Лекція 3
Тема. Методи аналізу, які застосовують в токсикологічній хімії.
Мета. Ознайомити студентів з основними методами аналізу, які застосовують в токсикологічній хімії.
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3. Метод мікродифузії

4. Методики виявлення окремих летких сполук за допомогою методу мікродифузії

Зміст лекції

Хіміко-токсикологічне дослідження біологічного матеріалу на наявність токсичних речовин складається з кількох етапів: ізолювання досліджуваних речовин з об'єктів біологічного походження, очищення одержаних витяжок від домішок, виділення досліджуваних речовин з попередньо очищених витяжок, ідентифікація та кількісне визначення виділених речовин. На окремих етапах хіміко-токсикологічного аналізу застосовують відповідні хімічні, фізичні та фізико-хімічні методи.
Для ізолювання токсичних речовин з біологічного матеріалу застосовують переважно методи екстракції, вилуговування, руйнування біологічного матеріалу, перегонки з водяною парою тощо [2].
Очищення витяжок з біологічного матеріалу здійснюють за допомогою методів екстракції, діалізу, хроматографії в тонких шарах сорбентів, адсорбційної молекулярної хроматографії на колонках, гель-хроматографії тощо.
Значно більша кількість методів застосовується для ідентифікації та кількісного визначення токсичних речовин, виділених з біологічного матеріалу. Для ідентифікації цих речовин застосовують якісні реакції, методи хроматографії в тонких шарах сорбентів, газорідинної хроматографії, спектроскопії в УФ- та ІЧ-ділянках, електрофорезу, мікрокристалоскопії, мікродифузії та ін.
Окрему групу методів, які застосовують для виявлення токсичних речовин, становлять фармакологічні та біохімічні методи. Виявлення отруйних речовин за допомогою цих методів проводять спеціалісти відповідних галузей науки (фармакологи, біохіміки).
Для кількісного визначення отруйних речовин, виділених з біологічного матеріалу, застосовують чутливі спектрофотометричний, газохроматографічний та інші методи [2].
1. Метод екстракції

У сучасному хіміко-токсикологічному аналізі метод екстракції широко використовується для ізолювання токсичних речовин з об'єктів біологічного походження, очищення витяжок з біологічного матеріалу від домішок, виділення токсичних речовин з попередньо очищених витяжок. Цей метод застосовується для виявлення токсичних речовин за допомогою окремих якісних реакцій, кількісного визначення цих речовин екстракційно-фотометричними методами, концентрування досліджуваних речовин, що знаходяться в дуже розбавлених розчинах, та з іншою метою.
Екстракція – процес виділення розчинниками відповідних речовин з різноманітних об'єктів. Об'єкти, з яких виділяють досліджувані сполуки, можуть бути твердими речовинами або рідинами. Тому процеси виділення поділяють на екстракцію в системі тверде тіло – рідина і на екстракцію в системі рідина – рідина (рідинну екстракцію) [3].
Для екстракції речовин в системі тверде тіло – рідина як екстрагенти застосовують органічні розчинники. Виділення відповідних речовин з твердих тіл водою називається вилуговуванням.
У хіміко-токсикологічному аналізі метод екстракції в системі тверде тіло – рідина і метод вилуговування застосовують для ізолювання досліджуваних речовин (цільових компонентів) з біологічних матеріалів, рослин, ґрунту та інших об'єктів.
Процес екстракції (вилуговування) цільових компонентів з біологічного матеріалу є багатостадійним. Основні стадії його такі: проникнення екстрагенту в клітини і тканини трупного матеріалу, в яких знаходиться досліджувана речовина, розчинення цільового компонента в екстрагенті або взаємодія його з екстрагентом у клітинах і тканинах біологічного матеріалу, перенесення розчиненого цільового компонента крізь оболонки клітин у міжклітинний простір та змішування виділених з клітин речовин з основною масою екстрагенту.
Ступінь ізолювання досліджуваних речовин з біологічного матеріалу залежить від розчинності цих речовин в екстрагенті, структури (пористості) біологічного матеріалу, здатності екстрагентів проникати в клітини і тканини біологічного матеріалу, ступеня його подрібнення, інтенсивності перемішування суміші подрібненого біологічного матеріалу і екстрагенту, кратності настоювання біологічного матеріалу з екстрагентом, температури, рН середовища та інших факторів [3]. 
Рідинна екстракція – процес розподілу розчиненої речовини між двома рідкими фазами, які не змішуються між собою. Однією з цих фаз у переважній більшості випадків є вода, другою – органічний розчинник, що не змішується з водою.
Перехід речовини з фази органічного розчинника у водну фазу називається реекстракцією.
Про позитивні сторони методу екстракції свідчить широке застосування його не тільки в токсикологічній хімії, а й у хімічній технології, фармації, біохімії тощо. При використанні методу екстракції немає хімічного перетворення речовин, які розділяються, і утворення побічних продуктів. Речовини, виділені за допомогою методу екстракції, як правило, не містять домішок, пов'язаних з процесами адсорбції і оклюзії. Цей метод виправдовує себе при розділенні термолабільних речовин. Використання методу екстракції для концентрування дає змогу переводити речовини з дуже розбавлених водних розчинів у невеликий об'єм органічного розчинника [3].
Перехід речовини, яка екстрагується, з одного розчинника в другий відбувається внаслідок різниці концентрацій та неоднакової розчинності цієї речовини в обох розчинниках. Цей процес відбувається доти, доки не настане рівновага концентрації речовини, яка екстрагується, в одному і другому розчинниках.
Досліди показали, що здатність до екстракції хімічних сполук залежить від розчинності їх у воді та органічних розчинниках, які використовують для екстракції. Підтвердженням цього є те, що коефіцієнт розподілу деяких речовин приблизно дорівнює співвідношенню їх розчинностей в органічному розчиннику і воді.
Органічні розчинники, які застосовують для екстракції органічних сполук, виявилися непридатними для екстракції значної кількості неорганічних сполук. Тому здійснено спроби знайти придатні екстрагенти для виділення неорганічних сполук з водних розчинів. Проведені досліди показали, що для екстракції неорганічних сполук як екстрагенти з успіхом можуть бути застосовані деякі карбонові та сульфонові кислоти, окремі фосфорорганічні сполуки, високомолекулярні аміни, солі четвертинних амонійних основ тощо. Ці речовини в ході екстракції взаємодіють з неорганічними речовинами та їхніми йонами. Крім перелічених сполук як екстрагенти для йонів металів запропоновані так звані хелатоутворюючі агенти (речовини, розчини яких з йонами металів утворюють хелати). До таких агентів належать купферон, 8-оксихінолін, дитизон, дитіокарбамати та ін. [3].

У зв'язку з використанням зазначених речовин для екстракції неорганічних сполук та їх йонів змінилась уява про екстрагенти. Тепер під екстрагентом розуміють органічний розчинник (що містить або не містить додатковий компонент), який виділяє речовину з водної фази. Складова частина екстрагенту, що хімічно взаємодіє з речовиною, яку виділяють, називається реагентом.
Залежно від складу і властивостей екстрагентів екстракційні системи поділяють на дві групи. До першої групи належать екстракційні системи з так званим «фізичним» розподілом компонентів. У цих системах немає хімічної взаємодії між екстрагентом (органічним розчинником) та речовинами, що екстрагуються. Різна розчинність деяких речовин, а отже, і неоднакова здатність до екстракції їх пояснюється фізичними властивостями цих речовин та екстрагентів (дипольний момент, діелектрична проникність тощо).
Властивості деяких органічних розчинників, що застосовуються як екстрагенти, наведені в табл. 3.1.
Таблиця 3.1

Властивості деяких органічних розчинників, що

застосовуються для екстракції (за І. М. Коренманом) [3]

	Розчинник
	Густи-на,

г/см3
	Температу-ра кипіння, °С
	Діелект-рична проник-ність
	Диполь-ний момент
	Розчинність за 20°С

	
	
	
	
	
	у воді, % (мас.)
	води в екстра-генті, г/100 мл

	н-Амілацетат
	0,875
	149,2
	4,75
	1,91
	0,79
	0,18

	н-Аміловий спирт
	0,814
	138,5
	13,9
	1,8
	9,0
	2,7

	Бензен
	0,874
	80,1
	2,28
	0,0
	0,054
	0,082

	н-Бутиловий спирт
	0,813
	117,7
	17,1
	1,68
	20,5
	7,9

	н-Гексан
	0,659
	68,7
	1,89
	0,0
	0,072
	0,014

	н-Гептан
	0,684
	98,5
	1,92
	0,0
	0,015
	0,005

	1,2-Дихлоретан
	1,257
	83,5
	10,36
	2,06
	0,15
	0,87

	Діетиловий етер
	0,719
	34,5
	4,34
	1,15
	1,47
	6,5

	Етилацетат
	0,901
	77,2
	6,02
	1,81
	3,3
	8,6

	Ізоаміловий спирт
	0,813
	132
	14,7
	1,82
	1,79
	2,67

	Ізобутиловий спирт
	0,817
	107,9
	17,7
	1,79
	16,9
	9,5

	Сірковуглець
	1,262
	46,3
	2,64
	0,0
	0,005
	0,22

	Хлороформ
	1,489
	61,2
	4,80
	1,15
	0,072
	0,8

	Тетрахлорметан
	1,595
	76,7
	2,24
	0,0
	0,01
	0,08


До другої групи належать екстракційні системи, в яких відбувається екстракція не індивідуальних речовин, а продуктів взаємодії цих речовин з реагентами, які входять до складу екстрагентів. Ефективність екстракції таких речовин залежатиме від стійкості сполук або комплексів, що утворяться при цьому. Такі екстракційні системи використовуються в основному для екстракції неорганічних сполук.
Екстракція за допомогою екстрагентів, які взаємодіють з досліджуваними речовинами, є складнішим процесом, ніж екстракція, що базується на фізичному розподілі. При використанні екстрагентів, які взаємодіють з речовинами, що підлягають екстракції, можуть утворюватись побічні продукти. У таких випадках може екстрагуватись не одна речовина, а суміш речовини і побічних продуктів [3].
Кількісні характеристики процесів екстракції. Незважаючи на те, що екстракція, як метод розділення хімічних сполук, широко використовувався в аналітичній хімії й хімічній технології, теоретичні основи цього методу тривалий час були не вивченими. При виборі екстрагентів раніше користувались емпіричним правилом, згідно з яким «подібне розчиняє подібне». Довго залишались невивченими основні кількісні характеристики процесів екстракції (константа розподілу, коефіцієнт розподілу, ступінь екстракції), що не давало змоги успішно застосовувати ці методи на практиці.

Першу спробу дати теоретичну основу процесів екстракції зробили М. Бертло і Ю. Юнгфляйш. На основі експериментальних даних у 1872 р. вони дійшли висновку, згідно з яким відношення рівноважних концентрацій речовини, яка розподіляється між двома рідкими фазами, що не змішуються між собою, є сталою величиною. Цей висновок М. Бертло і Ю. Юнгфляйша пізніше був підтверджений В. Нернстом, який у 1891 р. сформулював закон розподілу [2].
Згідно з законом розподілу, речовина, яка знаходиться у двох рідких фазах, що не змішуються між собою, розподіляється між цими фазами в сталому співвідношенні. На основі цього закону можна зробити висновок, що при екстракції речовини органічними розчинниками з водної фази, в якій знаходяться і домішки, в органічний розчинник переходитиме не одна речовина, а всі компоненти суміші. При цьому кожний компонент суміші екстрагуватиметься так, ніби у водній фазі немає інших речовин. Закон розподілу справджуватиметься лише в тому випадку, коли речовина, яку екстрагують, в обох рідких фазах перебуватиме в одній і тій самій формі (у формі молекул, йонів, комплексів).
Однією з важливих кількісних характеристик процесів екстракції речовини з водної фази у фазу органічного розчинника є константа розподілу [2]. 

Константа розподілу – це стала величина, яка виражає відношення концентрації речовини, що перейшла в органічну фазу, до концентрації речовини, яка залишилась у водній фазі, за умови, що в обох фазах речовина перебуває в одній і тій самій формі. Константу розподілу обчислюють за формулою
Ро = [A]о /[А]в,                                              (3.1)
де Ро – константа розподілу; 

    [А]о – концентрація речовини у фазі органічного розчинника, моль/л; 

    [A]в–концентрація речовини у водній фазі, моль/л.
Константа розподілу залежить від природи речовини, природи розчинника і температури, але не залежить від концентрації речовини.
Незважаючи на велике значення константи розподілу, яку використовують для розрахунків процесів екстракції, визначити її експериментально практично неможливо, оскільки важко відповісти, в якій формі знаходилась речовина в кожній фазі. Тому константу розподілу доводиться обчислювати за іншими кількісними характеристиками екстракційних процесів.
Отже, важливою умовою для розрахунку константи розподілу є впевненість у тому, що екстрагована речовина у водній фазі і фазі органічного розчинника знаходиться в однаковій формі. Багато дослідників показали, що під час екстракції речовин в одній з фаз можуть відбуватися процеси асоціації, дисоціації, сольватації, гідролізу, комплексоутворення тощо. У другій фазі ці процеси можуть не відбуватися [2].
Коефіцієнт розподілу. Для практичних цілей часто користуються не константою, а коефіцієнтом розподілу. При розрахунках коефіцієнта розподілу форму сполуки, яку екстрагують органічним розчинником, не враховують. До уваги беруть загальну (сумарну) концентрацію речовини в кожній фазі. Концентрацію речовини в кожній фазі визначають за допомогою аналітичних методів. Тому таку концентрацію називають сумарною аналітичною. На основі результатів кількісного визначення речовини, яка під час екстракції перейшла у фазу органічного розчинника, і результатів кількісного визначення тієї самої речовини, яка залишилась у водній фазі після екстракції, обчислюють коефіцієнт розподілу. Отже, коефіцієнт розподілу – це відношення сумарної аналітичної концентрації речовини у фазі органічного розчинника до сумарної аналітичної концентрації тієї самої речовини, що залишилась у водній фазі після екстракції. Цей коефіцієнт обчислюють за формулою:
D = Со/Св,                                                      (3.2)
де D – коефіцієнт розподілу; 

     Со – сумарна аналітична концентрація речовини у фазі органічного розчинника; 

     Св – сумарна аналітична концентрація тієї самої речовини, що залишилась у водній фазі після екстракції [2].
Ступінь екстракції (або процент екстракції) – це відношення кількості екстрагованої речовини до загальної (початкової) кількості речовини у водному розчині:
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де R – ступінь екстракції речовини, %; 

     А – кількість речовини, яка екстрагувалася органічним розчинником; 

     N – загальна (початкова) кількість речовини у водному розчині.
Кількість речовини А, яка екстрагується органічним розчинником, можна визначити експериментально, застосувавши відповідний метод кількісного визначення. Знаючи початкову кількість речовини і кількість цієї речовини, яка перейшла в органічний розчинник, обчислюють ступінь екстракції [3].
Ступінь екстракції речовини можна визначити не лише експериментально, а й шляхом відповідних розрахунків, знаючи константу розподілу речовини, а також співвідношення об'ємів водної фази та фази органічного розчинника. Ступінь екстракції пов'язаний з цими величинами таким співвідношенням:
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де R – ступінь екстракції; 

     Ро – константа розподілу; 

     Vв – об'єм водної фази, мл; 

     Vо – об'єм фази органічного розчинника, мл.
Відношення об'єму водної фази до об'єму фази органічного розчинника у формулі (3.4) замінюють величиною r:
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Об'єм органічного розчинника, потрібного для екстракції, обчислюють за формулою:
Vо = Vв/r                                                     (3.6)

Після відповідного перетворення формули (3.4) ступінь екстракції розраховують за рівнянням:
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З формули (3.7) можна обчислити величину r:
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Якщо відомі ступінь екстракції R і співвідношення об'ємів фаз r, то константу розподілу можна обчислити за рівнянням:
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Спираючись на значення константи розподілу і ступеня екстракції, можна обчислити ряд інших кількісних характеристик процесів екстракції.
Чим більша константа розподілу Ро речовини, тим менший об'єм органічного розчинника потрібний для одноразової екстракції її з водних розчинів; ступінь екстракції R речовини тим більший, чим менша величина r, тобто чим більший об'єм органічного розчинника застосовується для одноразової екстракції [3].
Розрахунок об'єму органічного розчинника для багаторазової екстракції. Для одноразової екстракції речовини з водних розчинів потрібно брати органічні розчинники в об'ємах, значно більших за об'єми водних розчинів.
Враховуючи це, для виділення речовин з водних розчинів проводять багаторазову екстракцію їх малими об'ємами органічних розчинників, замість одноразової екстракції великим об'ємом того самого розчинника [3]. 
Кількість екстракцій, необхідних для виділення заданої кількості речовини з розчину. Для розрахунку повноти екстракції речовини визначають, скільки разів необхідно екстрагувати її з водного розчину, щоб досягти виділення заданої кількості цієї речовини.
З цією метою користуються такою формулою:
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де m – кількість екстракцій, необхідних для виділення заданої кількості речовини; 

      Св – початкова концентрація речовини у водному розчині, моль/л; 

     [Am]в – кількість речовини, яка залишилася в водній фазі після m екстракцій, моль/л [3].
Механізм процесу екстракції. Відповідно до теорії розчинів, розчинення речовини у воді або в органічних розчинниках супроводжується утворенням нестійких сполук молекул цієї речовини з молекулами розчинника. Якщо розчинником є вода, то в розчині утворюються гідрати, а якщо розчинник органічний, то в розчинах утворюються сольвати молекул розчиненої речовини. Гідрати і сольвати молекул малостійкі.
Під час збовтування водного розчину речовини з органічним розчинником, який не змішується з водою, гідратна оболонка молекул розчиненої речовини руйнується. Молекули води в гідратній оболонці заміщуються молекулами органічного розчинника, в результаті чого утворюються сольвати молекул розчиненої речовини, які легко переходять в органічний розчинник [2].
Добре екстрагуються молекули речовин, сольвати яких у фазі органічного розчинника більш стійкі, ніж гідрати цих молекул у воді.
Складнішими є процеси екстракції електролітів, які у водних розчинах частково або повністю розпадаються на йони. Йони, що несуть певний заряд, добре гідратуються диполями води. Зв'язок йонів з диполями води відносно міцний. Тому йони, що мають міцні гідратні оболонки, залишаються у водній фазі і не екстрагуються органічними розчинниками. Ними можуть екстрагуватися тільки недисоційовані молекули відповідної речовини. Це необхідно враховувати під час екстракції органічних речовин, що є слабкими електролітами. Ступінь екстракції цих речовин залежить від рН середовища. Із зміною рН розчину змінюється ступінь дисоціації молекул, а отже, змінюється і відносна кількість недисоційованих молекул речовини. Зі збільшенням кількості недисоційованих молекул збільшується ступінь екстракції слабких електролітів, і навпаки [2].
Екстракція органічних кислот. Недисоційовані молекули слабких органічних кислот у водних розчинах електронейтральні і слабко гідратуються молекулами води. Під час контакту водних розчинів з органічними розчинниками електронейтральні молекули кислоти легко сольватуються і тому переходять у шар органічного розчинника.
Йони, що утворюються у водних розчинах в ході дисоціації слабких кислот, мають відповідні заряди і тому легко гідратуються диполями води. Зв'язок молекул води з йонами кислоти відносно міцний. Тому такі йони слабко сольватуються молекулами органічних розчинників і не екстрагуються органічними розчинниками з водних розчинів.
Зміна концентрації водневих йонів у водній фазі призводить до відносного збільшення або зменшення кількості недисоційованих молекул, а отже, і до зміни ступеня екстракції слабкої кислоти.
Із збільшенням рН (тобто зі зменшенням концентрації водневих йонів у водному розчині) зростає дисоціація кислот у розчині, що призводить до зменшення кількості недисоційованих молекул. Внаслідок цього екстракційна здатність слабкої кислоти органічними розчинниками з таких розчинів знижується.
З підвищенням концентрації водневих йонів (тобто із зменшенням рН) у водному розчині збільшується число молекул недисоційованої кислоти, а отже, зростає її ступінь екстракції. Із значним підвищенням концентрації водневих йонів у водному розчині слабку кислоту практично повністю можна перевести в недисоційований стан і цим підвищити її ступінь екстракції [2].
Екстракція основ. Багато органічних основ, до яких належать алкалоїди та їх численні синтетичні аналоги, є фармацевтичними препаратами. Ці основи в нейтральному середовищі перебувають у недисоційованому стані. Під дією кислот на органічні основи утворюються їх солі, які у водних розчинах дисоціюють на йони.
Недисоційовані молекули органічних основ слабко гідратуються молекулами води, але добре сольватуються молекулами органічних розчинників. Тому недисоційовані молекули органічних основ добре екстрагуються з водних розчинів органічними розчинниками.
Йони, що утворюються під час дисоціації солей органічних основ, добре гідратуються молекулами води і слабко сольватуються молекулами органічних розчинників. Тому солі органічних основ (за незначними винятками) не екстрагуються органічними розчинниками.
Органічні основи є слабкими електролітами. Ступінь дисоціації їх залежить від рН середовища. При додаванні кислот до органічних основ вони переходять у солі. При цьому збільшується кількість йонів і зменшується кількість недисоційованих молекул, а отже, зменшується ступінь екстракції цих речовин органічними розчинниками. При додаванні до органічних основ лугів зменшується кількість йонів і збільшується кількість недисоційованих молекул цих основ: В результаті цього в лужному середовищі збільшується ступінь екстракції органічних основ [2].
Екстракція амфотерних сполук. До амфотерних сполук, що мають токсикологічне значення, належать органічні речовини, в молекулах яких міститься амінний нітроген і фенольні групи (морфін, сальсолін тощо), а також сполуки, що містять амінний нітроген і карбоксильну групу (амінокислоти та ін.). Ці сполуки залежно від рН середовища дисоціюють як основи (в кислому середовищі) і як кислоти (в лужному середовищі). Екстракція амфотерних сполук залежить від рН середовища, оскільки зі зміною рН змінюється кількість йонів і недисоційованих молекул амфотерних сполук. Амфотерні сполуки, які перебувають у молекулярному стані, екстрагуються органічними розчинниками. Йони амфотерних сполук добре гідратуються молекулами води і майже не екстрагуються органічними розчинниками.
Найбільша кількість амфотерних сполук екстрагується при рН, що відповідає ізоелектричній точці цих речовин. Це пояснюється тим, що в ізоелектричній точці молекули амфотерних сполук не мають електричного заряду [2].
Вплив різних факторів на екстракцію. На екстракцію речовин органічними розчинниками впливають різні фактори: природа речовини, яку екстрагують, природа екстрагента, температура, рН середовища, наявність електролітів у водних розчинах, швидкість збовтування з екстрагентом тощо.
Вплив температури на екстракцію. Зміна температури впливає на константу розподілу екстрагуючої речовини. Це пояснюється тим, що зі зміною температури змінюється розчинність екстрагуючих речовин у кожній фазі, а також взаємна розчинність органічної та водної фаз. До того ж зі зміною температури розчинність речовини у кожній фазі змінюється неоднаково. Це є однією з причин зміни константи розподілу речовини [3].
Із зміною температури може змінюватися дисоціація і асоціація речовини у тій чи іншій фазі. Тому зі зміною температури змінюється гідратація (сольватація) і здатність до екстрагування хімічних сполук.
Вплив pH середовища на екстракцію. Здатність до екстрагування органічних речовин залежить від ряду факторів, у тому числі від рН середовища. Кількість екстрагованої речовини залежить від дисоціації її у водній фазі. Це пов'язано з тим, що недисоційовані молекули речовини та її йони неоднаково екстрагуються органічними розчинниками з водних розчинів. Під час екстракції недисоційовані молекули переходять в органічну фазу, а йони, добре гідратовані молекулами води, залишаються у водній фазі. Тому сильні електроліти, які легко дисоціюють у воді на йони, не екстрагуються органічними  розчинниками.
Вплив електролітів на екстракцію. Додавання легкорозчинних солей до водного розчину інших речовин може знижувати або підвищувати їхню розчинність у воді. Зниження розчинності речовини у водних розчинах під впливом електролітів називається висолюванням, а підвищення розчинності – всолюванням [3].
Висолювання, яке призводить до зниження розчинності речовин у воді, підвищує їх здатність до екстрагування органічними розчинниками з водних розчинів.
Висолювальна дія електролітів залежить від природи і властивостей речовини, яка висолюється, природи і властивостей висолювача, концентрації та радіуса йонів висолювача тощо. Йони висолювача з малим радіусом мають більшу густину заряду, ніж йони з великим радіусом. Тому йони з малим радіусом гідратуються краще, ніж йони з великим радіусом. У зв'язку з цим висолювальна дія йонів з малим радіусом більша, ніж великих йонів. Однак це правило має ряд винятків.
Встановлено, що висолювальна дія властива і деяким легко розчинним у воді неелектролітам. Так, етиловий спирт добре висолює оцтову кислоту з її водних розчинів під час екстракції цієї кислоти етилацетатом [3].
Речовини-висолювачі застосовуються для підвищення розчинності слаборозчинних речовин у воді. Відомо кілька теорій, які пояснюють процес висолювання. Згідно з однією з них, висолювання пояснюється хімічною взаємодією висолювачів і речовин, що висолюються, в екстракційних системах. У результаті цього можуть утворюватися сполуки або комплекси, добре розчинні у воді, які не екстрагуються органічними розчинниками.
Вимоги до органічних розчинників для екстракції. До органічних розчинників, які застосовуються для екстракції, ставиться ряд вимог:
1. Органічний розчинник повинен добре екстрагувати досліджувану речовину з водної фази.
2. Бажано, щоб вибраний розчинник був вибірковим, або селективним. Він повинен екстрагувати з розчину лише одну речовину або групу споріднених сполук.
3. Розчинник повинен мати незначну розчинність у воді, а вода не повинна помітно розчинятися в цьому розчиннику. Якщо використовувати для екстракції органічні розчинники, які розчиняються у воді або розчиняють воду, кінцеві об'єми фаз після збовтування не будуть дорівнювати початковим об'ємам цих фаз. Це може бути джерелом помилок у розрахунках константи та коефіцієнта розподілу, а також ступеня екстракції. Щоб уникнути можливих помилок у розрахунках, органічний розчинник, який частково розчиняється у воді, насичують водою, а воду – органічним розчинником. Тільки після цього проводять екстракцію.
4. Органічний розчинник, по можливості, не повинен бути низькокиплячим. Температура кипіння розчинника повинна становити понад 50°С. Низькокиплячі органічні розчинники навіть за кімнатної температури швидко випаровуються. Це може бути одним із джерел помилок у розрахунках константи чи коефіцієнта розподілу екстрагуючої речовини. Однак низька температура кипіння органічних розчинників є позитивним фактором з точки зору регенерації їх після екстракції.
5. Густина органічних розчинників повинна відрізнятися від густини води і водних розчинів. При великій різниці густин цих рідин розділення фаз відбувається швидко.
6. Розчинники не повинні бути вогненебезпечними, отруйними тощо [2].

2. Мікрокристалоскопічний аналіз

Мікрокристалоскопічний аналіз базується на виявленні речовин за формою, величиною та забарвленням їх кристалів. У переважній більшості випадків для ідентифікації хімічних сполук за допомогою мікрокристалоскопічного методу визначають форму і забарвлення не самих досліджуваних речовин, а кристалічних продуктів, які утворюються під час взаємодії досліджуваних сполук з відповідними реактивами. Форму і забарвлення кристалів визначають за допомогою мікроскопа. Вперше мікроскоп для хімічних досліджень застосував М.В. Ломоносов. Російський академік Т.Е. Ловіц використав мікроскоп для виявлення хімічних сполук за формою їх кристалів. Пізніше мікрокристалоскопічний метод дістав наукове обґрунтування у працях Е.С. Федорова та інших учених.
Мікрокристалоскопічний метод аналізу має ряд позитивних характеристик. Для аналізу за допомогою цього методу потрібна невелика кількість досліджуваних речовин. Під час виявлення хімічних сполук за допомогою цього методу в більшості випадків виключаються такі громіздкі операції, як фільтрування, випарювання, прожарювання тощо.
Мікрокристалоскопічні реакції виконують на предметних скельцях, на які наносять розчини досліджуваних речовин і додають до них розчини відповідних реактивів, а потім спостерігають під мікроскопом форму і забарвлення утворених кристалів [3].
Кристали, які утворюються під час взаємодії досліджуваних речовин з реактивами, повинні мати необхідні величину і форму, властиву продукту взаємодії цієї сполуки з реактивом.
Утворені кристали повинні бути відносно великими (20-50 мкм). Форма й грані цих кристалів повинні спостерігатись під мікроскопом при малому збільшенні (60-100 разів). Дрібніші кристали (2-20 мкм) можна побачити під мікроскопом лише при збільшенні в 150-200 разів. У ході визначення форми кристалів під мікроскопом користуються переважно збільшенням у 30-80 разів (загальне збільшення мікроскопа дорівнює добутку збільшень об'єктива і окуляра) [3].
Умови утворення і величина кристалів. Кристалічний стан речовин є одним з найпоширеніших у навколишньому світі. Кристали можуть утворюватись під час переходу речовини з рідкого або газового стану в твердий. Утворення кристалів відбувається під час охолодження розчинів речовин, сублімації тощо. Для застосування мікрокристалоскопічного методу аналізу кристалічні осади одержують переважно додаванням реактивів до розчинів досліджуваних речовин.
Залежно від умов кристалізації можуть утворюватися кристали різних розмірів. Процес кристалізації відбувається в два етапи. Спочатку утворюються дуже дрібні центри кристалізації (зародки кристалів), здатні до подальшого росту. Потім відбувається ріст дрібних кристалів за рахунок йонів чи молекул цієї речовини, які знаходяться в розчині. Для утворення кристалів великих розмірів, необхідно, щоб перша стадія (утворення зародків кристалів) була відносно повільною. За таких умов утворюється менше центрів кристалізації, але зате на поверхні зародків відкладеться більше речовини і утворяться великі кристали. Щоб одержати такі осади, осадження здійснюють з гарячих розбавлених розчинів розбавленими розчинами реактивів. Якщо ж змішувати концентровані розчини досліджуваних речовин з концентрованими розчинами реактивів, то утворюються нехарактерні для даної речовини дрібні кристали [3].
У мікрокристалоскопічному аналізі концентрація речовини може змінюватися при випаровуванні краплі рідини, нанесеної на предметне скло. До того ж по краях краплі рідина випаровується швидше, ніж у центрі. Тому й ріст кристалів починається не з центру, а з периферії краплі.
Випаровування рідини призводить не тільки до зміни концентрації досліджуваної речовини на предметному склі, а й до підвищення концентрації реактиву, що може випадати у вигляді кристалів, які заважають виявленню основної речовини.
У випадках, коли реакція між досліджуваною речовиною і реактивом відбувається повільно, що може призвести до значного випаровування рідини на предметному склі, його переносять у вологу камеру. Замість такої камери можна використати чашку Петрі з вміщеним у неї вологим фільтрувальним папером.

Краплі розчинів досліджуваної речовини і реактиву слід наносити на предметне скло недалеко одну від одної, а потім з’єднувати їх за допомогою витягнутої у вістря скляної палочки [3]. 

Ріст і форма кристалів. Форма кристалів залежить від умов їх росту та природи речовини. На ріст і форму кристалів впливають температура, за якої відбувається кристалізація, наявність домішок у досліджуваних розчинах, розчинники, з яких кристалізується речовина, положення кристала під час росту тощо.
Вплив домішок. Особливо сильно змінюється форма кристалів під впливом домішок, які знаходяться в досліджуваному розчині та розчині реактиву. Домішки або адсорбуються на поверхні, або потрапляють («влаштовуються») в середину кристала. В обох випадках при наявності домішок форма кристалів може змінюватися.
За звичайних умов натрій хлорид кристалізується у формі кубів, а при наявності сечовини – в формі октаедрів (восьмигранників). Галуни з водних розчинів кристалізуються в формі октаедрів, а з водних розчинів, що містять сечовину, – у формі кубів. Форма кристалів плюмбум (ІІ) хлориду змінюється при наявності йонів калію. Кристали літій хлориду змінюють форму при наявності в розчині йонів калію, натрію і амонію. Якщо йони літію осаджувати (у вигляді фториду) при наявності калій фториду, то утворюються кристали кубічної форми. Під час осадження йонів літію натрій фторидом утворюються гексагональні призми, а якщо натрій фторид замінити амоній фторидом, то утворюються кристали, що мають форму прямокутних розеток. Те саме можна сказати про кристали кальцій, барій і стронцій оксалатів. Під час взаємодії цих катіонів з амоній оксалатом утворюються кристали певної форми. Якщо амоній оксалат замінити на щавлеву кислоту, то утворяться кристали іншої форми.[3]
Положення кристалів під час їх росту. Форма кристала може залежати від положення його в рідині під час росту. Кристал, що «плаває» в рідині, росте в усіх напрямках. Якщо під час росту кристал доторкається до поверхні предметного скла, він росте вбік і вгору. Росту кристала вниз заважає поверхня предметного скла. Для того щоб не було деформації кристалів під час їх росту, ряд авторів рекомендують метод, згідно з яким одержання кристалів здійснюють у висячій краплі.
Ізоморфізм. Явище ізоморфізму вперше було вивчене Е. Мітчерліхом у 1819 р. Ізоморфізм (дослівний переклад з грецької – рівноформеність) – це властивість хімічно або геометрично подібних атомів, йонів та їх сполук заміщувати один одного в кристалічній ґратці з утворенням кристалів змінного складу. Хімічно подібними вважаються атоми з однаковими валентністю, типом зв'язку, поляризацією. Геометрично подібними є атоми з однаковими або близькими (з відхиленням не більш як 5-7 %) радіусами чи об'ємами. Отже, ізоморфними називають тверді речовини, які мають близький хімічний склад та подібні за формою кристали [3].
Поліморфізм. У мікрокристалоскопічному аналізі можуть виникати помилки під час дослідження речовин, здатних перебувати в кількох поліморфних модифікаціях.
Явище поліморфізму було відкрите у 1822 р. Е. Мітчерліхом. Суть поліморфізму полягає в тому, що деякі речовини за різних умов можуть утворювати різні за симетрією та формою кристали. Кожна з форм кристалів, що утворюється в результаті поліморфізму, називається поліморфною модифікацією. Поліморфні модифікації речовини мають властиву їм геометричну форму кристалів.
Як зазначає Г.Б. Бокій [3], явище поліморфізму надзвичайно поширене. Майже всі речовини за певних умов можуть бути одержані в різноманітних поліморфних модифікаціях. Поліморфізм простих речовин (вуглецю, сірки, фосфору, олова та ін.) називають алотропією [3].
Поліморфізм зумовлений зміною температури (а в ряді випадків зміною температури й тиску) в процесі кристалізації. Поліморфні модифікації мають відповідні температурні інтервали свого існування.
Амоній нітрат має чотири поліморфні модифікації. В межах температури від 18 до 32 °С утворюється (β-ромбічна модифікація, від 32 до 84 °С – α-ромбічна, від 84 до 125 °С – тригональна, понад 125 °С – кубічна.
Можна навести приклади поліморфізму й інших речовин. Відомо, що кристали амоній хлориду можуть існувати у вигляді двох поліморфних модифікацій. Для цинк сульфіду відомо 5 модифікацій, для кадмій йодиду – 3, для Аргентум (І) йодиду – 4 і т.д. Описані поліморфні модифікації силіцій (IV) оксиду, кальцій карбонату тощо. Гадамер наводить опис [3] поліморфних модифікацій більшості барбітуратів та ряду інших речовин, що застосовуються в медицині.
Із зміною температури одні поліморфні модифікації легко перетворюються на інші [3]. Однак для деяких поліморфних модифікацій такі переходи здійснюються досить важко. У процесі поліморфних перетворень так чи інакше змінюється тип хімічного зв'язку в кристалі, різко змінюються кути кристалів та їхні фізико-хімічні властивості.
Застосування мікрокристалоскопічного методу в аналізі. Незважаючи на деякі позитивні сторони мікрокристалоскопічного методу, він має і ряд недоліків. Основний з них полягає в тому, що під час виконання мікрокристалоскопічних реакцій в окремих випадках досить важко одержати кристали певної форми, яка залежить від багатьох факторів (концентрації досліджуваної речовини, об'єму та концентрації реактиву, наявності домішок, природи розчинника, умов кристалізації, швидкості утворення кристалів, випаровування рідин на предметному склі, рН середовища, температури, положення кристалів під час росту, поліморфізму тощо).
Обмежена кількість форм кристалів, які утворюються при мікрокристалоскопічних реакціях, та велике число речовин, які можна визначати за допомогою цих реакцій, призводять до того, що одну й ту саму форму можуть мати кристали кількох речовин. Ця обставина є причиною зниження специфічності мікрокристалоскопічних реакцій [3].
Як зазначають К. П. Стюарт і А. Стольман, а також Е. Г. Кларк та інші автори [3], мікрокристалоскопічні реакції слід виконувати після того, як наявність досліджуваної речовини в пробі вже встановлена іншими реакціями та методами.
Виділені з біологічного матеріалу речовини, які досліджують за допомогою мікрокристалоскопічних реакцій, повинні бути добре очищені від домішок.
Виконання контрольних дослідів деякою мірою виключає можливість помилки при оцінці результатів мікрокристалоскопічних реакцій. З цією метою на одне предметне скло наносять краплю досліджуваного розчину, на інше – краплю розчину чистого препарату. Потім на кожне скло наносять відповідний реактив та порівнюють форми кристалів, які утворилися на обох предметних стеклах [3].
3. Метод мікродифузії

Метод мікродифузії широко застосовується в біохімічних та деяких токсикологічних лабораторіях для виявлення хімічних сполук, які мають велику пружність пари. Цей метод використовується в судово-токсикологічних лабораторіях за кордоном. У нашій країні рекомендований до застосування лише агар-дифузний метод виявлення фосфорорганічних пестицидів у трупному матеріалі, який є однією з модифікацій методу мікродифузії.
Впровадження методу мікродифузії в практику судово-токсикологічних лабораторій може полегшити виконання ряду експертиз, пов'язаних з деякими отруєннями.
Для виявлення досліджуваних речовин методом мікродифузії використовують чашки Конвея або подібні до них посудини, в яких леткі речовини з досліджуваних об'єктів спочатку переходять у простір приладу, а потім у відповідний розчинник або розчин реактивів, що реагують з досліджуваними речовинами [3].
Метод мікродифузії має ряд позитивних сторін. Він дає змогу виявляти леткі речовини, що містяться в невеликій кількості досліджуваних об’єктів. Під час проведення аналізу цим методом не утворюється піна (що можливе в ході перегонки летких отруйних речовин з водяною парою), досліджувані речовини не зазнають сильного розбавлення тощо.

Швидкість дифузії залежить від пружності пари досліджуваної речовини, об’єму проби, температури, складу поглинаючих рідин і т.д. На швидкість переходу окремих летких речовин з досліджуваних об’єктів у простір приладу для мікродифузії впливають деякі електроліти. Так, додавання насиченого розчину калій карбонату до крові, сечі та гомогенату тканин, які містять етиловий спирт, прискорює перехід цього спирту в простір приладу. Для прискорення переходу інших сполук з досліджуваних об’єктів у простір приладу додають кислоти, луги та ін. [3].

На рис. 3.1 зображено прилад для мікродифузії, який уявляє собою невелику круглу товстостінну посудину 1 із скла або пластмаси (зовнішній діаметр 60-70 мм, висота 10 мм).
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Рис. 3.1 Прилад для мікродифузії: 1, 2 – посудини; 3 – внутрішня кругова камера; 4 – зовнішня кільцева камера; 5 – кришка.

В середині цієї посудини розміщена друга кругла посудина 2 меншого розміру (діаметр 30-35 мм, висота 5 мм). Отже, в приладі для мікродифузії є внутрішня кругова 3 та зовнішня кільцева 4 камери. Верхній край зовнішньої камери повинен пришліфовуватися так, щоб до нього щільно прилягала кришка 5.

Для створення герметичності в приладі край зовнішньої камери злегка змащують вазеліном або силіконовим мастилом і щільно притискають кришку.

Досліджувані об’єкти вносять у зовнішню кільцеву камеру, а поглинальну рідину – у внутрішню. У зовнішню камеру приладу на відстані 2-3 см від досліджуваних об’єктів вміщують розчин речовини, яка сприяє переходу досліджуваної сполуки з об’єкта в простір приладу. Потім прилад щільно закривають кришкою і злегка нахиляють його для змішування  досліджуваного об’єкта й розчину, який сприяє переходу досліджуваної речовини в простір приладу Після цього прилад залишають на певний час, необхідний для дифузії. Після закінчення дифузії визначають досліджувану речовину в рідині, що міститься у внутрішній камері [3].

4. Методики виявлення окремих летких сполук за допомогою методу мікродифузії

Виявлення формальдегіду. У зовнішню камеру приладу для мікродифузії вносять 3 мл крові чи сечі або 1 г гомогенату тканин. Потім у ту саму камеру вносять 3-4 краплі 10%-го розчину сульфатної кислоти. У внутрішню камеру приладу вносять 3,3 мл 0,15 М розчину натрій гідрогенсульфіту або сульфіту. Прилад щільно закривають кришкою і залишають на 4 год. за кімнатної температури. Після цього рідину з внутрішньої камери приладу досліджують на наявність формальдегіду.
З внутрішньої камери приладу беруть 1 мл рідини, переносять її в пробірку і добавляють 9 мл води. Пробірку охолоджують крижаною водою, потім додають 0,2 мл свіжоприготовленого 0,5%-го розчину хромотропової кислоти в концентрованій сульфатній кислоті і 4 мл концентрованої сульфатної кислоти. Рідину добре збовтують і нагрівають на киплячому водяному нагрівнику протягом 15 хв., потім охолоджують. Про наявність формальдегіду в досліджуваній пробі свідчить поява рожевого або фіолетового забарвлення [3].
Виявлення альдегіду оцтової кислоти. Зовнішню і внутрішню камери приладу (рис. 3.1) заповнюють так, як і для виявлення формальдегіду методом мікродифузії. Тривалість мікродифузії – 4 год.
Через 4 год. в пробірку вносять 1 мл рідини з внутрішньої камери приладу, додають 9 мл води, 1 краплю 4%-го розчину купрум (ІІ) сульфату, 6 мл концентрованої сульфатної кислоти та 0,2 мл 1%-го розчину п-гідроксидифенілу в 0,5н розчині натрій гідроксиду. Після додавання кожного реактиву рідину в пробірці ретельно збовтують, потім пробірку нагрівають протягом 1-5 хв. на киплячому водяному нагрівнику і охолоджують. При наявності альдегіду оцтової кислоти в досліджуваних об'єктах рідина набуває фіолетового забарвлення. Таке саме забарвлення дає і формальдегід [3].
Виявлення ацетону. Заповнення зовнішньої і внутрішньої камер здійснюють так, як і при дослідженні формальдегіду. Тривалість мікродифузії – 4 год.
Після закінчення мікродифузії з внутрішньої камери приладу беруть 1 мл рідини і переносять її в пробірку, куди додають 9 мл води, 4 мл 40%-го розчину натрій гідроксиду, 1 мл 20%-го свіжоприготовленого розчину саліцилового альдегіду в етиловому спирті. Пробірку протягом 3 хв. нагрівають на водяному нагрівнику (за 50-60°С), потім охолоджують до кімнатної температури. При наявності ацетону в пробі виникає червоне забарвлення [3].
Виявлення метилового спирту. Цей метод базується на окисненні метилового спирту до формальдегіду. Під час взаємодії формальдегіду з хромотроповою кислотою виникає фіолетове забарвлення.
У зовнішню камеру приладу для мікродифузії вносять 1 мл крові чи сечі або 1 г гомогенату тканин. Потім у зовнішню камеру вносять 1 мл насиченого розчину калій карбонату. У внутрішню камеру приладу вносять 3 мл 10%-го розчину сульфатної кислоти. Прилад закривають кришкою і залишають на 3 год. При дослідженні гомогенату тканин тривалість дифузії збільшується до 5 год.
До 1 мл розчину з внутрішньої камери додають 1 краплю 5%-го розчину калій перманганату і залишають на 10 хв., потім додають 1-2 краплі насиченого розчину натрій гідрогенсульфіту або сульфіту. Після зникнення забарвлення калій перманганату до рідини додають 0,2 мл 0,5%-го розчину хромотропової кислоти в концентрованій сульфатній кислоті. Рідину в пробірці охолоджують крижаною водою, потім додають 4 мл концентрованої сульфатної кислоти і нагрівають пробірку на киплячому водяному нагрівнику протягом 15 хв.
Поява червоного або фіолетового забарвлення рідини свідчить про наявність метилового спирту в досліджуваній пробі. Цю пробу виконують тоді, коли в досліджуваному об'єкті відсутній формальдегід [3].

Визначення етилового спирту. У зовнішню камеру приладу для мікродифузії вносять 0,8 мл крові чи сечі або 4 мл гомогенату тканин і 1 мл насиченого розчину калій карбонату. У внутрішню камеру вносять 2 мл розчину калій дихромату в сульфатній кислоті. Посудину щільно закривають кришкою і залишають на 3 год. за кімнатної температури. При дослідженні гомогенату тканин посудину залишають на 4 год. за 37°С або на 12 год. за кімнатної температури. Поява зеленого або зеленувато-оранжевого забарвлення рідини у внутрішній камері свідчить про наявність етилового спирту в досліджуваному об'єкті. Ця проба неспецифічна на етиловий спирт. Подібне забарвлення дають і інші речовини, які окиснюються калій дихроматом [3].
Виявлення сульфідів. У зовнішню камеру приладу для мікродифузії вносять 2-4 мл крові чи сечі або 1 г гомогенату тканин. Потім у ту саму камеру вносять 3-4 краплі 10%-го розчину сульфатної кислоти. У внутрішню камеру приладу вносять 3,3 мл 0,1н розчину натрій гідроксиду. Прилад щільно закривають кришкою і залишають на 3-4 год. за кімнатної температури. Потім з внутрішньої камери беруть 1 мл рідини, до якої додають 1 мл розчину бісмут нітрату в оцтовій кислоті і 3 мл води. При наявності сульфідів у досліджуваних об'єктах з'являється коричнево-чорне забарвлення або осад бісмут сульфіду такого самого кольору [3].
Виявлення фенолів. Зовнішню і внутрішню камери приладу для мікродифузії заповнюють так, як і при дослідженні сульфідів. Через 3-4 год. визначають наявність фенолів.
До 1 мл рідини з внутрішньої камери приладу добавляють 2-3 мл 10%-го розчину натрій гідроксиду і 0,5 мл фенолового реактиву Фоліна – Чіокальто, розбавленого водою (1:3). При наявності фенолів виникає синє забарвлення [3].
Виявлення ціанідів. У зовнішню камеру приладу для мікродифузії вносять 2-4 мл крові чи сечі або 1 г гомогенату тканин. Потім у ту саму камеру вносять 3-4 краплі 10%-го розчину сульфатної кислоти. У внутрішню камеру приладу вносять 3,3 мл 0,1н розчину натрій гідроксиду. Прилад щільно закривають кришкою і залишають на 3-4 год. за кімнатної температури. Потім з внутрішньої камери приладу беруть 1 мл рідини, додають до неї 1 мл 0,1н розчину натрій гідроксиду, 2 мл 1н розчину натрій гідрогенфосфату і 1 мл 0,25%-го розчину хлораміну Т. Рідину збовтують і через 2-3 хв. додають 3 мл реактиву, що містить барбітурову кислоту і піридин. Суміш збовтують і залишають на 10 хв. Поява червоного забарвлення свідчить про наявність ціанідів у досліджуваній рідині [3].
Визначення карбон (ІІ) оксиду. У зовнішню камеру приладу вносять 1 мл крові і 1 мл 10 %-го розчину сульфатної кислоти. У внутрішню камеру вміщують 2 мл 0,1 %-го розчину паладій хлориду в 0,1н розчині хлоридної кислоти. Прилад щільно закривають кришкою і залишають на 1 год. за кімнатної температури. При наявності карбон (ІІ) оксиду в крові у внутрішній камері з'являється срібляста плівка металічного паладію:
CO + PdCl2  + H2O → Pd + 2HCl + CO2.                            (3.11)
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