koma halin-
de kan seviyeleri %4 mg dir. Pentobarbital, nembutal ise kisa etkili
olup kandaki seviyeleri %2 mg oldugunda koma gériiliir.
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2. ALKALOIDLERIN ARANMALARI VE TANINMALARI

Alkaloidler ve sentetik benzerleri, kalevi ortamda kloroform ile
ve amfoter 6zellikle olanlari ise NH; I ortamda kloroformla ekstrakte
edilirler.

Organik faza gegen alkaloidlerin aranmasi igin, kloroform ekst-
resinin dikkatle ugurulmasi gerekir. Morfin, kokain ve akonitin gibi
bazi alkaloidler 1siya dayanikh degillerdir. ayrica ugma ile kayibi on-
lemek igin ekstrakta bir damla HCI ilave edilmelidir. Alkaloidlerle
zehirlenmede, kendilerinin ve metabolitlerinin aranmasi i¢in en uygun
biyolojik madde, idrardir.

Alkaloidlerin tanminmalan

a) Coktiirme reaktifleri :

Alkaloidler baz karakterinde olup, genellikle ¢ift tuzlarla, cok de-
gerli asitlerle veya bazi soy metal tuzlari ile gékerler. Cogu bu ¢okti-
riicii reaktiflerle renk ve yapi bakimindan karakteristik kristaller mey-
dana getirirler.

Dragendorff reaktifi (KIBil;) : Alkaloidlerle portakal rengi ¢dke-
lek verir.

Mayer reaktifi (K:Hgl:) : Genellikle alkaloidler beyaz veya agik
san renkli cokelek verirler. Kolsisin veya kafein bu reaktifle cokmez.

Solanacea alkaloidleri, nikotin, morfin ve koniin ise ancak deri-
sik cézeltide kizilimsi kahverengi c¢okelek verirler.

Pikrik asit (doymus) : Alkaloidler sari renkli pikratlari vererek
cokerler. Morfin ¢okmez.

Bu coktiirme reaktifleri ~disinda Wagner (I, ¢6zeltisi), Marme
(Cdl.+Kl), AuCls, H,PtCli, Scheibler (Fosfotungstik asit), Schulze
(fosfoantimonik), Sonnenschein (Fosfomolibdik asit) reaktifleri de
vardir.

Teknik : Kalintiya, 1-2 damla ¢oktirme reaktifi ilave edilir. Go-
kelek olup olmadigr ve ¢dkeltinin rengi incelenir.

Alkaloid goktiirme reaktifleri genellikle alkaloidleri, diger ugucu
olmayan organik zehirlerden ayirt etmeye yarar. Ancak notral karak-
terdeki ilaglardan antipirin ve piramidon da bir ¢ok alkaloid reaktifle-
ri ile gokerler.
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b) Godkme reaktifleri ile alkaloid olduklari anlasilan kalintinin,
renk reaktifleri ile hangi alkaloid oldugu anlasilabilir.

Asagidaki renk reaktiflerini sira ile uygulayarak, alkaloidlerin
guruplarini ve 6zel renk reaktifleri ile de kendilerini tanimak miimkin
olur. (1 damla kalintiya, 1 damla reaktif ilave edilir).

1. gurup : Konsantre H,SO; ile karakteristik renk verenlerdir. Te-
bain, narkotin, narsein, hidrastin, solanin, veratrin, kolsisin 6rnek ve-
rilebilir.

Kalinti 4+ 1-2 damla H,SO; > Sari renk kolsisin ile; sari-tu-
runcu-majentaya degisen renkler veratrin ile meydana gelir.

2. gurup : Marquis reaktifi (5 ml kons. H:SO; + 5 ml formalde-
hit) ile renk veren alkaloidleri igine alir. Bu guruptaki alkaloidler H.SO;,
ile az veya hi¢ renk vermezler fakat Marquis reaktifi ile viyole renk
tonlari (morfin, apomorfin, heroin, kodein, dionin gibi), veya kiraz
kirmizisi (lobelin) renk verirler.

3. Gurup : a) Vitali deneyi ile pozitif sonug verenler : Atropa al-
kaloidleri (atropin, skopolamin, hiyosiyamin) ornek verilebilir.

Kalinti + 3-4 damla dumanli HNO; > ucur ve sogukta,
1-2 damla KOH ilavesinde viyole renk (Vitali testi: atropin ile)

b) Konsantre HNO; ile renk verenlere ise brusin, fizostigmin
{ezerin) ornek verilebilir.

Kalinti 4+ 1-2 damla kons. HNO;

> Kirmizi renk (brusin)

4. Gurup : (Kons. H;SOs + sulp K:.Cr:0;) ile renk . verenler :
Striknin, yohimbin, kurar gibi.

Kalinti 4+ (1-2 damla kons. H.SOs + 1-2 kristal K.C;O; san, tu-
runcu, viyole renkler (striknin).

5. Gurup : H.,SO; le asitlendirilmis p-dimetil amino benzaldehit
ile renk veren alkaloidlerdir. Bunlar ya sicakta (pilokarpin, nikotin,
meskalin) veya sogukta (sentetik lokal anesteziklerden novakain,
anestezin, pantokain ve stovain) renk vermelerinesgore 2 alt sinifa
ayrilirlar.
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Kalinti + p-dimetil aminobenzaldehit —————> sari, kenar-
larda pembe (pilokarpin).

6. Gurup : Bu gruptaki alkaloidler, dogal haldeki klorla ya dog-
rudan dogruya veya amonyak ilavesinden sonra renk verirler. Kinin,
kinidin, kafein, emetin ornek verilebilir.

Kalinti 4 (2-3 damla HCI + sulp 1-2 kristal KCIOs) > baki-
yenin rengi kontrol edilir. Soguk bakiye + 1-2 damla NH; veya buha-
r > rengi kaydedilir. (Kinin ile) kahverengi ve NHs; buharin-
dan sonra yesil renk meydana gelir.

Kinin igin 6zel test :

2-3 damla kinin ¢ozeltisi + 1-2 damla kons. H;SO; + 1 ml. H;0
> (mavi fléresan), floresan gidinceye kadar bromlu su (3-4)
damlatilir ve NH; damla damla ilave edilince yesil renk goriliir
(Thalleiochin testi).

7. Gurup : Belirli bir gurup reaktifi yoktur. Ancak KMnO; ile ka-
rakteristik kristal vermelerine gore ikiye ayrilirlar. Kokain, psikain,
tropakokain, akonitin, KMnO, ile karakteristik kristaller verirler.
KMnO; ile kristal vermeyenlere (KMnO; 1 hemen indirgerler) kinamil
kokain, a-dykain (a-eucain), B-6ykain (B-eucain) érnek verilebilir.

Ayrica bu gurupta 3. bir alt sinif olarak su buhari ile ucan alka-
loidlerden koniin, lupinin ve arekolin vardir. Bunlar 6zel reaktifler ile
aranirlar.

Kokain aranmasi :
Kalinti + 2-3 d. kon. HNO; ——> ugur ——> 2-3 alkollii KOH
> Etil benzoat kokusu (Ayrica mikrokristalizasyona bakiniz).

¢) Mikrokristalizasyon teknigi ile alkaloidlerin aranmalar :
Mikrokristalizasyon, bir maddenin kimyasal bir reaktifle verdig!
cokelegin, zamanla karakteristik kristaller meydana getirmesi ve bu
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kristallerin mikroskop altinda incelenerek taninmasi prensibine daya-
nan genel bir tekniktir. Bir ¢cok anorganik ve organik bilesiklere uy-
gulanabilir.

Toksikoloji ve adli tip gayesi ile alkaloidlerin taninmasinda mik-
rokristalizasyon teknigi kullanilabilir. Ancak diger destekleyici (con-
firmatory tests) deneylerin de beraber yapilmasi gerekir.

Teknik :

Cok iyi temizlenmis porselen bir kapsiil alinir. Igine bir damla re-
aktif ve bir damla test ¢ozeltisi damlatilir. Bir baget yardimi ile iyice
karistirihr. Karisimdan bagetle bir damla alinarak bir lamele tatbik
edilir.

Lamel ters cevrilerek cukur lam {izerine kapatilir. Mikroskopta
incelenir.

i) Kodein ve morfinin mikrokristalizasyon teknigi ile ayrilmasi

Kristal reaktifi: 0.4 ml KLl reaktifine 20 ml glasial asetik asit,
2.0 ml HiPO; ilave edilerek karistirilir.

(KLl reaktifi: 10 g 12, 35 gm Kl ile birlikte 100 ml suda ¢oziiliir.
Bu reaktif buz dolabinda saklanir.)

Yukarida aciklanan teknik uygulanir. 5-10 dakika sonra mikroskop-
la incelenir. Kodein tiggen seklinde dikroik (cesitli renkler gosteren)
kristaller verir. Morfin ise, siyah igneler halinde kiimelenir veya kah-
verengi kirmizi levha veya koyu kirmizi seklinde kristallenir (Duyarlik
10 mg civaridir).

ii) Kokain ile:

Reaktif : 2 g KMnO,; 5 damla H;PO; ilave edilir ve su ile 100 ml
ye tamamlanir.

Kokain KMnO; ile hafif asitli ortamda gok karekteristik kristal ve-
rir (bir kenan kirik, dikdoértgen seklinde).
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3. NARKOTIKLER
Narkotikler, ilag aliskanhigina sebep olan maddeler arasinda ol-
dugu icin metabolitlerinin ve kendilerinin dokulardan izolasyonu ve
taninma yontemlerinin gelistirilmesi analitik toksikoloji i¢in gok 6nem-
lidir. Elde edilis kaynaklarina gére narkotikler ti¢ genis simf altinda
toplanabilir :
a) Tabii narkotikler
a) Kannabis (Cannabis : Marihuana)
b) Koka yaprag: (Coca leaf)
c) Opium

b) islenmis tabii kaynakh narkotikler

a) Opiatlar (Morfin, eroin gibi)
b) Koka alkaloidleri (kokain)

c) Sentetik narkotikler
opioidler (petidin, metadon gibi)

Narkotikler kalevi ortamda ekstrakte edilebilen organik zehirler-
dendir. Burada 6rnek olarak morfinin ekstraksiyonu ve taninmasi or-
nek alinmistir.

Morfinin idrardan ekstraksiyonu ve taninmasi

Gerekli reaktifler ve arag :
Silikagel-G (L.IK igin)

Ekstraksiyon karisimi: 960 ml kloroform, 40 ml izopropanol-ile
karistirilir,

Tampon ¢ézelti : pH 9.5, 100 ml doymus amonyum kloriir ¢ozelti-
sine pH 9.5 oluncaya kadar konsantre amonyak ilave edilir.

Developman sistemi (I.T.K. Igin) : 170 ml etil asetat, 20 ml me-
til alkol ve 10 ml konsantre amonyum hidroksitle karigtirilir.

Piskirtme reaktifleri :
i) Dragendorff reaktifi
ii) Iyodoplatinat reaktifi
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I.T.K takim

Kapiler pipetler (75 mm boy XI1.2 — 1.3 mm ¢ap)
UV lambasi (kisa dalgali : 254 nm).

Whatman No: 3, 15 cm capinda

Teknik : 10 ml idrara, 1 ml tampon c¢ozeltisi (pH 9.5) ve 50 mi
ekstraksiyon c¢ozeltisi ilave edilerek cam kapakli bir erlenmayerde 5
dk. kuvvetle calkalanir (daha iyisi bir galkalama makinesi ile karig-
may1 yapmaktadir). Fazlarin ayrilmasi icin beklenir. Organik faz ayri-
larak kuru filtre kagidindan siiziilir. Ugurma sonlarina dogru (amon-
yak kokusu kalmayinca) 0.1 HCI den bir damla ilave edilir. Kalinti bir
kac ml metilalkolde ¢oziliir ve 25 ml kalincaya kadar ugurulur.

i) Ekstrakte edilmis morfinin i.T.K. ile aranmasi : Kalintinin he-
men hepsi 250 ml kalinhiginda hazirlanmis ve 105°C de 1 saat aktive
edilmis adsorban tabakaya tatbik edilir.

Ayrica 10 pg morfin ilave edilmis normal idrar niimunesi de ay-
ni islemle ekstrakte edilir ve standart olarak adsorban tabakaya kapi-
ler pipetle damlatilir.

Tabaka, ¢oziicii yiiksekligi 10 cm oluncaya kadar develope edilir.
Once oda 1sisinda ¢oziicii buharlari uzaklasincaya kadar bekletilir ve
arkadan 75°C de dk. kurutulur. Sogutulduktan sonra renk reaktiflerin-
den biri piiskiirtiiliir. iyodoplatinat ¢ozeltisi ile morfin koyu mor renk
verir. (Duyarhik 5 pg)

Not : Morfinin biiyiik miktar1 (% 90) glukronik asitle konjuge ola-
rak atilir. ilk 8 saatte % 50 si, 54 saatte % 90 atilir. 48 saat sonra
detekte edilebilecek kadar idrarda bulunur. Diasetil morfin (Diamor-
fin, heroin) nin de ¢ogu idrarla morfin glukuronid ve morfin seklinde
atilir,

Ekstrakte edilmis morfinin alkaloid ¢oktiirme reaktifleri ile
aranmasi :
Kalintt 1 ml kadar % 2 lik asetik asitte ¢ozilir. Bir damla alina-

rak asagidaki reaktiflerle g¢okelti olup olmadigi ve cokeltinin rengi
incelenir.
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Asitli ¢ozelti + Mayer r.

Asitli ¢ozelti + Dragendoff r.

Asitli ¢cozelti + doy. pikrik asit
farkl)

iii) Ekstrakte edilmis morfinin alkaloid gurup renk reaktifleri ile
aranmasi :

> Beyaz c¢okelti
> portakal renkli ¢okelti
> Cokelti yok (heroinden

Kalint1 4+ 1-damla konsantre H.SO;
renk)

> renk yok (is1 ile mor

Kalinti 4+ 1 damla Marquis r. > kirmizi, viyole ve mavi
viyoleye kadar degisen renkler (gurup reaktifi) (duyarlik 0.05 jtg.)

Kalintt + 1 damla % 1 FeCls
asit veya alkol ile renk bozulur.

> mavi renk notral ortamda;

iv) Ekstrakte edilmis morfinin mikrokristalizasyon teknigi ile
aranmasi :

(Bu konu igin alkaloidler béliimiine bakiniz).
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. METALIK ZEHIRLER

1. Bazi metallerin biyolojik materyalde yikilamadan (dogrudan
dogruya) aranmalari :

Reinsch deneyi :

Prensip : Reinsch deneyi biyolojik materyalde arsenik, civa gi-
miis, bizmut antimon, selenyum ve telltiryum, silftir gibi metallerin
aranmas! igin uygulanan bir én deneydir. Dogrudan dogruya yikilama
islemi gerekmeksizin biyolojik madde (kan, idrar, doku) kullanilabilir.
Bakir levha veya bakir spiral tel izerinde toplanan metal veya metal
karisimlarinin kesin tanimlanmalari, Gettler ve Kaye tarafindan gelis-
tirilmis bir seri kimyasal deneylerle (confirmatory tests) yapilir.

Teknik : Biyolojik materyal olarak mide igerigi, bobrek veya idrar
kullanilabilir. 25 g doku Waring blender veya benzeri bir homojeniza-
térde uygun bir miktar su ile masere edilir. Nimune olarak idrar kul-
lanilacaksa 10 ml, organ igeriginden ise 10 g alinir.

Bir erlenmayer icine konulan biyolojik madde tizerine 3-5 ml kons.
HCI ilave edilir, niimunenin asit konsantrasyonu % 2-8 arasinda kal-
malidir.

Deneyin yapilisi :

1 cm? den daha biiyiik olmayan bir bakir levha kullanilir. Bakir
levhay! tutmak igin platin veya nikrom telden yararlanilir. Bakir levha
(1:1 )seyreltik HNO; icine ve sonra distile su igine daldirilarak temiz-
lenir. Bakir levha asitli karisim igine daldirihir ve niimune kaynar su
banyosu lizerinde 1-2 saat 1sitilir. (bizmut 2 saat ister). Karisimin aza-
lan hacmi, % 10 HCI ile 1sitma esnasinda ilave edilerek, tamamlanir.
1 saat sonra bakir levha alinir ve distile su ile yikandiktan sonra levha,
filtre kagidi arasinda bastirmadan kurutulur.

Bakir (izerinde toplanmis maddenin rengi, metalik zehirin cinsi
hakkinda bize 6n bilgi verir. Soyle ki :

a) Tel tzerindeki giimisi bir renk; civa,

b) Parlak siyah renk; bizmut,

c) Mat siyah renk : arsenik

d) Mor renk : antimon oldugunu gbsterir. (Bu test ile 20 ml ¢ozel-
tide bulunan 50 g civa, 5 jtg arsenik, 20r#g antimon, 20 g bizmut ta-
ninabilir).
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Bakir levha iizerinde toplanan metalin kesin tanimlanmasi

Civa aranmasi :

Bir saat camina filtre kagidi yerlestirilir ve sirasi ile: 1-2 damla
(KI 4+ Na:SO;) ve 1-2 damla % 5 CuSO; ilave edilir. Distile su ile yi-
kanmis ve kurutulmus bakir levha bu karisim lizerine konur. Saat ca-
mi ile kapatilir. 1 saat bekletilir. Bakir levha lizerindeki birikinti civa
ise, sar1 kirmizi bir renk belirir.

Bizmut aranmasi

Hg aranmasindan sonra bakir levha alinir bir tiipe konur. Uzerine
sirast ile 1 ml % 5 Na;SO;, 1 ml HNOs % 15 konarak karisim 5 dakika
calkalanir. Bizmut varsa cozeltiye gecger. Cozelti diger bir tiipe aktari-
lir. Uzerine 1 ml. H;0,1 ml kinin-K| reaktifi ilave edilir. Bizmut oldu-
gunda turuncu renk olusur,

Arsenik ve Antimon aranmasi :

Bakir levha 0,5 ml % 10 KCN ile calkalanir. As ¢ozeltiye geger.

Bu nedenle c¢ozeltide As, bakir levhada ise antimon Gutzeit testi ile
aranir.

Gutzeit Deneyi

i) Gutzeit deneyi en basit sekli ile bir tiip icinde yapilir. (Sekil
20). Deney tiipiniin icine 1 ml. ¢ozelti (veya kalinti olan bakir levha)
1 ml. % 20 H,S0;, 1-2 saf granil ginko, 1-2 damla SnCl, ilave edilir ve
tiiptin agzi sikica bir mantar tipa ile kapatilir. Arsenik varsa, man-
tarin kenarindaki % 5 HgCl; veya AgNO; ile emprenye edilmis filtre
kagidinda konsantrasyona bagl olarak sari turuncu kahverengi siyah
renge kadar degisen renk tonlari (AgNO; ile siyah) goriilir. Gutzeit
testi, antimon mevcudiyetinde de pozitif sonug verir. Fakat bu halde
meydana gelen renk sari-siyahtir ve renk daha ge¢ meydana gelir. Ay-
rica kons. HCI dumanlar: ile temasta, antimon ile meydana gelen renk
kayboldugu halde arsenik ile meydana gelen renk sabit kalir.

90




% 5 KgClz

l_ = jle emprenye
kagit

7//////{ )

e Niimune,

—— - —| < 9% 20 H:SO,

——ie ve Zn, SnCl;

Sekil 20 — Gutzeit deneyinin basit uygulamasi

1i). Bu deney As ve seyrek olarak ta Sb aranmasi ve tayini igin
%ullanilir. Reinsch deneyinden sonra Hg ve Sb nun ayrilmasindan son-
ra elde edilen KCN lii ¢dzelti (As igin) veya bakir levha Gutzeit dene-
yi icin kullanilabilir. Organik maddeleri yikilanmisg, Iidrar, kan, sac.
tirnak gibi biyolojik materyal ¢ozeltisi (asit dijestiyon) de kullamlabi-
lir. Yan kantitatif teknikte, sekil 21 deki aparey kullamilir.
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Prensip :

(Zn + H:S0.) karisimi ile meydana gelen AsH; iin, filtre kagidina
emdirilmis HgCl, veya HgBr; ile sari-turuncu-kahve rengiye kadar de-
gisen renkler vermesine dayanir. Bu renkler AsH; iin Hg*+ tuzlar ile
As (HgCl); ve As;Hgs bilesiklerini vermesinden dolayidir.

Deney : ( Sekil 21 apareydeki erlenmayere :

20 ml. nimune, 20 ml % 20 m| H.SO
4 damla SnCl; % 1, 1-2 kristal CuSO;
ve 5 g graniile ginko konur ve 1 saat
oda 1sisinda bekletilir. Filtre kagidin-
da meydana gelen renk onceden, ge-
sitli miktarlardaki As nimuneleri
(standart) ile hazirlanmis renk tonla-
r1 ile (skala) karsilastirilir. Boylece
yaklasik bir miktar tayini yapilabilir.
(Duyarlik 5 1tg arsenik bu deneyle ta-
ninabilir).

@ \-'.tﬂ“.l’l“ﬁlllllullul U““lllllﬂ‘
\

Sekil 21 — Gutzeit apareyi




2. KURSUN: Pb
Tiirevleri : Bitiin suda g¢oziinen kursun tuzlari (kursun nitrat,
kursun asetat)

Kullanma Yerleri : Boya, akiimiilatér, benzinin katki maddesi
(geri tepmeyi 6nlemek icin), seramik, porselen, alasimlarda, insekti-
sit, vulkanize kauguk, kursun su borulari, gocuk oyuncaklari v.s ya-
piminda.

Ozellikleri : Kursun agir bir metaldir. Tuzlari beyaz kristal halin-
dedir. Tetraetil kursun (TEK) ise sividir, suda ¢oziinmeyen tuzlari mi-
de suyunda c¢oziinebilir.

MLD : Suda ¢6ziinen tuzlar igin 10 g/70 kg insan, TEK igin bu
deger 100 mg/70 kg insandir.

a) Kursunun kan ve idrarda aranmasi ve tayini (ditizon yontemi
ile)

Prensip : Bu yéntemde kursun pH 8 e ayarlanmis asit dijestiyon-
dan, ditizon cozeltisi (kloroform) ile ekstrakte edilir. Ditizonun faz-
lasi, seyreltik (NH; + KCN) karisimi ile wuzaklastirihir. Ekst-
raktaki Pb miktari, ditizon-Pb kompleksinin spektrofotometrik olarak
tayininden hesaplanir.

Reaktifler :

1 — %10 KCN c¢ozeltisi (Stok) deiyonize suda hazirlanir.

2 — Amonyum trisitrat ¢ozeltisi : 500 g madde 500 m| suda
¢ozulur. Eser kursunu uzaklastirmak igin, ¢ozelti bir ayirma hunisin-
de, kloroformlu ditizon ¢ozeltisi ile bir kag kere galkalanir (kloro-
form fazinin rengi yesil oluncaya kadar). Kloroform fazi atilarak, sulu
kismi saklanir.

3. KCN tampon c¢ozeltisi: 10 ml saf % 0.88 amonyak c¢ozel-

tisine, 3 ml amonyum trisitrat, 100 ml kadar deiyonize su ve sonra
30 ml % 10 KCN ilave edilir. Deiyonize su ile 1 litreye tamamlanir.
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4. Amonyum sitrat tamponu: 50 ml % 0.88 amonyak, 30 mi
amonyum trisitrat ¢ozeltisi ile karigtirilir,

5. KCN yikama ¢ozeltisi : Bu ayirma hunisinde, 20 ml % 0.88
amonyak Uzerine 2 litre su ve sonra 20 ml % 10 KCN konarak karis-
tinhir. Bir miktar kloroformda calkalanir ve bir kag dakika bekletilir.
Kloroform fazi atilir. Boylece kloroformla doymus hale getirilen
KCN yikama c¢ozeltisi bir filtre kagidindan siziilir.

6. Ditizon ¢ozeltisi : 25 mg saf ditizon 1 litre kloroformda ¢ozi-
lir. Karanlikta ve serin bir yerde saklanir.

7. Standart karisim g¢ozeltisi : (Kalibrasyon kurvu igin)

a) Stok c¢ozelti : 1.598 g saf kursun nitrat % 0.1 HNO; ile lit-
reye tamamlanir. (1 ml : 1 mg Pb)

b) Seyreltilmis cozelti: 1 ml stok c¢ozelti % 0.1 HNO; ile 100
ml tamamlanir. (1 ml : 10 pg Pb).

8. HNO; : Saf olmali ve distillenmelidir.

Not : Kullanilan biitiin cam apareylerin pyrex gibi kursun ihtiva
etmeyen iyl bir camdan yapilmig olmasi gerekir. Ayrica temizleme
sirasinda en son konsantre nitrit asit, saf su ile arkadan amonyak
ve su ile calkalanarak, eser kurgununun uzaklastirilmasi saglanma-
hdir.

Teknik : 20 ml idrar veya 2 ml kan, 1 ml konsantre
H.SOs;, 2 ml HCIOs (% 60) ve 5 ml HNO; karisimi ile 100 ml lik
bir Kjeldah! balonunda yikilanir. Kaynatma igslemine 1 ml kadar ¢ozel-
ti kalincaya kadar devam edilir. (SO; dumanlari gikincaya kadar).

Asit dijestiyon ¢ozeltisi sogutulur, 10 ml bidistile su ve 4 ml
amonyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilerek karistinilir. Karigim kantitatif
olarak agzi cam kapakli fiyole (30 mm x 210 mm boyutunda) aktari-
hir. i
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Burada amonyum trisitrat tamponu ile pH 8 e getirilir. 5 ml
KCN tampon ¢ozeltisi ve 8 ml ditizon ¢odzeltisi ilave ederek kuvvetle
30 saniye kadar calkalanir. (Kloroform fazinin yesil kalmasi gerekir,
rengin kirmizi olmasi, ditizon miktarinin Pb ekstraksiyonu igin yeter-
1i olmadigini gosterir). Ust faz dekante edilir.

Pb-ditizon kompleksini iceren alt faz, 4-5 kere 10 ml KCN
yikama c¢ozeltisi ile yikanarak fazla ditizon uzaklastirilir. Geriye saf
Pb ditizon kompleksi kaldigi parlak kirmizi rengi ile anlasilir. Bu ren-
gin absorbansi 515 nm de aymi sekilde saf su ile hazirlanmis kor de-
neye karsi (blank) okunur. Degerlendirme kalibrasyon kurvundan
yapilir.

Kalibrasyon : Onceden 0-40 pg arasinda kursun standardlari ile
yukardaki islem tekrarlanarak bir kalibrasyon kurvu hazirlanir.

Sonucun degerlendirilmesi : Idrar niimunesi 24 saatlik olmalidir.
Sonuc pg/litre idrar olarak verilir. Genellikle 80 pg giinliik idrar ve
50 11g/100 ml kanda Pb miktari normal kabul edilir.

b) idrarda Koproporfirin Il aranmasi

Kronik kursun zehirlenmesinin bir belirtisi de koproporfirin 1li
artmasidir. Bu nedenle kronik zehirlenmelerde, kan ve idrarda kur-
sun tayini ile beraber idrarda koproporfirin de aranir:

2 ml idrar (asit olmahdir), 1 ml asetat tamponu (1 kisim doy-
mus sodyum asetat + 4 kisim asetik asit) ilave edilir. 5 ml eterle cal-
kalanir. Eter fazinin verdigi fléresans, Woodlight UV lambasinda
3660 A° (Angstrom) da incelenir. Pembe floresansin gériilmesi, so-
nucun pozitif oldugunu gbsterir. Normal idrarla paralel galigarak kat-
silastirma yapmak gerekir. '




3. TALYUM : Tl

Tiirevleri : Talyum siilfat, talyum asetat.
Kullanma yerleri : Depilator, fare zehiri, cam ve boya endiistrisi.

Ozellikleri : inorganik kristal bir tuz olup, biitiin yollarla absorbe
olabilir. Sa¢ ve deride toplanir.

MLD : Yaklasik 300 mg/70 kg insan.

a) idrarda talyum aranmasi :

Prensip : Talyumun, asit dijestiyonda, Rhodamin B ile kirmizi
floresan bir kompleks bilesik vermesine dayanir.

Reaktifler :

Kadmiyum siilfat - % 2.5
Sodyum hidroksit - % 4 c¢ozeltisi
Sodyum stilfiir - kristal
Hidroklorik asit - 6 N

Brom c¢ozeltisi : 10 g NaBr, 10 ml suda ¢6ziiliir. 20 ml 6 N HCI
ve arkadan 2.5 ml sivi brom ilave edilir. (Bu reaktif ceker ocakta ve

dikkatle hazirlanmalidir. (Brom buharlar1 solunum yolu ve cilt igin
¢ok tehlikelidir).

Sulfosalisilik asit: 1 kissm doymus sulfosalisilik asit, 2 kisim
6 N hidroklorik asitle karistirilir.

Rhodamin. B : konsantre HCI icinde % 0.05 lik ¢ozeltisi hazir-
lanir.

Benzen

Teknik : 100 ml idrara 2 ml kadmiyum siilfat konur. 10 m! sod-
yum hidroksit iginde 0.25 g sodyum siilfuir kristalinin ¢6zilmesi ile
elde edilen karisim, idrar bir bagetle karistirilirken ilave edilir.

Bir saat veya 1 gece bekletilir. Ust kisim atilir ve altta toplan-
mis sediment az miktar bir su ile dereceli santrifiij tiptne aktarilir.
Santrifiij edilir. 1 kisim sedimente 2 kisim 6 N HCI ilave edilir. H.S
nin uzaklagsmasi igin karigtirilir. Karisima renk sari kalincaya kadar
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damla damla bromlu su damlatilir. 5-10 dak. bekledikten sonra fazla
brom, sari renk gidinceye kadar sulfosalisilik asit ¢ozeltisinin dam-
latilmasiyla giderilir. Sogutulan karisima 0.2 ml Rhodamin B reak-
tifinden konulur, iyice calkalanir. Bir ayirma hunisine alinarak 10 ml
benzenle calkalanir. Karisim santrifiij edilir. Talyum bulundugunda
benzen fazi kirmizi floresan veren bir renk alir. Bu deneyle 2 mikro-
gram talyum tanmabilir. Bu teknik kantitatif bir yontem olarak ta kul-
lanilabilir.

b) Talyumun idrar ve kanda dogrudan dogruya aranmasi

Prensip : (TICL)~ Gn Brillant yesili (Brilliant green) ile verdigi
tuz yapisindaki bilesigin benzen veya toluenle ekstrakte edildikten
sonra, mavi yesil renk vermesine dayanir. Bu renk 610 nm maksimum
absorbsiyon gosterir (Duyarhk 0.1 pg talyum).

Reaktifler :
Konsantre HCI

5 N HCI ¢ozeltisi
N NaNO; ¢ozeltisi

Brillant yesili: % 1 (% 25 etil alkolde hazirlanmis)
Benzen veya toluen

Teknik : 1) Idrar igin: 2 ml idrara 2 ml konsantre HCI konarak,
su ile 5 ml ye tamamlanir. 2 ml N NaNO; konur, galkalanir ve 5 da-
kika bekletilir. Brillant yesili reaktifindn 0.3 ml ilave edilir. 15-30 sa-
niye kadar calkalandiktan sonra, toluen fazinin yesil rengi, talyum ol-
dugunu gbsterir. istenilirse bu test kantitatif olarak ta kullamlabilir.

ii) Kan igin: 0.1 - 0.2 ml kan, 0.8 - 0.9 ml su bulunan bir deney
tiptine konur. 4 ml 5 HCI ilave edildikten sonra, 5 dakika kaynar su
banyosunda bekletilir. Sogutulur ve su ile 5 ml ye tamamlandiktan
sonra 2 ml N NaNO: ilave ederek, deneye idrarda yapildigi gibi devam
edilir.




IV. OZEL OLARAK ARANMASI GEREKEN ZEHIRLER

1. ORGANIK FOSFORLU iNSEKTISITLER

Pestisitler genellikle bitkilerin yetismesi, bitkisel besin madde-
lerinin depolanmasi esnasinda zarar veren hasereler ve mikroorga-
nizmalarla (bécek, kemiriciler, mantar, kif v.s.) savas igin kullanilan
kimyasal maddelerdir.

Pestisitler arasinda onemli yer tutan bir sinif organik fosfor es-
terleridir. Clnki bunlar kullanilmalar1 esnasinda sicak kanlilara olan
toksisiteleri yiiziinden cesitli yollarla zararhh ve hatta 6liime sebep
olabilmektedirler.

Analitik toksikoloji bakimindan organik fosforlularin (1) kullanil-
diklar1 besin maddelerinde kalan miktarinin miisaade edilen limit al-
tinda olup olmadigini tayin etmek ve (2) ayrica zehirlenme olayla-
rinda biyolojik materyalde aranmasi ve gerektiginde miktar tayini
yapmak 6nem tasir.

a) Organik fosforlu insektisitlerin izolasyonlan :

i — Organik fosforlu insektisit kalintilari bitkisel besin mad-
delerinden etilasetat gibi uygun bir ¢éziicii ile ekstrakte edilir.

Kolon kromatografisi ile, yabanci maddelerden temizlenir ve
sonra I.T.K ile taninmalar1 ve tayinleri yapilabilir.

ii — Hayvansal dokulardan (6liim halinde) organik fosforlu in-
sektisitleri ve metabolitlerini izole etmek icin 6n ekstraksiyon % 5
tartarik asitli ortamda alkolle yapilir. Duruma goére dogrudan dogru-
ya benzen veya petrol eteri de kullanilabilir. Béylece uygun bir tek-
nikle (ekstraksiyonla) ilk siniflandirilmasi yapilan kalinti etil alkol,
etil asetat gibi bir ¢oziicli icinde I.T.K ne uygulanir. Burada baz
onemli organik fosforlu insektisitlerin preparatlarindan (formiilasyon-
larindan) izole ederek ince tabaka kromatografisi ile taminmalar1 gos-
terilecektir.

b) Organik fosforlu insektisitlerin I.T.K ile taninmalari :

ince tabaka kromatografisi takimi (Tank, yayici, piiskiirtiicii, pl-
pet gibi). UV. lambasi

Renk reaktifi : a) % 1 AgNO; (3 : 1 oraninda su + aseton karisi-
minda)
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b) % 0.5 bromfenol c¢ozeltisi (asetonda); kullanilirken 100 ml
(a) cozeltisi, 10 ml (b) ¢ozeltisi ile karistirilir.

Aseton

Al,O; - G (TLC igin adsorban madde)

(Benzen : aseton) : (80 : 20) developman sistemi
Asit sitrik % 1 lik (suda).

Teknik : (I.T.K. hakkinda, verilen 6n bilgiye miiracaat)

i) Once adsorban tabaka Al.O; - G ile hazirlanarak aktive edilir.
Tabaka kalinhigr : 250 mp.

ii) Formilasyonlardan organik fosforlarin izolasyonu :

Emiilsiyon veya toz halindeki niimuneden 200 mg alinir. 10 mil
asetonla sik sik calkalanarak oda temperatiiriinde ekstrakte edilir.
(Cam kapakli bir erlen veya daha iyisi bir mezir icinde). Sartlar uy-
gunsa bir gece bekletmek yerindedir. icabinda siiziilerek belirli bir
hacme (10 ml ye) tamamlanir.

iii) Niimunenin tabakaya tatbiki: Onceden hazirlanmis 0.04 ml
niimune (kantitatif tayinde miktar 6nemli) c¢aplari 5 mm yi gegcme-
yecek sekilde damlatilir. Oda 1sisinda kurutulur.

4) Adsorban tabaka, daha énceden developman sistemi kon-
mus ve ¢oziicii atmosferi ile doymus tanka yerlestirilerek genellikle
¢oziicii yiiksekligi baslangictan 10-12 cm yiikselinceye kadar bekle-
tilir. Developman zamani ve oda sicakhigi kaydedilir.

5) Tanktan gikarilan adsorban tabzka oda temperatiiriinde ku-
rutulur,

6) Kromatogramlarin belirli hale getirilmesi: Reaktif karisimt
adsorban tabakaya puskirtiiliir ve levha 50 - 60°C de 10 dakika kurutu-
lur. Mavi zemin Uzerine tioorganik fosforlu insektisitler viyole renk
tonlari verir. Bu rengin belirgin hale gelmesi igin, % 1 lik asit sitrik
piiskirtiilerek veya levha brom buharina tutularak mavi olan zemin
rengi giderilir,

Cok hafif renkli olan lekeler ise 5-10 dakika U.V. de bekletildi-
ginde belirgin hale gelirler.

7) Kromatogramlarin R: degerleri saptanarak standartlarla karsi-
lastirihir, Boylece organik fosforlu insektisitlerin cinsi tesbit edilmig
olur.
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8) Sonuglar bir tablo halinde ve sekil iizerinde gésterilir.
ORNEK :

Solvent sinin
- &

4 O o OO )
0 00 _
o 00 o o 8 A

> O

(0] e ® o ® * * ° B o+ o s o
‘Faglangiy - 193456783701172131%

Sekil : 22 Organik fosforlularin ITK ile kromatogramlan

Adsorban : Silikagel-G; Developman : (Hekzan 4 aseton : 80 + 20) ile 1 — Me-
tasystox 2 — Rogor 3 — Gusathion 4 — Diazinon 5 — Malathion 6 — Metil
parathion 7 — Delnav 8 — Parathion 9 — Lebaycide 10 — Thiometon 11 — Folithion
12 — Ethion 13 — Trithion 14 — Phenkapton 15 — Karisim renk reaktifi : Renk
R. (Bromfenol mavisi 4+ AgNO;)

Tablo VIII. Bazi organik fosforlu insektisitlerin R leri

Madde Re Renk reaktifi ile elde edilen renk
Rogor 0.10 Mavi

Gusation 0.10 viyole

Paration 0.34 mavi viyole

Diazinon 0.39 mavi viyole

Tablo VIII bazi orgenik fosforfu insektisitierin R; leri verilmistir.
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c) Paration (parathion) zehirlenmesinin teshisi :

Organik fosforlu insektisitlerin arasinda paration en toksik olan-
lar arasina girer.

Sinonimleri : E-605-Niran, Thiophos, Dietil-p-nitrofenil trifosfat,
harp gazi, sinir gazi.

Ozellikleri : Sarimsi renkte bir sivi; su kerozen veya ben-
znde ¢oziinmez; alkol, aseton ve ksilende ¢oziintr. K.n 375°C.

MLD : Cok toksik 15 mg/70 kg insan igin

idrar ve kanda p-nitrofenol aranmasi :

Parationun idrarla atilan metaboliti p-nitrofenoldiir. Bu ne-
denle paration zehirlenmesinde, idrar ve kanda p-nitrofenol aranir.
Bunun icin idrar énce su buhari akiminda distillenir. Distilat % 30
NaOH ile kalevilendirilir. Kuvvetli sari renk meydana gelmesi p-nitro-
fenol oldugunu gésterir (Max. A 276 nm)

Not: % 0.01 mg veya iistiinde bir miktarda idrarda p-nitrofenol
bulunmasi tehlikeli miktarda parationa maruz kalindigini  gdosterir.
Akut zehirlenmelerde ve 6lim olaylarinda bu miktar % 0.16-1.16 mg
arasinda degisir.

ii — Kanda p-nitrofenol aranmasi: 3-5 ml kan, ayni hacimde
% 20 trikloroasetik asitle muamele edilerek proteinler coktiriliir ve
siiziiliir. Stizlintli iki tipe béliniir. Tiplerden birine % 30 NaOH den
4-8 damla damlatilir. Eger yeter derecede p-nitrofenol varsa, sogukta
bile siiziintli sararir. Diger tiiptin rengi ile karsilastirilir.

Renk siddetine gore p-nitrofenol miktar1 yaklasik (yar1 kantitatif)
tayin edilebilir :

Acik sari renk % 1 mg,
Sar1 renk % 2-5 mg,

Koyu sari renk (doymus pikrik asit rengi) % 5 mg ustiinde kan-
da p-nitrofenol oldugunu goésterir. Akut paration zehirlenmesinde
kandaki p-nitrofenol miktar1 % 5 mg ustiindedir. Subtoksik dozda bir
paration absorbsiyonunda ise, % 1 mg altinda p-nitrofenol bulunur.
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Biyolojik maddede paration aranmasi :

50 g niimune (doku veya organ sivilari) % 96 etil alkol (200 ml)
ve 100 ml distile su ile karistirilir. Alkol yiizdesi % 80 altina diis-
memelidir. Karisim 24 saat oda isisinda bekletilir. 2500 rpm de 10
dakika santrifiij edilir.

Alkollii ekstrakt, bir kapsiile aktarilarak ugurulur. Bakiye % 96
etil alkolle siispansiyon haline getirilir, siziilir ve tekrar ugurulur.
Kalinti mutlak alkolde g¢oziildiikten sonra siizme ugurma islemi tek-
rarlanir. Kalint 20 ml distile suda ¢oziiliir ve % 5 tartarik asitle asit-
lendirilir. Bir ayirma hunisine aktarilarak 3 defa 30 ml petrol eteri ile
ekstrakte edilir. Petrol eteri fazlar1 birlestirilerek sicak hava akimin-
da ucurulur.

Elde edilen kalinti 0.5-1 ml etil asetatda c¢o6zilerek, belirli bir
miktar I.T.K ile parationun aranmasi igin kullanilir,




C. BiYOLOJIK DENEYLER

Sicak ve soguk kanli hayvanlar, irili ufakl cesitli canlilar, proto-
zoer yaratiklar, doku kaltirleri toksikolojik arastirmalarda izlenecek
kimyasal ayirim yontemini veya tanimayi saglama amacina ulagmak
icin gok yararli gorev yapmaktadirlar.

Bu canlilardan bazilari her zaman kolayca elde edilebildigi gibi
iclerinde 06zel yetistirme, bakim ve devamliligi olusturacak olanakla-
ra zorunluluk gdsterirler.

Biyolojik deneylerde kullanilan hayvanlar 6zel hallerde ¢ok spe-
sifik, belirgin reaksiyonlar gosterirler. Kimyasal yolla ulasilamayan
tanima, aktiviteyi saptamada, ¢ok saf olmayan analiz materyalini de-
gerlendirmede yardimci olurlar. Biyolojik standardizasyon, toksisite
(akut, kronik, teratojenik aktivite) ilag ve zehirlerin metabolitlerinin
saptanmasinda kendilerinden yararlanma zorunlugu da vardir.

Burada laboratuvar olanaklarimizin yettigi olciide bazilarindan
s0z edilecektir. Daha genis uygulamalar 6zellikle izole organlarla ca-
lismalar farmakolojik denemelerin konusuna girer.

I. Kurbaga

Bitlin hayvan digital preparatlarinin miktar tayininde kullanilir.

Uyaricilar : Striknin % 0,2 lik ¢ozeltisinden gogis lenf kesesine
0,5 ml miktarinda enjekte edildikten birkac dakika sonra uyarmalara
kasilma ile karsilik verir. Erkekte On ayaklar kavusur, diside ise ge-
rilir. “

Fenol : % 0.5 fenol g¢o6zeltisinden 0.6 ml gogiis lenf kesesine en-
jekte edildikten 15 ila 20 dakika sonra zaman zaman ve kisa aralik-
larla olusan ve bazan bir taraf bazan diger tarafta goritlen titreme ve
kasilmalar, uyariimalarda klonik kramplara ve ¢omelik oturusa do-
nistir. -

Pikrotoksin : % 0.1 lik ¢ozeltiden 0.5 ml lik enjeksiyonlar bacak-
larin yana acilmasi ile belirgin goriiniis alirlar. |

Kardiyazol : % 1 lik ¢6zeltiden 0.7 ml/40 g kurbaga 15 dakika
sonra (bazan biraz daha gec) ekseriya bagirmalarla birlikte kramplar
ve On ve arkaya dogru cesitli hareketlerle birlikte pikrotoksin duru-
su, sirt Gsti donmelerle birlikte viicut képikle kaplanir, belirtiler
birkag saatta kaybolur.

103




Morfin : % 3 lik sulu g¢ozeltiden 1 ml siringa edilmesinden
sonra dokunma ile bacaklarin sikilmasi, sirt Gistii ¢gevirme deneme-
leriyle bastan baslayip arkaya dogru olusan santral sinir sistemi
felg belirtileri gorilir. Once kendiliginden olusan hareketler kalkar,
koordinasyon bozukluklari, anormal oturuslar, beceriksiz sigcramalar
sonra goriilmez olur, sirt Gstii yatar kalir ve solunum durmus gori-
niistedir. Tetanik kramp, reflekslerin kaybolmasi ve fel¢ hali olusur.

Nikotin : % 0.1 lik ¢6zeltiden 1 ml deri alti verildikten bir kag
dakika sonra santral etki ile karakteristik 6n ayaklar (parmaklar acil-
mis olarak) ve arka ayaklar 6ne dogru gergin oturus hali bazan arka
ayaklar sirtta birbirine kavusur goriiniisle karakterize viicut durusu,
hayvan yirmi dort saat sonra normallesir.

Kiirar : % 0.8 tuzlu su ile % 1 lik ana kiirar ¢ézeltisi kullamlacagi
zaman 1:10 sulandirilir ve 0.1 ild 0.2 ml sirt lenf kesesine enjekte
edildikte hayvan hareketsiz olarak 24 saat kalir.

Uretan : % 10 luktan 1 ml g6gis lenf kesesine verildikten 5 ila
10 dakika sonra hayvan sirt Gstii gevrildikte eski haline dénemez,
goguste solunum belirtisi goriilmez olur.

Kurbagan:n izole organlar ile cesitli arastirmalar yapilabilir :

Goz : Pupil (vejetatif fonksiyonlar) Gzerinde etkiyen sempatik ve
parasempatik ilaglar incelenir.

Kalp : Akonitin, digital etkileri kalp tizerinde incelenir.

Kurbaganin cgesitli kas preparatlari, 6rnegin :
Rektus abdominis : asetik kolin, ezerin, kolinesterazinhibisyonu,
d-tubukurarin.

Kalp perviizyonu : Vendz basing, kalsiyum, adrenalin ve uabain.
Aort : Kan damarina etkiyen ilaglar.

Beyaz fare (ve kobay) : Akonitin (A. napellus), protoveratrin ve
veratrin, Delphinium staphisagria (genel ekstrakt kalintisi), Rhodo-
dendron (Flavum ve ponticum), zehirli bal etken maddeye gore ayar
lanilabilen sulu ¢6zeltilerin deri altina 0,5 ml verildikten 10 ila 15 da-
kika sonra «Ozel respirasyon belirtisi» ile karakteristik kusma hare-
ketine benzer solunum belirtisi gosterirler.

Opium ekstreleri ve morfin :

0,02 mg/Kg deri alti verilmesiyle kuyrugun sirtin Gstiinde yatay
durumu veya (S) seklinde kivrilmis durusu (Straub fenomeni) ozeldir.
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Biitiin analeptik maddeler uyarma, ¢irpinma ve kramp gosterir-
{er, Ornegin :

Kardiyazol 1 mg/25 g I.P.

Striknin 0.02 mg/20 g Sbc.

Kafein ofisinel g¢ozelti 0.3 ml/15-20 g fare.

Pupil : Enjeksiyon veya gdze damlatma ile pupil zerinde etkiyen
maddeler hatta pupil ¢apinin 6lgiilmesi ile bu maddelerin kantitatif
tayinlerde bile kullanma olanadi vermektedir.

Kanli gozyasi (Ratlarda da) :

Kolinesteraz inhibitorleri uygun c¢ozeltilerinin (her preparat igin
tn denemelerle miktar saptandiktan sonra) deri alti (Sbc) veya peri
ton ici (I.P. siringa edilmeleriyle hafif kanhh gdzyasi (Chromodacryorr
hoe) belirtisi karekteristiktir.

Beyaz fareler; akut. kronik zehirlenmeler ve teratojenik aktivi-
tenin arastirllmas: ve hesaplanmasinda da kullaniimaktadir.

2. Rat :

Ucuz ve beslenmesi kolay olduklan igin bircok farmakolojik ve
toksikolojik denemelerde kullanildiklari gibi gesitli izole i¢ organ
preparatlarinin hazirlanmasina da yararlar,

3. Tavsan :

Tavsan duedenum veya jezinum'u (asetilkolin, adrenalin, norad-
renalin, efedrin, eserin, atropin Vb), avrikul (adrenalin, noradrenalin,
histamin, asetilkolin, eserin, kalsiyum ve potasyumkloriir), kalp per
viizyonu (adrenalin, hipofiz dnlop ekstresi, kafein, niketamit, karba-
kol, efedrin vb.) izole kulak damari (adrenalin hipofiz dnlop ekst-
resi Vb.) arastirmalarinda kullanilir.

4. Kobay :

lleum (spazmolitik aktivite igin) atropin, asetilkolin inhibisyonu
vb. Peristaltik hareket kontrolii: ganglionu bloke eden maddeler, ko-
kain arastirmalarinda kullanilir.

5. Giivercin :

Bir insektisit madde olan benzen hekza klériir (BHC) in kusturucu
etkisi miktar tayini yapmaya bile elverislidir. Anagirin, stisin'in uy-
gun cozeltileri veya tohumlarinin dekoksiyonu deri alti veya kas icin
enjeksiyonlari ile karakteristik kramp hali gdsterir.
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‘Soguk kanli deneme hayvanlarn

1. Balik :

Baliklar; fazla duyarliklari nedeni ile insektisit, saponil tutandrok-
lar, nehir, gay ve gol sularindaki zehirli maddelerin, uyku ilaci ve nar-
kotik maddelerin arastirilmasinda kullanilirlar.

Ates salamanderleri, balik, kurbaga larvalari analeptik ve narko-
tiklere duyardirlar.

2. Yer solucani, siiliik, tubifex (balik yemi kurt) :

Antelmentik etkili ilaglarin denemelerinde kullanildiklari gibi so-
lucan ve siilikten hazirlanan izole kas preparatlariyla bazi ila¢ ve ze-
hir (nikotin, asetilkolin, eserin vb.) etkilerin incelenmesinde kullanilir-
lar.

Hamam bocegi, kara sinek, meyve sinekleri insektisitlere olan
duyarhklarina gére iyi deneme hayvani gorevini yaparlar.

Laboratuvarda dretilmis yetiskin (Araneus diadematus Cl., Ara-
neus sericatus, Zygiella X-notata) oriimceklerinin normal ag deseni
ile geometrik olarak gesitli ila¢ ve zehirlerin, dependens yapan mad-
delerin verilmesinden sonra ordiikleri ve her madde icin 6zel desenin
kiyaslanmasi sonucu; d-amfetamin, meskalin, psilosibin, kafein, strik-
nin, fenobarbital, diazepam, klorpromazin, imipramin, iproniazit, d-li-
zerjik asit dietilamid, fizostiknin, atropin, skopolamin, dietil eter, kar-
bon monoksit, karbon dioksit, nitrozoksit, adrenokrom gibi maddele-
rin ¢cok az miktarlarinin saptanmasi i¢in denemeler yapilmistir.

insanlar; yiizyillar boyu bitki, hayvan metal gibi doga uriinlerini
cesitli hastalik belirtilerine karsi, nedenini bilerek veya bilmeden kul-
lanmislardir.

Bu konu gesitli. tarihsel donemlere, bugiinkii deyimi ile, biyolog
veya hekimin simgesini tasimaktadir (Hipokrat, Galenos). 4

Giderek ilag denemeleri hastaya yatakta uygulanmaya baslanmis
ve geliserek bu bir bilim dah olarak klinik farmakolojiye donlismustiir.

Almanya'da O. Schmiedeberg R. Buchheim deneysel farmakoloji-
nin temelini atmislardir. J. Liebig ve R. Kech bu dénemin temsilcile-
ridir,

Artik deneyler hayvan ve bunlarin izole organlar {izerinde yapil-
maya baslanmis oldugu igin hayvanlari koruma ve insancil davranislar
yasalarda yer almis bulunmaktadir.

Bu amaglara ulagsmak igin gesitli sicak ve soguk kanli hayvanlar
kullamImigtir.

106




D. ON DENEMELER

I. Fiziksel Ozelliklere Dayanan On Denemeler

Bilinmeyen bir zehirin aranmasinda, ©n denemelerle 6nemli ip
ucu elde edilebilir. Bunlardan bir kisim asagida gosteritmistir.

1. Niimunenin kokusu :

Niimune sivi ise bir damla veya kati ise pek az alinarak avug igin-
de siiriiliir, kokusu kontrol edilir. Bazi karakteristik kokularla ya o mad-
de veya belirli bir fonksiyonel gurup hakkinda 6n bilgi elde edilir. S$oy-
le ki:

a) Aromatik kokular

fenolik koku > fenoller, kreozotlar
eterli koku > eter
tatlims: koku > kloroform, aseton

acl badem kokusu > siyaniir
menekse kokusu > turpentin
titin kokusu > nikotin

meyvemsi kokusu > alkol ve esterler

ayakkabi cilasi kokusu = nitrobenzen

armut kokusu > kloralhidrat
ile ilgilidir. Bunun disinda benzen, piridin, naftalin, metil salisilat for.
maldehit anilin, merkaptanlar, amilhidrat, bromoform, iyodoform, vani-
lin v.b. kendine 6zgii kokulari ile taninirlar.

b) Batict koku : Anorganik asitler ugucu organik asitler ve for-
maldehit.

c) Sarimsak kckusu : Elementel beyaz fosfor, arsenik kakodil
oksit deneyinden sonra) ile ilgilidir.

d) Burunda aksirtici etki ve koku salisilik asit ve veratrin tarafin-
dan verilir.

2. Niimunenin rengi :

a) Mide suyunun rengi :

Anorganik tuzlar veya boyalar mide suyuna kendi renklerini ve-
rirler. Ornegin: Potasyum permanganat: pembe, viyole

Bakir tuzlari: Yesil, mavi

Nikel tuzlari : Yesil

Kobalt tuzlari : Pembe

Pikrik asit, nitrik asit : San

Merkurokrom : Parlak kirmiz:
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Florir, striknin veya
Civa - 2 - kloriire ilave edilen boyalar

Siilfirik asit, okzalik asit : siyah ve kahve telvesi seklinde granil-
ler.

Hidroklorik asit : Kahverengi

Iyot : Mavi-kahverengi

Kapsiiller :

Kirmizi : Sekonal (Seconal); Sari (nembutal, efedrin, pronestril,
metaprilin); mavi (amital, bentil) yesil (etotral); turuncu (delvinal);
beyaz-kirmizi band: (dilantin), beyaz-mavi band (karbital) ile ilgilidir.

b) idrarda renklenme :

Koyu renk bekleme ile siddetlendiginde: naftol, nitrobenzen, fe-
noller, prigallol rezorsinol, krezol, porfirinler.

Kirmizi-kahverengi renk: amidopirin, ginkofen, antipirin, fenotiazin,
pikrik asit, sulfonal, kronik kursun ve civa zehirlenmesinde, TNT (tri-
nitrotoluen).

Alkali ortamda kirmizi : fenoltalein, santonin,

San : fenasetin, pikrik asit, santonin, Kinakrin (quinacrine)

Turuncu : Azo-gantrisin, pyridium (HNO; ile renk pembeye doner)

Sari-kahverengi (asit idrar) : Kaskara (cascara), fenolftalin rubarb
santonin,

Yesil mavi : metilen mavisi, tetralin, rezorsin, timol, fenoller ile
gorulir.

1. YOKSEK DOZDA ALINAN BAZI ONEMLI iLACLARIN HEMEN
TANINMASI iCiN KULLANILAN ON DENEYLER

Dogrudan dogruya idrara uygulanan deneyler

(mavi veya yesil)

1. Alkoller igin bikromat deneyi : 1 ml idrara 1 ml % 10 sodyum
bikromat (% 50 H.SO. iginde) ilave edilir. Eger idrarda % 50 mg (s-
tiinde alkol varsa, 10 saniyede % 75 mg tstiinde alkol varsa 45 saniye
icinde yesil renk meydana gelir. Deney ‘sicakta yapilirsa (¢ozelti isi-
tilirsa) % 20 mg kadar alkol taninmasi miimkiin olur.

Diger alkoller de bu deneyle, olumlu sonu¢ verdiklerinden, her
alkol icin distilatta ayird edici (destekleyici) deneyler uygulanmalidir.
(Ozel kisima bakiniz.)

2. Demir - 3 - Kloriir deneyi (genel) :

2 ml idrara, 2 damla demir - 3 - kloriir (ferri kloriir) ¢ozeltisi dam-
latilir. Sogukta salisilatlarla viyole renk elde edilir. Bunun disinda fe-
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nol, enol gurubu igeren bilesiklerle : a) 1 dakika sojukta bekleme
t) Sicakta c) 3 damla 2N. HCI ilavesinden yeniden isitma ile agagidaki
renkler elde edilir. (Tablo IX)

Tablo IX
FeCl; ile cesitli ilaglarin verdigi renkler

Meydana gelen renk veya cokelek rengi
1 dakika sonra Isitmadan sonra 3 damla 2N-HC| Renk veren mad-
ilavesinden ve | deler
1sitmadan sonra
e Pirogallol
Mavi Kirmizi —_ 9
Mavi-viyole Kahve rengi acgik sari Bir degerli fe-
noller (fenol,
krezol  morfin,
) dilaudid gibi).
Mavi-viyole Kahverengi agik agik sari Fluroglusin, pi-
sari razoller (pirami-
don, novaljin,
veramon), re-
zorsin.

Viyole Viyole Viyole Salisilik asit vew
salisilatlar, ko-
dein, santonin

Yesil Kirmiz:, kahve- Kirmizi kahve-| Apomorfin, ad-

rengi rengi renal}i_nf guajakol

Yesil Beyaz cokelek — B-naftol

Kirmizi Actk kirmizi Acik kirmizi Antipirin

COKELEK .

Kirmizi sari Kirmizi sari Coziinme olur Benzoat, ftalat

_ve kafur
Beyaz Viyole » _a-naftol
“Mavi Mavi Mavi Firro siyaniir
| Mavi Mavi Cozinir Gallik asit ve
tuzlan

109




3) Salisilat aranmasinda destekleyici deney :

0.5 ml idrar veya plazmaya, 0.04 N nitrik asitte hazirlamis % 0.55
lik demir-3-kloriirden 4.5 ml ilave edilir. Salisilat konsantrasyonu ile
dogru orantili olarak mor bir renk elde edilir.

Meydana gelen bu rengin salisilat ile ilgili oldugunu kesinlestir-
mek icin Wintergreen deneyi yapilir.

. 4) Wintergreen deneyi :

Bu deney metil alkol, etil alkol ve salisilat icin kesin sonug verir.
Idrar veya kan su buhari distilasyonuna tabi tutulur. Etil veya metil
alkol oldugu siipheli oldugunda, 1 ml distilat, 1ml konsantre siilfirik
asit ve 0.1 g sodyum salisilat karisimi dikkatle kaynatilir. Metil sali-
silat (Winter green) kokusu metanol veya etarol (ester kokusu) bulun-
dugunu gosterir. Salisilat aranmasi igin salisilat asit ortamda biyolojik
meateryalden ekstrakte edilir. 0.1 g kalintiya 1 ml metil alkol ve 1 ml
konsantre siilfirik asit ilave ederek kaynatilir.

5) Fujiwara deneyi (trikloro bilesikleri icin) :

1 ml % 10 NaOH ve 1 ml tekrar distillenmis piridin 2 dakika kay-
nar su banyosunda tutulur. Hig bir renk meydana gelmezse 2 ml idrar
ilave edilir, ve tekrar isitilir. Piridin fazinda pembe kirmizi  rengin
meydana gelmesi trikloro bilesiklerinin (kloroform, kloral, klorbutal,
trikloroetanol, trikloroasetik asit) bulundugunu gdsterir.

6) Forrest deneyi : (imipiramin, dezpiramin ve trimipiramin) igin,
1 ml idrara, 1 ml Forrest reaktifi ilave edilir. imipiramin, dezpiramin ve-
ya tripiramin oldugunda yesil renk meydana gelir.

7) FPN deneyi (fenotiazinler igin) :

1 ml idrara 1 ml FPN reaktifi ilave edilir. Fenotiazin tiirevlerinden
birinin mevcudiyetinde pembe, kirmizi, turuncu viyole ve maviye ka-
dar giden bir renk degisimi gorilir.

8) «-naftol-sodyum nitrit deneyi
(primer aminler igin) :

Seyreltik hidroklorik asitle asitlendirilmis 2 ml idrara, 3. damla
% 1 Na NO; ve 3 damla taze hazirlanmis % 1 a-naftol [% 10 NaOH
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icinde) ilave edilir. Pembe rengin varligi p-aminofenol veya diger pri-
mer amin iceren bilesiklerden birinin oldugunu gdosterir. p-amino-
fenol, fenasetin ve paraasetamol ve anilinin metabolitidir.

9) Fehling deneyi :

1 ml idrar, 1 ml Fehling karisimi (Fehling | ve II) ile yarim saat
kaynar su banyosunda bekletilir veya sari kirmizi ¢okelegin meydana
gelmesi, serbest aldehit veya keton gurubu olan bilesiklerin (glukoz
fruktoz, dekstrin, glukuronik asit, laktoz, mannoz) veya kloroform, klo-
ralhidrat, trikloroetilen ve ¢ok degerli fenoller, turpentin, morfin, sali-
silatlar, amigdalin, mentol, ANTU (naftol tlotire) gibi bilesikler ile il-
gilidir.

Dogrudan dogruya kana uygulanan deneyler

1) Karboksihemoglobin aranmasi (CO zehirlenmesinde)

% 20 COHb veya daha yiiksek konsantrasyonlarinin aranmasi
icin kan 0.01 N amonyum hidroksit ile 1:20 oraninda seyreltilir. Para-
lelinde normal kan ile deney tekrarlanir. Pembe rengin olmasi karbok-
si-hemeglobin olabilmesini gdsterir.

Destekleyici deney olarak: kan, 0.01 N amonyum hidroksitle 1:200
oraninda seyreltilir. Spektroskopta incelenir. Normal hemoglobin alfa
bandlarinin kaymasi karboksihemoglobin eldugunu gosterir ve bu kay-
ma miktar1 karboksihemoglobin konsantrasyonu ile orantilidir.

Karboksihemoglobin miktarinin tayini :

1:200 oraninda: 0.01 N amonyum hidroksitle seyreltilmis kamn
541, 560 ve 576 nm de absorbansi okunur. 541:560 ve 575:560 nm deki
absorbans oranlari, karboksihemoglobin konsartrasyonu bilinen niimu-
neler ile saptanarak bir grafik hazirlanir. Nimune ile elde edilen absor-
bans oranlari bu grafikten degerlendirilerek % COHb miktar1 bulunur.

Niimune ekstraklarinda uygulanan deneyler

1) Asit + eter ekstrakti : '

10 ml, 25 ml idrar veya 5-20 ml mide iceridinin pH s1 3-4 e ge-
tirilir ve iki defa 25 ml eterle ekstrakte edilir. Susuz sodyum siilfat ile
kurutulduktan sonra ugurulur. Kalintida su deneyler yapilir :
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1 — Barbitiiratlar (Koppany deneyi)

Kalinti 1 ml kloroformda ¢oziiliir. Bunun yarisi ayr bir tiipe aline-
rak 2 damla taze hazirlanmis % 1 kobalt asetat (metanolde) ve yine
taze hazirlanmig % 1 lik lityum hidroksitden damla damla ilave edilir.

Damlanin degdigi bélgede mavi halka belirmesi barbitiirat oldugunu
gOsterir.

Ayrica ince tabaka kromatografisi (6zel bélime bakiniz) ve gaz
kromatografisi ve. UV ite destekleyici deneyler yapilir.

2. Diazepam aranmasi

Kalinti 3 ml 2 N HCI de 10 dakika galkalanarak ¢dziiliir. Ultraviyole
alaninda (200-300 nm) absorbsiyon spektrumu alinir ve ayni sekilde
hazirlanmis diazepam standardlari ile karistirilir. Asit ortamda diaze:
pam 240 ve 280 nm de maksimum absorbsiyon verir.

Not : Gerek de diazepamin metaboliti ve gerekse klordiazepoksit
(chlordiazepoxide) asit hidrolizle ayni bilesigi (2-amino-5-klorobenzofe-
non) verirler. Bu nedenle pozitif sonug yalnizca diazepam oldugunu
gostermez.

3. Ergot alkaloidleri :

Yalnizca mide suyu ekstraktinda aramir, Ergotamin veya liser-
jid (lysergide) ihtiva eden ergot alkaloidlerinin idrarda ¢abuk aran-
masini mimkiin kilan basit bir deney yoktur. Ancak mide igerigi ve-
ya kusmuk ekstraktinda ¢cok duyar olmamakla beraber su deneyler uy-
gulanir (igerik 4 misli hacim eterle 15 dakika galkalanir ve eter ekst-
rakti 3 e ayrilir):

a) Eter ekstraktinin bir bélimiine 5 ml % 10 potasyum hidroksit
gozeltisi ilave edilir ve dikkatle su banyosu Gzerin 1sitilir. Trimeti-
lamin (balik kokusu) duyulmasi ergotamin ile ilgilidir.

b) Eter ekstraktinin diger bélimine 3 ml silfirik asit dikkatie
ilave edilir. Sivilarin birlesme noktasinda maviye doner turuncu renk
ergotamin oldugunu gosterir.

¢) Uglincit boliim eter ekstraktina 2 g sodyum karbonat ilave edi-
lir ve karistinilir. Ergotamin oldugunda kirmizi-viyole renk meydana
gelir. :
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d) Ergot alkoloidleri ultraviyole 1siginda parlak mavi bir fléresan
verir, ayrica p-dimetilaminobenzaldehitle viyole renk verir. (Siilfirik
asit icinde hazirlanmis % 1 lik p-dimetilaminobenzaldehitten kalintiya
1-ka¢ damla ilave ederek isitilir).

4) Salisilik asit :
Demir-3-kloriir deneyi ile aranir (s : 108)

Alkali-Kloroform ekstrakti

Asit-eter ekstraksiyonu ile ayrilan sivi faz seyreltik amonyak ile
kalevilendirilir (pH 10) ve iki defa 25 ml kloroform ile ekstrakte edilir.
Ekstraktlar birlestirilir ve 5 ml su ile yikanir. Susuz (anhidr) sodyum
siilfatla suyu uzaklastirilir ve kurutulur. Kalintida su deneyler yapilir:

1. Klordiazepoksit aranmasi :

Kalinti 5 ml 6N HCI de galkalayarak ¢oziiliir. Eser kloroform hafif
1sitma ile giderilir. Asit ekstrakti, likit (siv1) parafin banyosunda 125°C
de 30 dakika 1sitilir. Hacim su ile 5 ml ye tamamlanir ve sogutulur.
0.5 ml % 0.1 sodyum nitrit ilave edilir ve 3 dakika bekletilir. 0.5 ml
% 0.5 amonyum sulfamat ilavesinden sonra tekrar 3 dakika daha bek-
letilir. En son 0.5 ml % 0.1 N-1-naftiletilendiamin ¢ozeltisi ilave edilir.
Pembemsi (mauve) rengin belirmesi klordiazepoksit oldugunu gdsterir.

Not : Klordiazepoksit ve diazepam metaboliti asit hidrolizle ayni
maddeyi (2-amino-5-klorobenzenenon) verirler. Bu nedenle pozitif so-
nug yalnizca klordiazepoksit bulunmasi ile ilgili degildir.

2. Kodein aranmasi :

Kalinti 1 ml etil alkolde ¢oziiliir. Bir damlasi bir filtre kagidi lize-
rine damlatilir ve 1 damla Marquisir ilave edilir. (Damla deneyi). Kir-
mizidan mavi viyoleye gegen renk dedismesi kodeinden ileri olabilir.
(Diger opium alkaloidleri ile de ayni sonug alinir).

Etil alkolli ¢ézeltiden alinan diger bir damla iizerine, 1 damla
% 0.5 amonyum vanadat (suda) ¢ozeltisi ilave edilir. Yesilden maviye
degisen renk kodein oldugunu gdsterir.

Destekleyici deney olarak mikrokristalizasyon (sayfa: &5) deneyi
ve ince tabaka kromatografisi ile aranmasi yapilir.
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3. Meprobamat ve diger karbamatlar :

Kahnti 1 ml eterde ¢oziiliir. 1 damla filtre kagidina damlatildiktan
sonra 1 damla % 1 lik furfural (etil alkolde) damlatilir. Oda sicakhidin-
da kurutulur. Sonra hidroklorik asit dumanina tutulur. Karbamat oldu-
gunda mavi-siyah renk meydana gelir.

Destekleyici deney olarak : eterli ¢cozelti kuruluga kadar ucurulur.
1 ml sulfirik asitle ¢ozilir ve 20 dakika kaynar su banyosunda isitilir.
Soguduktan sonra 400-500 nm arasinda UV absorbsiyon 6lgiiliir. Stan-
dard niimune ile karsgilastirilir. (H.SO; ile meydana gelen turuncu renk
450 nm de maksimum absorbsiyon gosterir).

4. Kinin ve Kinidin :
Kloroform ekstrakti 3 ml % 10 sulfirik asitle calkalanir. Mavi flo-
resan (UV de daha belirlenir) kinin veya kinidin ile ilgili olabilir.

Destekleyici deney olarak floresan emisyonu o6lgiliir. 250 mp. da
eksite edildiginde (exiciting wavelength 250 nm de maksimum emis-
yon gostermesi kinin veya kinidin ile ilgilidir.
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LABORATUVARDA ILK YARDIM

Kimya laboratuvarlarinda cesitli nedenlerle kazalara raslanmak-
tadir. Bu kazalar, kullanilan apareylerin kirilmasi, patlamasi ile ilgili
olabildigi gibi, cogu kez calisilan toksik kimyasal maddelerin inhalas-
yonu, goz, deri veya agiza temasla veya agiz yolu ile indirim yoluna
gecmesi ile meydana gelen zehirlenmeler seklinde olmaktadir. Bu
hallerde ilk yardim olarak laboratuvarda hemen uygulanmasi gereken
tedbirler vardir. Her kimya laboratuvarda calisanlarin bilmesi gereken
bu tedbirler asagida acgiklanmistir: (Gattermann, Muir)

1. Laboratuvarda calisirken, korunulmasi gereken en énemli or-
gan gozlerdir. Vakum veya yiiksek baski altinda calisan apareyleri
(Vakum desikatori, otoklav) kullanirken, patlama tehlikesi olasiligina
karsi, kalin camli saglam bir korunma gé6zligi takmalidir.

Patlayici maddelerle calisirken de korunma gézliigii takmak zo-
runludur. Bilinmeyen bir maddenin patlayici olup olmadigini, bu mad-
denin az bir kismi metal bir spatiille alevde isitilarak anlasilabilir.

Metalik sodyum ve potasyum bu tiir kazalara yol agan iki metal-
dir. Bu nedenle bu metallerin kirintilari acik havada birakilmamali, 13-
vabo veya ¢Op sepetlerine atilmamalidir. Ayrica bunlarla yapilan reak-
siyonlar, su banyosu yerine yag veya kum banyosunda yapilmaldir.
Bu metaller miktarlarinin 15-20 misli alkolle yok edilmeli veya orijinal
siseleri icinde saklanmalidir.

Bu nedenle yukaridaki kosullarda galisirken, hic olmazsa normal
bir gozlikk takmak yerinde olur.

2. Eter ve diger ucucu yanabilen organik c¢gziiciilerle galisirken
bunlarin yaninda alev bulundurmamalidir. Yangin ¢iktigi takdirde ya-
nabilen her sey uzaklastirilir. Alev tizerine 1slak pacgavra veya karbon
tetrakloriir dokerek yangin sondirilir. En iyisi, yangin bombasi kul-
lanmaktadir.

3. Gaz veya coziicii buharlar ile calisirken inhalasyon yolu ile bir
zehirlenme olduysa, sahis derhal laboratuvardan uzaklastirilir ve yats- -
rilarak sicak tutulur, Solunumu zorlayan elbise, saat kayisi gibi esyalar
gevsetilir. Hafif sol@orilduginde cay veya kahve verilebilir.
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Tibbi bir bakim gerekip gerekmedigi, hastanin bu ilk yardimdan
sonraki durumuna baglidir. Amonyak, hidroklorik asit buhari ile hafif
bir inhalasyon durumunda bile hasta hemen hastahaneye yollanir ve-
ya doktor cagirilir.

4. Agiz, deri veya goziin kimyasal madde buhari veya kendisi ile
temasinda, ilk yapilacak is bol su ile temas yerini yikamaktir. Arkadan,
eger asit 0zellikte bir madde ise, sodyum bikarbonat cozeltisi ile; ka-
levi bir madde ise seyreltik asetik asitle temas yerini yikamak gerekir.
Cogunlukla bu maddeler cilt {izerinde tahris edici etkiye sahip oiduk-
larindan yikama isleminden sonra, bir yanik pomadi (vazelin v.s.) siir-
melidir. Ozellikle, gozde bu durum olduysa tibbi bakim da yapilmali-
dir. Yikama igin her laboratuvarda bulundurulmasi, miimkiin olan apa-
rey (Sekil 23) goriilmektedir.

\_ )
$ekil 23 — Gdz yikama sisesli

5. Ozel Antidotlar :

Korrozif ve zehirli kimyasal maddelerle ¢alisan laboratuvarlarda,
bu-maddelerin 6zel antidotlarinin bulunmasi gerekir. Ornegin :
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a) Brom, formik asit, hidroflorik asit ve benzeri, diger yakici asit-
lerle meydana gelen deri yaniklarinin tedavisinde (magnezyum + gli-
serin) pomadi kullanilabilir. 200 g magnezyum oksit, 240 ml gliserinle
pasta haline getirilir ve bundan yanik kisma dogrudan dogruya siirii-
lir. Ayrica 1 hacim amonyagin (d: 0,88) su ile 15 kere sulandirilmasi
ile elde edilen seyreltik amonyak, brom, formik asit ve hidroflorik asit-
le meydana gelen yanik siddetini azaltmakta yararhdir.

b) Hidrosiyanik asit, siyaniir tuzlari ve nitrillerle (hidrolize HCN
verirler) meydana gelen zehirlenmelerde, asagidaki sekilde hazirlanan
antidot karisimi, hemen ilk yardim olarak hastaya verilebilir.

A. 158 g demir-2siilfat (FeSOs, 7H;0) ve 3 n sitrik asit BP soguk
suda eritilerek bir litreye tamamlanir. (Bu ¢6zelti bozuldugunda kulla-
nilmamalidir).

B. 60 g susuz Na,CO; bir litre suda ¢oziiliir. (A) ¢ozeltisinden 50
ml genis agizh ve polietilen kapakl bir siseye konur. Ustiine
acikca okunacak sekilde «SIYANUR ANTIDOTU A» yazil bir etiket ya-
pistirthir. Ayni sekilde (B) cozeltisinden de 50 ml alinarak ikinci bir
siseye konur ve «SIYANUR ANTIDOTU B» yazilir. Ani bir zehirlenme-
de, bu iki sise icindeki ¢6zelti birbiriyle karistirilir ve hastaya igirilir.
Bu sekilde, bunda demir-2-hidroksit hem emetik olarak etkir, hem de
siyanurle toksik olmayan demir bilesigi meydana getirir.

Burada onemle belirtilecek nokta sudur : Siyaniir zehirlenmesinde
ancak yukaridaki sekilde bir ilk yardim laboratuvarda uygulanabilir.
Bunun disinda hemen doktora basvurmalidir. Intravenoz olarak antidot
uygulamasini, ancak doktor yapabilir.

6. iyot icilmesi halinde, derhal % 1 lik sodyum tiyosiilfat igilme-
fidir. Deri Ustiindeki iyot lekeleri de, aym sekilde sodyum tiyosiilfat
c¢ozeltisi kullanarak uzaklastirilabilir.

7. Fosforla cilt yanmalarinda, yanik yer % 3 bakir siilfat ile yi-
kanmalidir.

8. Ayrica bliyiik laboratuvarlarda, solunum zehirlenmelerinde ya-
pay solunum yaptiran apareyler bulundurulmas: da yararhdir.
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ONEMLI REAKTIFLERIN HAZIRLANMASI
Ansties reaktifi :

3.70 g. saf potasyum dikromat 150 ml distile suda c¢oziilir. 280
ml saf konsantre siilfiirik asit yavas yavas karistirilarak ilave edilir.
Distile su ile 500 ml ye tamamlanir.

Alkol Standart cozeltisi :

100 ml lik balonjojeye 50 ml distile su konur. 2.53m| absolii mut-
lak etil alkol hassas bir pipet veya biiretten ilave edilir. Bu sirada bii-
ret veya pipetin ucu su ylizeyine ¢ok yakin olmalidir. Su ile 100 ml
ye tamamlanir. Bu sekilde hazirlanan alkol standarti % 2 liktir.

Alkollii potasyum hidroksit coézeltisi :

35 g KOH, 20 ml distile suda ¢ozuliir. Saf etil alkol ile 1 litreye
tamamlanir.

Bakir siilfat cozeltisi (Reinsch deneyi Hg icin) :
5 g CuS0s. 5 H0, 100 ml 1 N HCI de ¢6ziliir.

Borat tamponu (pH 9.4) :

24.8 g HiBO; (borikasit), 0.2 N NaOH ile 1 litreye tamamlanir. Bu
¢ozeltiden 80 ml alinarak tekrar 20 ml 0.2 N NaOH ilave edilir.

Brillant green (yesili) reaktifi :

1 g. Brillant yesili, 100 ml % 25 etil alkolde ¢o6ziilir.

Bromfenol mavisi reaktifi (TLC de org. fosforlular icin) :-

a) 0.05 g bromfenol mavisi 10 ml asetonda ¢oziilir ve 100 ml

% 1 AgNO; (Aseton + su: 1 + 3 da hazirlanmisg) ile karistirilir.

Bromlu su:

5 g sivi brom cam kapakli bir siseye konarak 100 ml su ilave
edilir.
Civa-2-kloriir (veya bromiir) cozeltisi (Gutzeit deneyi) :

0.05 g bromfenol mavisi 10 ml asetonda ¢ozllir ve 100 ml
ye tamamlanir.
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Civa nitrat c¢ozeltisi (Barbitiiratlar icin) :
(HgO - HNOs) gozeltisi : 0. 1g HgO 10 damla % 25 HNO; iginde
coziiliir. Berrak kisim kullanilir.

Demir-3-kloriir (ferri kloriir) c¢ozeltisi :

a) % 5 lik: 5 g FeCls. 6 H,O, 100 ml suda ¢oziilir.
b) % 1 lik 1 g FeCls. 6 H,O 100 ml suda g¢oziilir.

Diazo cozeltisi (fenol tayini icin) :

a) p. nitroanilin ¢ozeltisi : 0.75 g p-nitroanilin 10 ml suda c¢ozi-
liir ve 20 ml konsantre HCI ilavesinden sonra 250 ml ye tamamlanir.

b) % 5 lik NaNO; (suda)

Kullanmadan hemen &énce 1,5 ml (b) cozeltisi, 25 ml (a) ¢ozel-
tisi ile karistirilir.

Dragendorff reaktifi :

a) 2 g hizmet subnitrat, 25 ml asetik asit ve 100 ml suda ¢ozulir.
b) 40 g potasyum iyodiir 100 ml suda cozulir.

Kullanirken 10 ml (a), 10 ml (b), 20 ml asetik asit ve 100 ml su
karistirilir.

Fehling reaktifi
a) 35 g CuSO,. 5 H0O 50 ml suda ¢oziiliir (Fehling 1)

b) 5 g Sodyum hidroksit, 17.5 g senyet tuzu (sodyum potasyum
bitartarat) 50 ml suda g¢oziiliir (Fehling 1)

Kullanilmadan énce, iki ¢ozelti esit hacimde karistirilir.

Fenol cozeltisi

a) Stok (Standart ¢ozelti): 0.5 g saf fenol 10 ml suda ¢ozilir
ve 4 ml konsantre HCI ilavesinden sonra su ile 500 ml ye tamamlanir.

b) Seyreltilmis fenol standardi: 1 ml stok fenol ¢ozeltisi su ile

100 ml ye seyreltilir. Bu ¢6zelti 1 ml de 10 mikrogram (pg) fenol ih-
tiva eder.

c) (Genel) % 2 lik: 2 g fenol 100 ml suda g¢o6zuliir.
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Flourscein reaktifi (I.T.K. igin) :
0.04 g flourscein 100 ml etil alkolde ¢oziilir.

Forrest reaktifi :

25 ml % 0.2 potasyum dikromat (suda),

25 ml % 30 siilfirik asit (agirhk/agirlik),

25 ml % 20 perklorik asit (agirlik/agirlik) ve

25 ml % 50 nitrik asit (agirhk/agirhik) karistirilarak hazirlanir.

FPN reaktifi :

% 5 ferrikloriir, 45 ml % 20 perklorik asit (agirlik/agirlik) ve 50
ml % 50 nitrik asit (agirhik/agirhik) birbiriyle karistirilir.

Frohde reaktifi :

0.1 g sodyum molibdat 100 ml konsantre silfirik asit iginde ¢o-
zilir.,

Gibbs reaktifi :

0.1 g 2,6-dibromokinon-klorimid 25 ml % 95 etanolde c¢oziiliir.
Cam kapakl renkli sisede ve buz dolabinda saklanmahdir. Cézeltinin
rengi kahverengiye donustigiinde kullaniimaz.

fyot cozeltisi :

a) Genel (% 2): 2 g iyot ve 4 g potasyum iyodir 100 ml suda
¢ozilir.

b) N-iyot ¢ozeltisi: 12-13 g I> ve 20-25 g KI 100 ml suda ¢ozilir.

iyodoplatinat ¢ozeltisi :

1 g platin kloriir 10 ml suda ¢oziliir ve 200 ml % 30 luk Kl icine
1lave edilir. Su ile 200 ml ye tamamlanir. Karisim karanlikta saklan-
malidir.

izopropil amin cozeltisi (Barbitiiratlar icin) :

5 g izopropil amin 100 ml susuz metil alkol iginde ¢oziiliir.

Kinin - Kl reaktifi (Bizmut icin) :

1 g kinin siilfat 100 ml % 0.5 lik HNO; te ¢ozilir. 2 g Kl ilave
edilir. Kahverengi sisede saklanir.
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Kobalt nitrat ¢cézeltisi (Barbitiiratlar icin) :

1 g kobalt nitrat veya kobalt asetat 100 m! susuz metil alkol
iginde goziilir.

Kromotropik asit gozeltisi :

0.5 g Kromotroplk asit (1,8-dihidroksinaftalin-3,6-distilfonik asit)
su ile 100 ml ye tamamlanir.

Kursun asetat ¢ozeltisi :
10 g kursun asetat suda c¢6zilGr ve 100 ml ye tamamlanir.

Mandelin reaktifi :
1 g amonyum vanadat 100 ml konsantre silfirik asit Iginde ¢6-
ziltr,
Marme reaktifi :
30 g kadmiyum iyodiir ve 60 gm potasyum iyodiir 180 m! suda
¢cozilir.
" Marquis reaktifi :
3 ml konsantre asite 3 damla % 40 hk formaldehit (formalin)
damlatilir. Kullantimadan hemen 6nce hazirlanmalidir.
Mayer reaktifi :

1.4 g civa-2-kloriir (merkdri kloriir, HgCl;) ve 5 g potasyum iyo-
d@r 100 ml suda c¢ozilir.

Mecke reaktifi (alkaloidler igin) :
0.5 g seleni6éz asit 100 ml konsantre salfirik asitte ¢dzilir.

Millon reaktifi :

10 g civa, 20 ml konsantre nitrit asitle ¢oziliir ve esit hacimde
su ilave edilerek karigtirilir.

N-I-naftiletilendiamin reaktifi :

100 mg N-1-naftiletilendiamin etil alkolde ¢ozilerek, 100 ml ye
tamamlanir.
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Nessler reaktifi:

a) 2 g HgCl;, 6 g Kl ile birlikte az miktar suda ¢dziiliir. 17 g KOH
az miktar suda coziilerek ilave edilir. Karistirildiktan sonra 100 ml
ye tamamlanir.

b) 3.5 g potasyum iyodiir ve 1.25 g civa-2-kloriir (HgCl,) 80 ml
suda doymusg HgCl; ¢ozeltisinden bu karisima hafif kirmizi bir coke-
lek meydana gelinceye kadar karistirilarak ilave edilir. 12 g KOH bu
cozelti icinde ¢ozilir, az miktar doymus HgCl; ilave edildikten son-
ra su ile 100 ml ye tamamlanir. Bir gece bekletilir, dekante edilerek
berrak kisim kullanilir.

Palladyum kloriir ¢ozeltisi (CO icin) :

a) 0.22 g PdCl; 250 ml 0.01 N HCI de ¢oziilir. Gerektiginde ha-
fifce 1sitilir.

b) 1 gPdCl..H0 100 ml seyreltik HCI de (35 ml konsantre HCI
su ile 100 ml ye tamamlanir) ¢ozilliir. Céziinmenin tamamlanmasi
icin hafifge 1sitilmalidir.

p-dimetilamin benzaldehit reaktifi (alkaloidler icin) :
a) (Alkollu gozelti): 1 g madde, 100 ml etil alkolde ¢éziiliir ve
2 damla konsantre silfirik asit damlatilir.

b) (Asitli gozelti) : 1 g madde 40 ml konsantre H,SO; ihtiva eden
100 ml seyreltik asitli suda gozilir.

c) (Asitli ¢ozelti) : 1 g madde 100 ml konsantre H.SOs iginde.

Pikrik asit cozeltisi (alkaloidler igin) :
Suda doymus c¢ozeltisi hazirlanir,

Potasyum triiyodiir (KI - I,) cozeltisi (asitli)
Mikrokristalizasyon igin :

a) 10 g iyot ve 35 g Kl 100 ml suda ¢oziintir. Bu ¢ozeltinin 0.4 ml
sine 20 ml glasiyal asetik asit ve 2.0 ml fosforik asit (HsPO,) ilave
ederek karistirilir.

Potasyum iyodiir - Na;SO; (Reinsch deneyi igin) :
5 g Kl ve 20 g Na;SOs. 7 H;0, 100 ml suda ¢ozildr.
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Potasyum permanganat cozeltisi :

a) (Kromotropik asit deneyi igin): 1.5 KMnOi, 7.5 mi % 85
fosforik asit icinde c¢ozilir ve su ile 50 ml ye tamamlanir.

b) % 5 lik (suda) : 5 gm KMnO;, suda ¢ozilerek 10 ml ye tamam-

Janir.

c) Mikrokristalizasyon igin: 2 g KMnOjy su ile 100 ml ye tamam-
lanir ve 5 damla H;PO, ilave edilir.

Pirctannik asit cozeltisi (CO icin) :
1 g pirogallik asit ve 1 g tannik asit 100 ml suda ¢ozdlir.

R:iodamin B :

a) (i.T.K de piskiirtme reaktifi) : 0.1 g Rhodamin B 100 m! etil al-
kolde ¢ozulir.

b) Talyum igin : 0.05 g Rhodamin B 100 ml konsantre HCI iginde-
cozilir.

Saponin cozeltisi (methemoglobin icin) :
100 mg saponin, 10 ml borat temponu (pH 9.4) icinde ¢ozilir
ve su ile 100 ml seyreltilir.

Schiff reaktifi :

0.2 g bazik fitksin veya p-rozanilin hidrokloriir 120 ml sicak su-
da céziiliir. Soguduktan sonra, 20 ml distile suda ¢6ziilmiis 2 g anhidr
sodyum siilfit ve 2 ml konsantre HCI ilavesinden sonra agzi siki ka-
pal sisede saklanir.

Scott - Willson reaktifi :

a) 5 g civa-2-siyantr 300 ml suda ¢ozilir

b) 90 g sodyum hidroksit 300 m! suda ¢oziiliir.
c) 1.45 g glimls nitrat 200 ml suda ¢ozuldr.

(c) Cozeltisine tamamen soguk (b) cozeltisi ilave edilir ve karis-
tirilir, sonra (a) cozeltisi ilave edilirken devamh karigtirilir. Bu reaktif
6 ay dayanabilir. Bulaniklik veya c¢okelek meydana gelmesi halinde
atilir. Zehirli oldugu iicn pipet kullanmamalidir.

Sitrat tarnpon cozeltisi (pH 2.2)

a) 1,187 g Na,HPO4. 2 H,O dnst:le su ile 100 ml ye tamamlanir.
b) 0.1 M sitrik asit.
20 ml (a) ile 980 ml (b) cézeltlm kar|$t|r|l|r
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