Лекція 10-11

Тема. Отруйні і сильнодіючі речовини, що ізолюються з біологічного матеріалу підкисленим етиловим спиртом або підкисленою водою.
Мета. Ознайомити студентів з властивостями, токсичною дією та методами ідентифікації отруйних і сильнодіючих речовин, що ізолюються з біологічного матеріалу підкисленим етиловим спиртом або підкисленою водою.

План

1. Алкалоїди: властивості та дія на організм
2. Ізолювання алкалоїдів підкисленим спиртом
3. Вплив рН середовища на ізолювання алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ з біологічного матеріалу
4. Вплив складу рідин, що застосовуються для ізолювання алкалоїдів, на виділення цих речовин з біологічного матеріалу
5. Вплив підкисленої води і підкисленого спирту на ізолювання домішок, які переходять у витяжки з біологічного матеріалу
6. Очистка витяжок з біологічного матеріалу від домішок
 7. Застосування фізико-хімічних методів для очистки витяжок
8. Екстракція алкалоїдів та інших токсичних речовин з витяжок

9. Виявлення отруйних речовин, що ізолюються підкисленою водою або    підкисленим етиловим спиртом

10. Кількісне визначення токсичних речовин, що  ізолюються підкисленою водою або підкисленим спиртом

11. Метод виділення токсичних речовин, який базується на ізолюванні їх водою, підкисленою оксалатною кислотою
12. Метод виділення токсичних речовин, який базується на ізолюванні їх водою, підкисленою сульфатною кислотою
13. Виділення токсичних органічних речовин кислого характеру з біологічного матеріалу

Зміст лекції

Oдну з найчисленніших груп отруйних і сильнодіючих речовин складають алкалоїди, їхні синтетичні аналоги та деякі інші сполуки, для ізолювання яких з біологічного матеріалу застосовують етиловий спирт або воду, підкислені відповідними кислотами.

Першим алкалоїдом, який був добутий з рослин у чистому вигляді був морфін добутий з опійного маку. Потім з рослин були виділені й інші алкалоїди (хінін, нікотин, атропін, теобромін, гармін та інші). До того часу методи виділення алкалоїдів з біологічних матеріалів ще не були розроблені і не застосовувались у токсикологічній хімії [2].

1. Алкалоїди: властивості та дія на організм

Нікотин – один з найвідоміших алкалоїдів. Він є одним з найпростіше побудованих алкалоїдів (гетероциклічних азотовмісних сполук) і є похідною піридину та піролідину:


[image: image1.wmf]N

N

C

H

3

                                                (4.1)

Нікотин міститься у вигляді солей лимонної та яблучної кислот в листі тютюну. Нікотин складає від 0,3 до 5 % від маси тютюну в сухому вигляді, біосинтез нікотину відбувається в корінні, накопичення нікотину - в листі [9].

Нікотин – масляниста рідина без кольору, з температурою кипіння 2470С, швидко темніє на повітрі, має характерний тютюновий запах. Легко розчиняється у воді та органічних розчинниках, має основні властивості [5]. 

Застосування. Дія на організм. Нікотин є надзвичайно сильною отрутою, що діє на центральну та периферійну нервову систему. Смертельна доза нікотину для людини – 0,01 – 0,04 г. Але систематичне куріння тютюну рідко приводить до гострого отруєння. Це пояснюється тим, що організм людини звикає до дії невеликих до нікотину. Проте при тривалому курінні тютюну спостерігається хронічне отруєння організму нікотином, що приводить в ряді випадків до важких захворювань [4]. 

Нікотин легко окиснюється до нікотинової кислоти, яка вже є не  отрутою, а вітаміном. Але для необхідного окиснення у людини в організмі немає таких ферментів.  Тому навіть завзяті курці можуть страждати від браку цього вітаміну.
Нікотин діє на нікотинові ацетилхолінові рецептори. У низьких концентраціях він збільшує активність цих рецепторів, що, серед іншого, веде до збільшення кількості стимулюючого гормону адреналіну.
Нікотин у вигляді солі (нікотин сульфат) використовується в сільському господарстві для боротьби зі шкідниками сільськогосподарських культур [9].

Хінін – є похідною хіноліну. Будова хініну:
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Хінін міститься (поряд з іншими алкалоїдами) в корі хінного дерева, що росте в тропічних країнах. Він являє собою кристалічну речовину з температурою плавлення 1770С, важко розчинну у воді, легко розчинну у спирті та етері. Володіє слабкими основними властивостями та надзвичайно гірким смаком.

За хімічними властивостями хінін – це двотретинна азотовмісна основа, яка здатна давати два типи солей:

1) з одним еквівалентом кислоти (водні розчини мають нейтральну реакцію);

2) з двома еквівалентами кислоти (розчини мають кислу реакцію). У першу чергу солеутворення протікає по атому азоту хінуклідинового циклу, оскільки він має більшу основність [9].

У медичній практиці застосовують такі солі хініну: хініну сульфат, хініну гідрохлорид, хініну дигідрохлорид.
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      Хініну сульфат  (нейтральна сіль);
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   Хініну гідрохлорид  (нейтральна сіль);
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           Хініну дигідрохлорид (кисла сіль).
Солі хініну – безбарвні кристалічні речовини, без запаху, дуже гіркі на смак. Під дією світла поступово жовтіють. Усі вони є лівообертаючими оптичними ізомерами.

Лікарські речовини відрізняються за розчинністю: хініну дигідро-хлорид – дуже легко розчинний; хініну гідрохлорид – розчинний, а хініну сульфат – мало розчинний у воді [6].

Виявлення хініну
1. Загальна реакція – талейохінна проба: до розчину солі хініну додають декілька крапель бромної води й розчин амоніаку – з'являється смарагдово-зелене забарвлення:
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2. Розчини всіх солей хініну при підкисленні сульфатною розведеною кислотою  дають блакитну флуоресценцію в ультрафіолетовому світлі.

3. Розрізнювальні реакції – на аніони відповідних солей: хлориди або сульфати.

4. Питоме обертання 3% розчинів солей у 0,1 М розчині кислоти хлористоводневої у перерахунку на суху речовину становить:

хініну дигідрохлориду - 225°; 

хініну гідрохлориду - 245°; 

хініну сульфату - 240°.

5. При взаємодії спиртового розчину солі, підкисленої сульфатною кислотою, зі спиртовим розчином йоду утворюються характерні (у вигляді листочків) зелені кристали герепатиту: ((хінін)4-(Н2SO4)2-(НІ)2-І4-6Н2O) [10].

Кількісне визначення солей хініну – гравіметричний метод, який ґрунтується на осадженні основи хініну натрію гідроксидом, екстрагуванні її хлороформом і зважуванні залишку, отриманого після відгонки хлороформу.

Відсотковий вміст солі хініну у перерахунку на суху речовину розраховують за формулою:                             


[image: image8.wmf](

)

.

вол

.

нав

.

ф

.

в

%

100

m

100

100

F

m

%

-

×

×

×

×

=

                                            (4.7)

де F - гравіметричний фактор (відношення молекулярної маси відповідної солі до молекулярної маси основи хініну).

Солі хініну в лікарських формах визначають алкаліметрично в нейтралізованій за фенолфталеїном суміші хлороформу і спирту: 
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S=1
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S=1/2
Застосування. Стимулюють мускулатуру матки (хініну сульфат і хініну гідрохлорид). Хінін (у вигляді солей) в основному застосовується для лікування малярії [7]. 

Морфін. Молекула морфіну має дуже складну будову:
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Морфін разом з деякими іншими алкалоїдами міститься в соку  недозрілих плодів опійного маку. Він являє собою кристалічну речовину з температурою топлення 2540С, погано розчинну у воді та органічних розчинниках. Володіє сильними основними властивостями [4].

Розглянемо сіль морфіну яку активно використовують:
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Морфін гідрохлорид

Морфін гідрохлорид – це білі голчаті кристали або білий кристалічний порошок, що трохи жовтіє при зберіганні. Повільно розчинний у воді, важко розчинний у спирті, дуже мало розчинний в хлороформі та естері [5].

Виявлення морфіну гідрохлориду.
1. Субстанція дає реакцію на хлориди.

2. З реактивом Фреде – фіолетове забарвлення, що переходить у синє, при стоянні – в зелене.

3. При додаванні до розчину субстанції амоніаку виділяється білий кристалічний осад, що розчиняється в розчині натрію гідроксиду (внаслідок утворення натрієвої солі по фенольному гідроксилу).

4. З реактивом Маркі – пурпурове забарвлення, що швидко переходить у синьо-фіолетове (відмінність від кодеїну).

5. Питоме обертання від -97° до -99° (2 % водний розчин).

6. З розчином феруму (III) хлориду – синє забарвлення (реакція на фенольний гідроксил).

7. З солями діазонію утворює азобарвник.

8. Реакція окиснення калію гексаціанофератом (III) у кислому середовищі з утворенням оксидиморфіну. При подальшому додаванні до реакційної суміші розчину феруму (III) хлориду утворюється "берлінська блакить"(синє забарвлення):
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K4[Fe(CN)6] + FeCl3 
[image: image14.wmf]®

 KFe[Fe(CN)6] + 3 КСl                              (4.13)

9. При взаємодії з кислотами сульфатною або хлоридною концентрованими утворюється апоморфін, який від додавання концентрованої нітратної кислоти набуває інтенсивно-червоного забарвлення [4].

Кількісне визначення:

1. Ацидиметрія в неводному середовищі в присутності меркурій (II) ацетату, індикатор – кристалічний фіолетовий, s = 1.

2. Аргентометрія за методом Фольгарда, s = 1.

3. Алкаліметрія в спиртово-хлороформному середовищі, s = 1 [3].

Застосування. Дія на організм. В малих дозах морфін застосовується в медицині в якості знеболювального та снодійного засобу. У великих дозах морфін – сильна отрута. Недоліком морфіну як медичного препарату є так званий “морфінізм” – поява нестримної звички до морфіну, яка призводить до хронічного отруєння організму.  Пролонгованим препаратом морфіну є морфілонг-0,5 %-ий розчин морфіну гідрохлориду в 30 %-ому водному розчині полівінілпіролідону. 

Метиловий етер морфіну (метильований по фенольному гідроксилу) – кодеїн, цінний лікарський препарат проти кашлю [9].

Кокаїн міститься в листі рослини кока, що росте в Південній Америці. Являє собою кристалічну речовину з температурою топлення 980С, погано розчинну у воді, добре розчинну у органічних розчинниках.
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Кокаїн 

Розглянемо сіль кокаїну, яку активно застосовують і з якою часто можна зустрітись:
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Кокаїну гідрохлорид

Кокаїну гідрохлорид – це безбарвні голчаті кристали або білий кристалічний порошок без запаху, гіркий на смак, викликає на язиці відчуття заніміння. Дуже легко розчинний у воді, легко розчинний у спирті, розчинний у хлороформі і гліцерині, практично не розчинний в естері [7].

Виявлення кокаїну гідрохлориду.

1. Субстанція дає характерні реакції на хлориди.

2. З розчином калій перманганату утворюється кристалічний осад фіолетового кольору – перманганат кокаїну (відмінність від новокаїну):
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3. При нагріванні кокаїну гідрохлориду з сульфатною концентрованою кислотою відбувається кислотний гідроліз, продуктами якого є, зокрема, метиловий спирт і бензенова кислота, які, взаємодіючи між собою, утворюють метилбензоат, що має характерний запах:
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При тривалому стоянні з реакційної маси випадають кристали бензенової кислоти.

4. Визначають температуру топлення (не нижче 195°С); питоме обертання – від -71 ° до -73° (2,5 %-ий водний розчин).

Кількісне визначення:

1. Ацидиметрія в неводному середовищі, пряме титрування у присутності меркурій (II) ацетату, індикатор – кристалічний фіолетовий, s = 1.

2. Алкаліметрія в присутності спирту і хлороформу, s = 1.

3. Йодометрія, зворотне титрування, s = 1 [9].

Застосування. Дія на організм. Кокаїн у вигляді солей застосовується в медичній практиці для місцевої анестезії при операціях. Значним недоліком кокаїну як лікарського препарату є його отруйність та часто виникаюча звичка до кокаїну – “кокаїнізм”. Це одна з важких форм наркоманії. Тому сьогодні в більшості випадків кокаїн заміняють синтетичними знеболювальними засобами [10].

Атропін C17H23NO3 – алкалоїд белладонни, блекоти, дурману та деяких інших рослин родини пасльонових; одержаний синтетично.
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Білий кристалічний або зернистий порошок без запаху. Легко розчиний у воді і спирті, практично не розчинний в етерах. Топиться за температури близько 190°С із розкладанням. Розчини мають нейтральну реакцію; для стабілізації ін'єкційних розчинів додають  розчин хлоридної кислоти рН=3,0-4,5, стерилізують за +100 °C протягом 30 хв. Атропін утворюється з гіосціаміну в результаті рацемізації за температури 114-116°С, за вищої температури утворюється апоатропін, який не має фармакологічної активності атропіну:
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Атропін оптично неактивний: складається з активного лівообертаючого і малоактивного правообертаючого ізомерів. Лівообертаючий ізомер носить назву гіосциаміну і приблизно в 2 рази активніший за атропін. Природним алкалоїдом що міститься в рослинах, є гіосциамін; при хімічному виділенні алкалоїду він в основному перетворюється на рацемічну форму – атропін [3].

Виявлення атропіну.

1. За фізико-хімічними константами: ІЧ-спектроскопія і оптичне обертання.

2. За температурою топлення пікрату атропіну.

3. Реакція Віталі - Морена – на тропову кислоту. До субстанції у фарфоровій чашці додають кислоту нітратну димлячу й випаровують досуха – утворюється полінітросполука жовтого кольору, яку розчиняють у ацетоні й додають спиртовий розчин калій гідроксиду – з'являється фіолетове забарвлення:


[image: image21.wmf]H

2

C

C

H

N

-

C

H

3

H

C

H

2

C

C

H

2

O

-

C

-

C

H

O

C

H

2

O

H

C

6

H

5

H

2

S

O

4

2

2

H

2

O

,

t

O



[image: image22.wmf]H

2

C

C

H

N

-

C

H

3

H

C

H

2

C

C

H

2

O

H

H

2

S

O

4

H

O

O

C

H

-

C

H

-

C

H

2

O

H

2

+

2

            (4.20)


[image: image23.wmf]H

O

O

C

H

-

C

H

-

C

H

2

O

H

H

O

O

C

H

-

C

H

-

C

H

2

O

H

N

O

2

O

2

N

-

O

-

N

+

=

O

H

O

O

C

H

-

C

H

-

C

H

2

O

H

N

O

2

O

2

N

-

O

-

N

+

-

O

K

ê

.

 

H

N

O

3

t

0

K

O

H

,

 

C

H

3

O

H

 (4.21)

4. Субстанція дає реакції на сульфати. 

5. Субстанція дає загальну реакцію на алкалоїди – реакція із розчином калій йодвісмутату в кислому середовищі; утворюється оранжево-червоний осад.

6. Нефармакопейні реакції: а) визначення температури топлення основи атропіну (115-117°С) після осадження розчином амоніаку;

б) утворення бензальдегіду (запах гіркого мигдалю) при нагріванні атропіну з сульфатною концентрованою кислотою в присутності кристалика калій дихромату:


[image: image24.wmf]H

O

O

C

H

-

C

H

-

C

H

2

O

H

C

O

H

K

2

C

r

2

O

7

H

2

S

O

4

                                    (4.22)

Кількісне визначення:

1. Ацидиметрія в неводному середовищі, пряме титрування з потенціометричним фіксуванням кінцевої точки титрування, s=1:

2. Алкаліметрія в спирто-хлороформному середовищі, s = 1/2.

3. Фотоколориметрія за реакцією з пікриновою кислотою [7].

Застосування. Дія на організм. Пригнічує реакцію багатьох органів і тканин на імпульси, що надходять парасимпатичними нервовими волокнами, а також їхню чутливість до введеного ззовні ацетилхоліну.

Атропін зменшує секрецію залоз, викликає розслаблення гладеньких м'язів шлунка й кишок, бронхів, жовчних шляхів, колового м'яза радужки, прискорює серцебиття, підвищує збудливість дихального центра.

Застосовується при виразковій та жовчнокам'яній хворобі, коліках, бронхіальній астмі; в очній практиці – для розширення зіниць і тимчасового позбавлення ока здатності до акомодації [6].

2. Ізолювання алкалоїдів підкисленим спиртом
Перший метод ізолювання алкалоїдів з біологічного матеріалу підкисленим спиртом було запропоновано у 1851 р. Згідно з цим методом, біологічний матеріал кілька разів настоюють з етиловим спиртом, підкисленим оксалатною кислотою.

Цей метод протягом багатьох десятиліть модифікувався. Ці модифікації стосуються вибору кислот і лугів, які застосовують при виділенні алкалоїдів з біологічного матеріалу, способів очистки витяжок від домішок і т. д. Для підкислення етилового спирту замість оксалатної кислоти запропоновані винна, сульфатна, хлоридна і оцтова кислоти. Для підлужнювання алкалоїдних витяжок, з яких екстрагують алкалоїди, запропоновані натрій гідроксид і барій гідроксид. Замість діетилового етеру для екстракції алкалоїдів з підлужених витяжок запропоновані хлороформ, бензен, аміловий спирт та інші органічні розчинники, які не змішуються з водою [8].

У 1865 р. був запропонований метод виділення алкалоїдів з біологічного матеріалу, оснований на ізолюванні цих речовин водою, підкисленою сульфатною кислотою. Користуючись цим методом, при нагріванні біологічного матеріалу з розчином сульфатної кислоти у витяжки переходить значна кількість домішок, які є продуктами гідролізу білкових речовин. За цих умов окремі алкалоїди, які є складними етерами (атропін, скополамін, кокаїн та ін.), можуть гідролізуватися.

Всі описані методи виділення алкалоїдів з біологічного матеріалу мають ряд недоліків. Згідно з цими методами, ізолювання алкалоїдів і синтетичних азотовмісних отруйних речовин основного характеру здійснюється без урахування впливу рН рідин, що використовуються для ізолювання отрут (підкисленого етилового спирту або підкисленої води), на ступінь виділення досліджуваних речовин з біологічного матеріалу. Не враховується вплив рН середовища на екстракцію домішок з алкалоїдних витяжок і на екстракцію алкалоїдів та їхніх синтетичних аналогів з попередньо очищених витяжок. Вибір органічних розчинників для екстракції домішок, які переходять з біологічного матеріалу у витяжки, а також для екстракції алкалоїдів та інших речовин з витяжок проводили емпірично [3].

3. Вплив рН середовища на ізолювання алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ з біологічного матеріалу

При використанні запропонованих раніше методів для виділення алкалоїдів з біологічного матеріалу в процесі аналізу завжди мають місце певні втрати цих речовин. Крім того, результати виділення алкалоїдів цими методами є нерепродуктивними. Причини втрат алкалоїдів при виділенні їх з біологічного матеріалу за допомогою раніше запропонованих  методів тривалий  час не були  вивчені [7].

Ще в кінці минулого століття було висловлене припущення про можливість зв'язування в організмі алкалоїдів з білками. Однак це припущення не мало експериментального підтвердження [10].

Незважаючи на успіхи, досягнуті при вивченні впливу рН середовища на зв'язування різноманітних отрут з білками та іншими речовинами, умови розкладання сполук білків з алкалоїдами та іншими отрутами тривалий час були не вивчені.

Пізніше було встановленно, що сполуки білкових речовин з більшістю алкалоїдів, їхніх синтетичних аналогів та інших нітрогенвмісних сполук основного характеру розкладаються кислотами при рН = 2 – 3. Ці дані послужили основою для вибору рН рідин, за допомогою яких здійснюють ізолювання алкалоїдів та інших органічних основ з біологічного матеріалу. Відповідно до методів, які тепер застосовують у хіміко-токсикологічному аналізі для ізолювання алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ з біологічного матеріалу, рідини, що використовуються для цього, підкислюють до рН = 2,5 – 3,0. При цих значеннях рН відбувається руйнування зв'язків між білками і алкалоїдами, а також іншими нітрогенвмісними основами, які у вигляді солей переходять у витяжки з біологічного матеріалу [2].

4. Вплив складу рідин, що застосовуються для ізолювання алкалоїдів, на виділення цих речовин з біологічного матеріалу

Методи аналізу, які застосовують у хіміко-токсикологічному аналізі для виділення алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ з біологічного матеріалу, базуються на ізолюванні цих речовин підкисленою водою або підкисленим етиловим спиртом. Ступінь ізолювання цих речовин, кількість і природа домішок, які переходять з біологічного матеріалу у витяжки, залежать від складу рідин, що використовуються для  ізолювання [10].

До рідин, які використовуються для ізолювання отруйних речовин з біологічного матеріалу, ставиться ряд вимог:

· ці рідини повинні добре проникати в клітини і тканини біологічного матеріалу;

· руйнувати зв'язки між отрутами і білковими речовинами в тканинах; 

· добре розчиняти солі отруйних речовин, які утворюються в біологічному матеріалі під впливом кислот, що входять до складу рідин, використовуваних для ізолювання; 

· розчиняти якнайменші кількості домішок, які переходять з біологічного матеріалу у витяжки.

Здатність рідин, що використовуються для ізолювання отруйних речовин, проникати в тканини біологічного матеріалу, які підлягають дослідженню на наявність отрут, залежить від складу клітин і тканин досліджуваного біологічного матеріалу. Відомо, що у рідині, яка знаходиться всередині клітини, міститься близько 50%, а навколо клітини – близько 20% води. У м'язах знаходиться 75 – 78%, а в печінці – 70–75% води. У зв'язку з наявністю великої кількості води в клітинах і тканинах біологічного матеріалу, у клітини можуть проникати вода і органічні розчинники, які змішуються з водою. Проникненню в біологічний матеріал органічних розчинників, що не змішуються з водою, перешкоджає вода, яка знаходиться в біологічному матеріалі. Тому органічні розчинники, які не змішуються з водою, не придатні або малопридатні для ізолювання токсичних речовин з біологічних матеріалів. Вони можуть застосовуватися для ізолювання фізіологічно активних речовин з висушеного рослинного матеріалу та інших об'єктів, які містять незначні кількості води [7].

На ступінь ізолювання з біологічного матеріалу алкалоїдів та інших нітрогенвмісних сполук основного характеру має вплив природа кислоти, яка застосовується для підкислення води і етилового спирту. Залежно від природи кислоти, що міститься в рідині, використовуваній для ізолювання, отруйні речовини, які знаходяться в біологічному матеріалі, перетворюються в ньому на солі цієї кислоти. Чим краще розчиняються солі отруйних речовин у рідині, яка використовується для ізолювання, тим легше виділяються ці отрути з біологічного матеріалу.

У деяких літературних джерелах вказується на непридатність мінеральних кислот для підкислення води і етилового спирту, які застосовуються для ізолювання алкалоїдів з біологічного матеріалу. Це мотивується тим, що мінеральні кислоти можуть розкладати алкалоїди, які є складними етерами, а також гідролізувати білкові речовини, що містяться в біологічному матеріалі, забруднюючи алкалоїдні витяжки продуктами гідролізу білків (пептидами, амінокислотами  тощо) [4].

Відомо, що при виділенні алкалоїдів та інших токсичних речовин з біологічного матеріалу його настоюють з підкисленою водою (при рН = 2 - 3) протягом 2–3 год. Експериментальні дані свідчать, що за такий час гідроліз біологічного матеріалу і алкалоїдів, які є складними етерами, не відбувається. Навіть для часткового гідролізу білків потрібні відносно жорсткі умови (вища концентрація кислоти і тривале нагрівання). Тому розчини розбавлених мінеральних кислот, які мають рН = 2 – 3, як і розчини органічних кислот з таким самим рН, можуть застосовуватися для ізолювання алкалоїдів (у тому числі і складних етерів) з біологічного матеріалу. Виникають певні труднощі при виборі рідин для ізолювання метаболітів з біологічного матеріалу. Більшість отруйних речовин в організмі зазнає біотрансформації. В результаті цього отруйні речовини, які потрапили в організм, частково або повністю перетворюються на їхні метаболіти. Тому для встановлення причин отруєнь у багатьох випадках потрібно проводити виявлення і кількісне визначення не тільки отруйних речовин, а й їхніх метаболітів [2].

Розчинність більшості отруйних речовин у підкисленій воді або в підкисленому етиловому спирті відрізняється від розчинності їхніх метаболітів у цих рідинах. Тому іноді важко підібрати рідину для ізолювання, яка забезпечувала б одночасне ізолювання отруйних речовин та їхніх метаболітів з однієї наважки біологічного матеріалу. В цих випадках ряд авторів рекомендують здійснювати ізолювання отруйних речовин та їхніх метаболітів з двох наважок біологічного матеріалу. З однієї наважки ізолюють отруйну речовину, з другої – метаболіти [10].

5. Вплив підкисленої води і підкисленого спирту на ізолювання домішок, які переходять у витяжки з біологічного матеріалу

Під час ізолювання отруйних речовин підкисленою водою або підкисленим етиловим спиртом у витяжки з біологічного матеріалу разом з отруйними речовинами переходять домішки білків, продуктів  їх гідролізу (пептидів, амінокислот), ліпідів та інших сполук.

Склад і кількісний вміст домішок, що переходять у витяжки, залежать від виду і ступеня гнильного розкладання біологічного матеріалу, природи рідини, яку використовують для ізолювання, рН середовища  та деяких   інших  факторів [1].

З біологічного матеріалу в підкислену воду разом з отруйними речовинами переходять домішки білкових речовин (переважно альбумінів), деяких амінокислот та інших сполук. Відомо, що в дистильованій воді білкові речовини розчиняються в незначній кількості. При добавлянні до води кислот або лугів розчинність білкових речовин підвищується. Отже, підкислення води, яка застосовується для ізолювання отруйних речовин, сприяє збільшенню кількості білкових речовин у витяжках з біологічного матеріалу. Гідратація молекул білкових речовин також підвищує їх розчинність у воді [6].

В результаті гідратації молекул деяких білкових речовин вони містять «зв'язану» воду, яка іноді становить 30–50% їхньої маси. Гідратовані молекули білкових речовин краще переходять у водні розчини, ніж негідратовані. У підкислену воду переходять і окремі амінокислоти, які є продуктами гідролізу білкових речовин. Деякі з цих амінокислот розчиняються в підкисленій воді. Із збільшенням довжини карбонового ланцюга в молекулах амінокислот їхня розчинність у воді зменшується, а розчинність в етиловому спирті збільшується. Ось чому в кислі водні витяжки з біологічного матеріалу переходять переважно амінокислоти, що  мають   відносно   короткий   ланцюг   атомів  карбону.
Оскільки ліпіди не розчиняються у воді, у кислі водні витяжки з біологічного матеріалу вони практично не переходять. У підкислений етиловий спирт з біологічного матеріалу переходять переважно ліпіди, частина білкових речовин, деякі амінокислоти та інші домішки.
До ліпідів належить група речовин, які містяться в клітинах організму і розчиняються в органічних розчинниках (етиловому спирті, діетиловому етері, хлороформі тощо). Це жири, жирні кислоти, воски, аліфатичні спирти, фосфогліцериди, ліпопротеїди, холестерин та інші речовини.

За невеликим винятком білкові речовини не розчиняються в етиловому спирті. Під впливом етилового спирту та інших органічних розчинників, які змішуються з водою (метиловий спирт, ацетон тощо), відбувається денатурація білків. При добавлянні етилового спирту до біологічного матеріалу знижується ступінь гідратації білкових речовин, зменшується їх розчинність [10].

Розчинність білкових речовин та їх осадження значною мірою залежать від діелектричної проникності розчинників. Діелектрична проникність етилового спирту (D = 24) нижча, ніж води (D = 80). При зниженні діелектричної проникності розчинників сили притягання між молекулами розчинених речовин збільшуються. Внаслідок цього під впливом етилового спирту відбувається агрегація молекул білкових речовин, знижується їхня розчинність і білки випадають в осад.

Крім природи розчинників, їх діелектричної проникності і рН середовища на розчинність білкових речовин впливає іонна сила розчинів, яка залежить від концентрації електролітів у цих розчинах. Вплив електролітів на розчинність білкових речовин розглянуто нижче [4].

При ізолюванні отруйних речовин підкисленим спиртом може відбуватися денатурація білкових речовин на поверхні шматочків біологічного матеріалу. В результаті цього створюються перешкоди для проникнення етилового спирту в біологічний матеріал і повного ізолювання в нього досліджуваних речовин.

Дотепер залишається не вивченим питання про забруднення витяжок, добутих настоюванням гнильного біологічного матеріалу з підкисленою водою та підкисленим етиловим спиртом. Це пояснюється тим, що в гнильному біологічному матеріалі міститься значна кількість продуктів гниття, які належать до різних класів хімічних сполук. Кількість і склад цих сполук залежать від термінів та умов гниття біологічного матеріалу. При ізолюванні токсичних речовин з гнильного біологічного матеріалу продукти гниття залежно від їх розчинності можуть переходити як у підкислену воду, так і в підкислений етиловий спирт [9].

Багато продуктів гнильного розкладання біологічного матеріалу дають такі самі реакції, як і деякі отруйні речовини. Тому при дослідженні гнильного біологічного матеріалу на наявність отруйних речовин потрібна ретельна очистка водних і спиртових витяжок від домішок, які є продуктами гниття об'єктів біологічного походження [4].

6. Очистка витяжок з біологічного матеріалу від домішок
Витяжки, добуті настоюванням біологічного матеріалу з підкисленою водою або підкисленим етиловим спиртом, завжди містять певну кількість домішок білкових речовин, амінокислот, ліпідів та інших сполук, які заважають виявленню і кількісному визначенню отруйних речовин, що знаходяться в цих витяжках. У зв'язку з цим витяжки з біологічного   матеріалу потрібно очищати  від домішок.

Відомо кілька способів очистки витяжок. З цією метою застосовують фільтрування, центрифугування, осадження, екстракцію та ряд фізико-хімічних методів [7].

Фільтрування і центрифугування. Для очистки витяжок від механічних забруднень (дрібних часточок біологічного матеріалу) застосовують фільтрування. Проте крізь пори фільтрів можуть проходити дрібні часточки твердих речовин, розмір яких менший від діаметра пop фільтрів. Крім того, матеріал фільтрів може адсорбувати певні кількості отруйних речовин, які виділяють з біологічного матеріалу. Враховуючи зазначені недоліки фільтрування, як метод очистки витяжок від домішок застосовують центрифугування.

Осадження домішок. Деякі домішки, які переходять з біологічного матеріалу у витяжки, проходять крізь пори фільтрів і не відділяються від рідини при центрифугуванні, можна осаджувати відповідними реактивами. Ряд реактивів застосовують не тільки для очистки витяжок з біологічного матеріалу, а й для осадження білкових та інших речовин з крові. До таких реактивів належать трихлороцтова, вольфрамова, метафосфорна кислоти; деякі гетерополікислоти (фосфорно-вольфрамова, фосфорно-молібденова) та інші речовини. Причому фосфорно-вольфрамова і фосфорно-молібденова кислоти осаджують білки і пептиди, три хлороцтова кислота осаджує білки, але не осаджує пептиди.

Ряд білкових речовин осаджується під впливом температури. При підвищенні температури приблизно до 40°С розчинність більшості білків зростає (з цього правила є винятки). При подальшому підвищенні температури відбувається денатурація білкових речовин, знижується їхня розчинність, в результаті чого вони випадають в осад. 

Як зазначалося вище, при добавлянні етилового і метилового спиртів, ацетону та інших органічних розчинників, які змішуються з водою, розчинність білкових речовин знижується. В результаті цього вони можуть випадати в осад.

Висолювання є одним з ефективних методів звільнення витяжок з біологічного матеріалу від білкових речовин та інших домішок. Ефективність висолювання залежить від концентрації і природи електролітів, які добавляють до розчинів або витяжок з біологічного матеріалу.

При низьких концентраціях нейтральні електроліти підвищують розчинність багатьох білкових речовин. Цей ефект не залежить від природи солі, яку застосовують, але залежить від її концентрації і заряду іонів, що входять до складу солі. Солі, які містять двовалентні іони, зменшують розчинність білків краще, ніж солі, що складаються з одновалентних іонів. Підвищення розчинності білкових речовин під впливом низьких концентрацій електролітів пояснюється зміною ступеня дисоціації іонізованих (карбоксильних, фенольних, сульфгідрильних) груп білків.

З підвищенням концентрації солей, які добавляють до витяжок, розчинність білків зменшується, а при подальшому добавлянні цих солей білкові речовини можуть випадати в осад [2].

За даними літератури, висолювання є одним з ефективних методів осадження домішок з витяжок, одержаних настоюванням гнильного біологічного матеріалу з підкисленою водою.

Висолювання використовують не тільки для збільшення або зменшення розчинності білкових речовин. У хіміко-токсикологічному аналізі висолювання може застосовуватися і для підвищення ступеня екстракції багатьох отруйних речовин з водних розчинів.

Осадження білкових речовин з витяжок можна здійснювати шляхом зміни рН середовища. При значенні рН, що відповідає ізоелектричній точці білка, він не несе сумарного заряду. Тому при зазначеному рН між сусідніми молекулами білка немає електростатичного відштовхування. Внаслідок цього відбувається злипання молекул білка і випадання його в осад. При значеннях рН, вищих або нижчих за ізоелектричну точку білка, його молекули мають сумарний заряд одного знака і тому білок в осад не випадає [3].

Усі перелічені методи осадження домішок деякою мірою дають змогу звільнити витяжки з біологічного матеріалу від   білкових та інших речовин. За допомогою методу, який ґрунтується на осадженні домішок відповідними реактивами (фосфорно-вольфрамовою, фосфорно-молібденовою кислотами тощо), можна очистити витяжки не тільки від білкових речовин, а й від деяких інших азотовмісних сполук. Проте деякі домішки неможливо осадити з витяжок за допомогою перелічених методів [5].

Слід зазначити, що методи очистки витяжок, які базуються на осадженні домішок, мають і деякі недоліки. Домішки в осадах можуть адсорбувати на своїй поверхні окремі речовини, які підлягають дослідженню. Адсорбція токсичних речовин може бути однією з причин втрат досліджуваних речовин у ході хіміко-токсикологічного аналізу [7].

Екстракція домішок з витяжок. У хіміко-токсикологічному аналізі для очистки витяжок з біологічного матеріалу метод екстракції застосовують частіше, ніж інші методи. За допомогою методу екстракції можна очистити витяжки від ліпідів, амінокислот, продуктів їх декарбоксилування і дезамінування тощо. Екстракція домішок з витяжок успішно відбувається тільки тоді, коли правильно вибрано органічний розчинник, який не змішується з водою, і встановлено відповідне значення рН середовища, в якого ізолюють домішки. При неправильно вибраному рН середовища разом з домішками може екстрагуватись і певна кількість досліджуваної речовини. Екстракцію домішок слід здійснювати при такому значенні рН середовища, при якому не екстрагуються досліджувані речовини, що знаходяться у  витяжках [5].

7. Застосування фізико-хімічних методів для очистки витяжок
Останнім часом у хіміко-токсикологічному аналізі для очистки витяжок з біологічного матеріалу від домішок впроваджуються деякі фізико-хімічні методи. Для цього застосовуються методи іонообмінної хроматографії, гель-хроматографії, молекулярної адсорбційної хроматографії на колонках та ін. Методи хроматографії на папері, у тонких шарах сорбентів, а також методи електрофорезу в багатьох випадках використовуються для виявлення токсичних речовин, які знаходяться у витяжках з біологічного матеріалу. У деяких випадках ці методи придатні для виявлення досліджуваних речовин у витяжках без попередньої очистки їх від домішок [7].

8. Екстракція алкалоїдів та інших токсичних речовин з витяжок

У сучасному хіміко-токсикологічному аналізі екстракція – один з основних методів виділення алкалоїдів та інших токсичних речовин з витяжок, біологічних рідин (сечі, крові), промивних вод шлунка та інших об'єктів.
Алкалоїди та інші токсичні речовини, ізольовані з біологічного матеріалу, тривалий час поділяли на дві групи: речовини, які екстрагуються органічними розчинниками, що не змішуються з водою, з кислих витяжок, і речовини, які екстрагуються тими самими розчинниками з підлужнених витяжок. Однак такий поділ отруйних речовин на дві групи умовний. Більшість отруйних речовин, які ізолюються з біологічного матеріалу підкисленою водою або підкисленим етиловим спиртом, певною мірою екстрагуються органічними розчинниками, що не змішуються з водою, як з кислого, так і з лужного середовища [7].

Дані про вплив рН середовища і природи органічних розчинників на екстракцію деяких алкалоїдів наведені в табл. 4.1. 
Таблиця 4.1
Залежність ступеня екстракції деяких алкалоїдів від рН середовища і природи органічних розчинників

	Алкалоїд
	Органічний розчинник
	Значення

рН на початку екстракції
	Інтервал рН,

який відповідає максимуму  екстракції
	Максимальна

кількість ек-страгованого

алкалоїду, %

	Анабазин
	Хлороформ
	1,9
	9,7–11,7
	94–95

	
	Дихлоретан
	1,9
	9,7–11,7
	61–71

	
	Діетиловий етер
	2,4
	9,2–11,7
	21–23

	
	Бензол
	3,5
	9,7–11,7
	60–70

	Галантамін
	Хлороформ
	3,0
	8,0–10,0
	97–99

	
	Дихлоретан
	4,0
	9,0–10,0
	91–94

	
	Діетиловий етер
	5,0
	10,0–11,0
	37–38

	
	Бензол
	5,0
	9,0–10,0
	84–88

	Кокаїн
	Хлороформ
	3,0
	7,0–8,5
	80–83

	
	Діетиловий етер
	4,0
	8,0–8,5
	57–62

	
	Бензол
	4,0
	7,0–8,5
	68–70

	Колхіцин
	Хлороформ
	1,5
	4,0–8,0
	90–96

	
	Дихлоретан
	1,5
	4,0–7,0
	91–93

	
	Бензол
	1,5
	4,0–8,0
	20–25

	Кофеїн
	Хлороформ
	1,8
	4,0–5,5
	96–98

	
	Дихлоретан
	1,8
	4,0–5,5
	82–86

	
	Діетиловий етер
	1,8
	4,0–5,5
	3–4

	Наркотин
	Хлороформ
	1,0
	4,0–7,0
	91–93

	
	Дихлоретан
	1,0
	5,0–7,0
	76–78

	
	Діетиловий етер
	2,4
	5,0–7,0
	83–85

	Платифілін
	Хлороформ
	4,0
	9,0–12,0
	91–94

	
	Дихлоретан
	5,0
	9,0–12,0
	90–93

	
	Діетиловий етер
	6,0
	9,0–12,0
	66–70

	Секуринін
	Хлороформ
	3,0
	7,0–9,0
	43–47

	
	Дихлоретан
	3,0
	7,0–9,0
	48–50

	
	Діетиловий етер
	4,0
	9,0–10,0
	45–46

	Скополамін
	Хлороформ
	5,0
	8,8–10,5
	88–90

	
	Діетиловий етер
	6,7
	9,8–10,5
	40–43

	
	Бензол
	4,9
	9,0–10,0
	76–78

	Теобромін
	Хлороформ
	2,1
	4,0–7,0
	32–37

	
	Дихлоретан
	2,1
	6,1–8,0
	12–22

	
	Діетиловий етер
	2,1
	4,0–7,0
	4–6


Ці дані підтверджують відоме правило, згідно з яким більшість алкалоїдів екстрагується органічними розчинниками з лужного середовища. Проте майже всі алкалоїди певною мірою екстрагуються і з кислих розчинів.

Для кожного алкалоїду існує ділянка значень рН, при яких він екстрагується органічними розчинниками, що не змішуються з водою, в максимальних кількостях. Цей інтервал значень рН називатимемо ділянкою максимуму  екстракції [5]. 
Відомі алкалоїди (колхіцин, кофеїн, наркотин, теобромін та ін.), ділянка максимуму екстракції яких знаходиться в кислому середовищі або на межі кислого і лужного середовища. Однак у певних кількостях ці  алкалоїди екстрагуються і з лужного середовища. 

Алкалоїди, область максимуму екстракції яких знаходиться в лужному середовищі, частково екстрагуються і з кислого середовища. Область максимуму екстракції деяких алкалоїдів залежить, також від природи органічних розчинників, які використовують для виділення цих речовин з водних розчинів і алкалоїдних витяжок з біологічного матеріалу [9].

Дослідниками встановлено, що наведені вище закономірності екстракції характерні не тільки для алкалоїдів, а й для  їхніх синтетичних аналогів, які є азотовмісними органічними речовинами основного  характеру.

Для забезпечення повноти виділення алкалоїдів та інших нітрогенвмісних органічних сполук основного характеру з розчинів необхідно екстрагувати їх при рН, що знаходиться в області максимуму екстракції, користуючись органічними розчинниками, які забезпечують виділення максимальних кількостей цих речовин.

Ступінь екстракції токсичних речовин, які не мають ні основних, ні кислотних властивостей, залежить в основному від природи органічних розчинників і не залежить (або мало залежить) від рН  середовища [6].

9. Виявлення отруйних речовин, що ізолюються підкисленою водою або підкисленим етиловим спиртом
До отруйних речовин, які ізолюються з біологічного матеріалу підкисленою  водою  або  підкисленим  етиловим  спиртом,  належать переважно алкалоїди, їхні синтетичні аналоги та деякі інші речовини. Для виявлення алкалоїдів застосовують реакції осадження, кольорові реакції, фізичні, фізико-хімічні методи аналізу.

Залежно від природи, фізичних і хімічних властивостей отрути її виділяють з біологічного матеріалу за допомогою відповідних методів, одержуючи великі об'єми витяжок, мінералізатів або дистилятів, в одному мілілітрі яких міститься кілька мікрограмів отруйної речовини. Тому для виявлення таких малих кількостей отрути малочутливі  класичні  макро-  і  напівмікрометоди  аналізу  непридатні [7].

Для виявлення отрут у хіміко-токсикологічному аналізі придатними є мікрометоди аналізу, до яких належать мікрокристалоскопічний метод, краплинний метод, деякі фізичні і фізико-хімічні методи (хроматографія, спектроскопія тощо). З цих методів велике значення має краплинний метод.

Краплинний метод аналізу. Згідно з цим методом, до краплі розчину досліджуваної речовини добавляють краплю реактиву, а потім спостерігають зміни, які відбулися в суміші цих рідин (поява забарвлення або виникнення осаду). Краплинні реакції виконують на фільтрувальному папері, предметному або годинниковому склі, фарфорових пластинках із заглибленнями, у мікропробірках або маленьких фарфорових тиглях тощо.

Отже, застосування в хіміко-токсикологічному аналізі краплинного методу дає змогу виявити малі кількості досліджуваних речовин. Крім того, цей метод може бути і способом концентрування розчинів досліджуваних речовин, що сприяє підвищенню чутливості відповідних реакцій.

Реакції осадження. Переведення алкалоїдів та їхніх синтетичних аналогів в осади є одним з методів виявлення цих речовин у хіміко-токсикологічному аналізі. З цією метою застосовують реактиви групового осадження алкалоїдів. До таких реактивів належать деякі комплексні сполуки, гетерополікислоти, танін, пікринова, пікролонова кислоти тощо.    

Майже всі реактиви групового осадження утворюють з алкалоїдами, їхніми синтетичними аналогами та іншими органічними речовинами основного характеру аморфні осади.

У реактивах групового осадження алкалоїдів, які є комплексними сполуками, аніонами є ацидокомплекси. Ці аніони в кислому середовищі утворюють з алкалоїдами йонні асоціати, які випадають в осад.

Утворення йонних асоціатів алкалоїдів з одним з реактивів групового осадження алкалоїдів (реактивом Драгендорфа) на прикладі коніїну можна зобразити таким рівнянням:
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Реактиви групового осадження алкалоїдів утворюють також осади з білковими речовинами і продуктами їх гідролізу. Отже, реакції токсичних речовин з реактивами групового осадження алкалоїдів є неспецифічними. Ці реакції можуть бути використані для попередніх проб на наявність алкалоїдів та інших нітрогенвмісних органічних речовин основного характеру, виділених з біологічного матеріалу. При позитивних результатах цих проб необхідно проводити подальше дослідження речовин, виділених з біологічного матеріалу, на наявність окремих алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ за допомогою відповідних реакцій і методів. Тому в хіміко-токсикологічному аналізі велике значення мають негативні результати реакцій з реактивами групового осадження алкалоїдів. При негативних результатах цих реакцій з плану хіміко-токсикологічного аналізу можна виключити дослідження алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ.

Тільки в окремих випадках алкалоїди та деякі нітрогенвмісні речовини основного характеру утворюють з реактивами групового осадження кристалічні осади характерної форми. Таке явище може бути використане для виявлення відповідних алкалоїдів та інших речовин за формою  кристалів їх осадів  з  груповими  реактивами [3].

Кольорові реакції. Для виявлення алкалоїдів використовують переважно кольорові реакції. Хімізм більшості цих реакцій не вивчений. Реактиви, які застосовуються для виявлення алкалоїдів за допомогою кольорових реакцій, належать до сполук різних хімічних класів. З цією метою застосовують концентровані сульфатну і нітратну кислоти, а також суміші концентрованої сульфатної кислоти з іншими сполуками. Значну групу реактивів, що застосовуються для виявлення алкалоїдів, складають органічні речовини. З концентрованою сульфатною кислотою утворюють забарвлений наркотин (жовто-зелене, яке через кілька діб переходить у червоне) та інші алкалоїди. З концентрованою нітратною кислотою дають забарвлення бруцин (криваво-червоне, яке переходить в оранжеве, а потім у жовте), морфін (криваво-червоне, яке переходить в оранжево-жовте) та деякі інші алкалоїди.

Для виявлення алкалоїдів та інших нітрогенвмісних основ застосовують реактив Менделіна (концентрована сульфатна кислота, що містить ванадієву кислоту), реактив Маркі (концентрована сульфатна кислота, що містить формальдегід), реактив Фреде (концентрована сульфатна кислота, що містить молібденову кислоту), реактив Ердмана (суміш концентрованої нітратної і сульфатної кислот) та ін. (табл. 4.2).

Крім перелічених реактивів, які утворюють забарвлення з алкалоїдами та іншими речовинами цієї групи отрут, у хіміко-токсикологічному аналізі для виявлення токсичних речовин застосовують багато органічних сполук [7].
Мікрокристалоскопічні реакції. Для виявлення деяких алкалоїдів та інших токсичних речовин у хіміко-токсикологічному аналізі застосовують мікрокристалоскопічні реакції. Ці реакції базуються на осадженні досліджуваних речовин за допомогою відповідних реактивів і визначенні форми утворених кристалів.

Таблиця 4.2

Кольорові реакції виявлення деяких алкалоїдів та інших сполук
	Досліджу-вана речовина
	Забарвлення, яке виникає при взаємодії з реактивом.

	
	Манделіна
	Маркі
	Фреде
	Ердмана

	Апоморфін
	Синьо-зелене
	Фіолетове, 

переходить у 

червоно-зелене
	Брудно-зелене, переходить у синє
	Червоне

	Бруцин
	Червоне, перехо-дить у жовте
	—
	Червоне, перехо-дить у жовте
	Червоне, перехо-дить у жовте

	Героїн
	Фіолетове
	Червоне, переходить у фіолетове
	Фіолетове, перехо-дить у брудно-зеле-не, а потім у рожеве
	—

	Діонін
	Зелене
	Синє, переходить у синьо-фіолетове
	Зелене, переходить у синє
	—

	Кодеїн
	Зелене, перехо-дить у синє
	Зелене з синюватим відтінком
	Зелене, переходить у синювате
	—

	Морфін
	Фіолетове
	Фіолетове
	Фіолетове
	Червоне, перехо-дить у жовте

	Наркотин
	Червоне, перехо- дить у  буре, а потім у фіолетове
	Фіолетове, перехо-дить у зелене, а потім у жовте
	Синьо-зелене, при нагріванні  перехо дить у вишнево-червоне
	Червоне, перехо-дить у фіолетово-червоне

	Папаверин
	Синьо-фіолетове
	Фіолетове
	Зелене
	Червоне

	Стрихнін
	Фіолетове, пере-ходить у синьо-фіолетове, а потім у червоне
	—
	—
	—

	Тебаїн
	—
	—
	Криваво-червоне переходить у жовте
	Криваво-червоне, переходить у жовте


При використанні мікрокристалоскопічних реакцій для ідентифікації токсичних речовин можуть виникати певні труднощі, зокрема, форма утворених кристалів залежить від багатьох факторів, до яких належать концентрації досліджуваної речовини і реактиву, співвідношення об'ємів розчинів досліджуваної речовини і реактиву, температура, рН середовища, наявність домішок, поліморфізм утворених кристалів тощо [8].

10. Кількісне визначення токсичних речовин, що  ізолюються підкисленою водою або підкисленим спиртом

Кількісне визначення токсичних речовин, виділених з біологічного матеріалу, є заключним етапом хіміко-токсикологічного аналізу. Кількісне визначення токсичних речовин проводять після їх ідентифікації. При ідентифікації можуть бути виявлені токсичні речовини, що були прийняті людиною перед смертю в терапевтичних дозах (з лікувальною метою) і не були причиною отруєння. Дозу отрути, яка потрапила в організм, можна оцінити тільки на основі результатів кількісного визначення.

Отруйні речовини зв'язуються в організмі з білками та іншими сполуками. Кількість виділених речовин, які переходять у витяжки з біологічного матеріалу, залежить від методу, що застосовується для виділення токсичних речовин з відповідних об'єктів. Вплив зазначених факторів на виділення токсичних речовин слід враховувати при оцінці результатів кількісного визначення отрут, виділених з біологічного матеріалу в ході хіміко-токсикологічного аналізу [4].

11. Метод виділення токсичних речовин, який базується на ізолюванні їх водою, підкисленою оксалатною кислотою
У сучасному хіміко-токсикологічному аналізі для ізолювання алкалоїдів та інших токсичних речовин з біологічного матеріалу використовують воду, підкислену оксалатною кислотою. 

Цей метод, базується на ізолюванні токсичних речовин водою, підкисленою оксалатною кислотою, має ряд переваг перед методом ізолювання речовин етиловим спиртом, підкисленим цією самою кислотою. При ізолюванні алкалоїдів та інших токсичних речовин підкисленою водою в кілька разів скорочується час аналізу. Для виділення токсичних речовин за допомогою цього методу немає потреби застосовувати етиловий спирт. Однак цей метод ізолювання токсичних речовин непридатний для виділення з біологічного матеріалу сполук, не розчинних у підкисленій воді [9].

12. Метод виділення токсичних речовин, який базується на ізолюванні їх водою, підкисленою сульфатною кислотою
Часткова втрата алкалоїдів у процесі хіміко-токсикологічного аналізу залежить від ступеня зв'язування цих речовин з біологічним матеріалом; неправильного вибору рН рідин, які застосовують для ізолювання алкалоїдів з біологічного матеріалу; вибору рН середовища і природи органічних розчинників, які застосовують для очистки одержаних витяжок і екстракції досліджуваних речовин з попередньо очищених витяжок; природи кислоти, якою підкислюють біологічний матеріал, з якого ізолюють алкалоїди; адсорбції досліджуваних речовин матеріалом фільтрів та деяких інших факторів [5]. 

Результати виявлення і кількісного визначення алкалоїдів, виділених з біологічного матеріалу, залежать від чистоти цих речовин (від способу очистки). При виділенні більшості алкалоїдів з біологічного матеріалу для очистки витяжок достатньо здійснити центрифугування (або фільтрування) і екстракцію домішок органічними розчинниками. Однак такий спосіб очистки витяжок з біологічного матеріалу не забезпечує достатньої чистоти виділених алкалоїдів. У біологічному матеріалі міститься велика кількість продуктів розкладання білків та інших речовин (пептиди, амінокислоти, продукти їх дезамінування і декарбоксилування та деякі інші сполуки), які в процесі хіміко-токсикологічного аналізу переходять з біологічного матеріалу у витяжки. Щоб звільнити витяжки від цих домішок, необхідно висолити їх за допомогою електролітів (амоній сульфату, натрій хлориду тощо) [10].

13. Виділення токсичних органічних речовин кислого характеру з біологічного матеріалу

Токсичні органічні речовини кислого характеру ізолюють з біологічного матеріалу так само, як і алкалоїди та інші органічні нітрогенвмісні токсичні речовини основного характеру. Однак метод хіміко-токсикологічного аналізу органічних токсичних речовин кислого характеру відрізняється від методу аналізу алкалоїдів та інших органічних сполук основного характеру способом очистки одержаних витяжок з біологічного матеріалу від домішок [2].

При дослідженні токсичних органічних речовин кислого характеру до кислих витяжок з біологічного матеріалу добавляють розчин лугу до рН = 8...9. З цієї рідини домішки екстрагують органічними розчинниками, а токсичні речовини кислого характеру залишаються у лужній водній фазі. До лужної водної фази добавляють розчин сульфатної кислоти до рН = 2...3. З одержаної кислої водної фази хлороформом екстрагують токсичні органічні речовини кислого характеру. Від водної фази відділяють органічний розчинник, який випарюють досуха. Сухий залишок розчиняють у 0,1 н розчині хлоридної кислоти. В одержаному розчині визначають токсичні речовини кислого характеру [4].
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