Лекція 7

Тема. Методика ізоляції отруйних та сильнодіючих речовин з біологічного матеріалу перегонкою з водяною парою
Мета. Ознайомити студентів з методикою ізоляції отруйних та сильнодіючих речовин з біологічного матеріалу перегонкою з водяною парою
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Зміст лекції

Метод перегонки з водяною парою використовують у промисловості та хімічних лабораторіях для розділення й очищення деяких сполук, які руйнуються або осмолюються при високій температурі. Під час перегонки з водяною парою знижується температура кипіння сполук, що переганяються, та усувається небезпека їх термічного розкладу.

Метод перегонки з водяною парою здобув широке застосування і в хіміко-токсикологічному аналізі. За допомогою цього методу здійснюють ізолювання великої групи отруйних та сильнодіючих речовин з біологічного матеріалу. До цієї групи належать представники різних класів хімічних сполук: ціанідна кислота, деякі спирти аліфатичного ряду, альдегіди, кетони, карбонові кислоти, галогенопохідні вуглеводнів аліфатичного ряду, бензен, феноли, аміно- і нітрогенпохідні ароматичного ряду та деякі інші речовини. Речовини, що переганяються з водяною парою і мають токсикологічне значення (анабазин, нікотин, ареколін, саліцилова кислота та ін.), у хіміко-токсикологічному аналізі ізолюються з біологічного матеріалу також за допомогою підкисленої води або підкисленим спиртом.

Здатність хімічних сполук переганятися з водяною парою залежить від їх фізичних властивостей. З водяною парою переганяються деякі рідини, які практично не змішуються або обмежено змішуються з водою, а також речовини, які утворюють з водою азеотропні суміші. Відомі отруйні речовини (метиловий спирт, ацетон, оцтова кислота, етиленгліколь тощо), які змішуються з водою і переганяються з водяною парою, не утворюючи азеотропних сумішей.

1. Перегонка з водяною парою речовин, які не змішуються або обмежено змішуються з водою

Рідини, що не змішуються одна з одною, утворюють два шари. При нагріванні такої суміші тиск пари кожної рідини буде таким самим, як і тиск пари її в чистому вигляді, незалежно від наявності іншої рідини. Кожна рідина в суміші поводитиме себе так, ніби іншої рідини немає. Загальний тиск пари суміші (р) таких рідин дорівнюватиме сумі парціальних тисків пари обох компонентів (р1) і (р2) за даної температури. Суміш почне кипіти тоді, коли за даної температури сума тисків насиченої пари обох її компонентів стане такою, що дорівнює зовнішньому тиску.
Точка кипіння суміші рідин, що не змішуються одна з одною, завжди буде нижчою за точки кипіння обох її компонентів. Це пояснюється тим, що загальний тиск пари суміші (р) завжди буде більшим, ніж парціальний тиск кожної окремо взятої рідини.

Після перегонки з водяною парою рідин, що не змішуються з водою, одержують дистиляти, які діляться на два шари (водний шар і шар відігнаної речовини). Властивості сумішей органічних речовин, які переганяються з водяною парою, наведені в табл. 2.1.

Проте у багатьох випадках після перегонки речовин дистилят є однорідною рідиною, яка не розділяється на складові частини. Це спостерігається тоді, коли переганяються розчинні у воді речовини.

2. Перегонка з водяною парою речовин, які утворюють з водою азеотропні суміші
Азеотропними називаються суміші, у яких пара, що перебуває в рівновазі з рідиною, за даних умов має такий самий склад, що й рідина. Склад азеотропної суміші аналогічний до складу пари, яка перебуває з нею в рівновазі. Азеотропні суміші називають також постійно киплячими, або нероздільно киплячими, сумішами . Азеотропні суміші можуть утворюватись не тільки під час перегонки водних розчинів певної речовини, а й при заміні води іншими розчинниками. 
Таблиця 2.1

Суміші органічних речовин, які переганяються з водяною парою (перший компонент ‑ вода)

	Другий компонент

в суміші
	Властивості

суміші
	Другий компонент

в суміші
	Властивості суміші

	Назва
	Ткип чистого розчинника, оС
	Ткип, оС
	Масова час-тка води, %
	Назва
	Ткип чистого розчинника, оС
	Ткип, оС
	Масова час-тка води, %

	Анілін
	184,35
	75
	81,8
	Спирти аміловий
	137,8
	95,8
	54,4

	Бензен
	80,2
	69,25
	8,83
	       бутиловий
	117,4
	92,7
	42,5

	1,2-Дихлоретан
	83,5
	71,62
	8,2
	       ізоаміловий
	132,05
	95,15
	49,6

	Діетиловий етер
	34,5
	34,15
	1,26
	       ізобутиловий
	107,0
	89,8
	33,0

	Етилацетат
	77,15
	70,38
	8,47
	        ізопропіловий
	82,5
	80,1
	12,0

	о-Крезол
	191,0
	99,07
	90,8
	    пропіловий
	97,5
	87,65
	28,3

	м-Ксилол
	139,1
	94,5
	40
	Толуен
	110,6
	85,0
	20,2

	Нафталін
	218
	98,8
	84
	Фенол
	182,0
	99,52
	90,79

	Нітробензен
	210,85
	98,6
	88
	Хлоралгідрат
	97,75
	95,0
	7,0

	Сірковуглець
	46,5
	43,6
	2
	Хлороформ
	61,2
	56,2
	2,6

	
	
	
	
	Тетрахлорметан
	76,75
	66,0
	4,1


Склад, температура кипіння деяких рідин та їх азеотропів приведені в табл. 2.2.

Утворення азеотропних сумішей значно утруднює розділення їх на компоненти. Розділення азеотропних сумішей можна поліпшити перегонкою при зниженому або підвищеному тиску.

Для розділення азеотропних сумішей на компоненти можуть бути використані хімічні методи. За допомогою цих методів можна видалити воду з 96%-го етилового спирту і одержати абсолютний спирт. З цією метою до 96%-го етилового спирту додають металічний натрій, який взаємодіє з водою, що міститься в етиловому спирті. Після перегонки одержаної рідини відганяється абсолютний етиловий спирт.

Таблиця 2.2

Азеотропні розчини, що утворюються під час перегонки 

двох органічних розчинників

	Компоненти
	Точка кипіння, 0С
	Масова частка компонента А в азеотропно-му розчині, %

	А
	Б
	компо-нента А
	компо-нента  Б
	азеотроп-ної суміші
	

	Метиловий спирт
	Бензен
	64,7
	80,2
	58,34
	39,55

	Етиловий спирт
	Бензен
	78,3
	80,2
	68,24
	32,37

	Етиловий спирт
	Хлороформ
	78,3
	61,16
	59,40
	7,00

	Сірковуглець
	Ацетон
	46,25
	56,25
	39,25
	66,0


Крім бінарних відомі й потрійні азеотропні суміші. Іноді для розділення азеотропної суміші на компоненти додають третій компонент. Так, при додаванні бензену до азеотропної суміші етилового спирту і води утворюється двошарова суміш, що кипить за температури 64,9 °С і тиску 101,3 кПа. При цьому відганяються бензен і вода, а в залишку отримується абсолютний етиловий спирт.

3. Апарати для перегонки з водяною парою

У хіміко-токсикологічних лабораторіях для перегонки отруйних та сильнодіючих речовин з водяною парою використовують апарат, зображений на рис. 2.1.

Цей апарат складається з пароутворювача 1, перегінної колби 2, холодильника 3, приймача 4 та водяного нагрівника 5.
Як пароутворювач застосовують металеву посудину із скляними запобіжною та паровідвідною трубками. Через верхній отвір пароутворювач заповнюють водою приблизно до половини або на дві третини його об'єму. Потім верхній отвір пароутворювача закривають корком, у який вставлена скляна запобіжна трубка. Нижній кінець цієї трубки опускають майже до дна пароутворювача, а зовнішній кінець її повинен підніматися над корком не менше ніж на 50 см. Запобіжна трубка призначена для уникнення поштовхів у пароутворювачі при сильному його нагріванні. Щоб запобігти викиданню води з пароутворювача назовні, зменшують полум'я пальника, за допомогою якого нагрівають воду в пароутворювачі.
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Рис. 2.1. Апарат для перегонки отруйних речовин з водяною парою.

В якості пароутворювача може бути використана круглодонна колба, яку закривають корком з двома отворами. В один отвір вставляють запобіжну скляну трубку, що досягає майже дна колби, у другий ‑ зігнуту під прямим кутом скляну трубку для відведення пари з пароутворювача в колбу для перегонки. Нижній кінець цієї трубки повинен виступати нижче за корок на 0,5‑1 см.

Підготовлений таким чином пароутворювач через паровідвідну трубку з'єднують з колбою для перегонки, що містить суміш, з якої відганяють речовини, леткі з водяною парою. Як колбу для перегонки використовують звичайну круглодонну колбу, яку закривають корком з двома отворами. В один отвір вставляють зігнуту під прямим кутом скляну трубку для сполучення з пароутворювачем. У другий отвір в корок вставляють зігнуту під прямим кутом відвідну трубку, за допомогою якої колбу для перегонки з'єднують з холодильником Лібіха, до кінця якого через корок приєднують алонж для стікання в приймач перегнаної рідини.

Апарат для перегонки з водяною парою, обладнаний водовідділювачем (рис. 2.2), відрізняється від апарата для перегонки з водяною парою (рис. 2.1).
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Рис. 2.2. Апарат з водовідділювачем для перегонки отруйних речовин з водяною парою.
Водовідділювач (2) ‑ це низькогорла колба місткістю 200‑250 мл, закрита корком з трьома отворами. В один отвір вставляють скляну трубку, через яку надходить водяна пара з пароутворювача 1, у другий ‑ скляну трубку, через яку з водовідділювача надходить водяна пара в колбу для перегонки 4, у третій ‑ водозливну скляну трубку 3, на яку надягають шматок гумового шланга з затискачем. Ця трубка призначена для зливання з водовідділювача води, що утворюється внаслідок конденсації водяної пари і надходить з пароутворювача у вигляді бризок.

При використанні апарата для перегонки з водяною парою, обладнаного водовідділювачем, збільшення об'єму рідини в колбі для перегонки не відбувається. 

4. Вплив рН середовища на перегонку хімічних сполук з водяною парою

Речовини, що переганяються з водяною парою, належать до різних класів хімічних сполук. За хімічними властивостями їх можна розподілити на речовини кислого, основного та нейтрального характеру.

Речовини кислого характеру переганяються з водяною парою з кислого середовища. Речовини основного характеру переганяються з лужного і частково з слабкокислого середовища. Речовини нейтрального характеру переганяються як з кислого, так і з лужного середовища.
Для підкислення біологічного матеріалу перед перегонкою з нього летких отрут з водяною парою використовують щавлеву або винну кислоту. Застосування з цією метою сильних мінеральних кислот в переважній більшості випадків небажане.

При підкисленні біологічного матеріалу мінеральними кислотами з водяною парою переганяється фенол, який надійшов в організм із зовні і викликав отруєння, а також фенол, що утворився в кишках (внаслідок розкладання білкових сполук їжі), а потім вступив у реакцію кон'югації з сульфатами. Якщо біологічний матеріал підкислити щавлевою або винною кислотою, то розкладання кон'югатів фенолу з сульфатами не відбудеться, переганятиметься лише фенол, що надійшов в організм із зовні та спричинив отруєння. Під впливом мінеральних кислот можуть розкладатися ціанідна кислота та її солі з утворенням мурашиної кислоти:

HCN + 2Н2O+ Н+ 
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 НСООН + NH4+.                                      (2.1)
Однак у деяких випадках для підкиснення біологічного матеріалу, з якого переганяють отруйні речовини з водяною парою, використовують мінеральні (фосфорну або сульфатну) кислоти. Зокрема, ці кислоти застосовують для підкиснення біологічного матеріалу, що досліджується на наявність оцтової кислоти, яка відносно легко дисоціює на йони і лише в незначних кількостях переганяється з водяною парою. При підкисненні біологічного матеріалу мінеральними кислотами пригнічується дисоціація оцтової кислоти, яка переходить у недисоційований стан і добре переганяється з водяною парою.

5. Перегонка отруйних речовин з водяною парою з підкисненого біологічного матеріалу
У судово-токсикологічних лабораторіях для ізолювання однієї з груп отруйних речовин застосовують метод, оснований на перегонці їх з водяною парою з підкисненого біологічного матеріалу. Перегонку летких речовин з водяною парою здійснюють за допомогою апарата, зображеного на рис. 2.1.

100 г біологічного матеріалу (внутрішніх органів трупа або інших об'єктів біологічного походження) ретельно подрібнюють ножицями, вносять у круглодонну колбу апарата для перегонки з водяною парою, додають воду до одержання кашоподібної маси, яку підкиснюють насиченим водним розчином щавлевої або винної кислоти до рН = 2...2,5 (вміст колби для перегонки не повинен перевищувати  1/3 її об'єму).

Першу порцію дистиляту в кількості 3 мл збирають у приймач, що містить 2‑3 мл 2 %-го розчину натрій гідроксиду. Зібраний у розчин лугу дистилят використовують для виявлення в ньому ціанідів. Потім у конічні колби місткістю 50 мл збирають 1‑2 порції дистиляту по 25 мл.

Якщо в обох дистилятах реакції на відповідні речовини позитивні, то перегонку продовжують доти, доки реакції дистилятів на ці речовини не будуть негативними. Після закінчення перегонки роз'єднують пароутворювач і колбу для перегонки, а потім припиняють нагрівання пароутворювача та водяного нагрівника.

Одержані дистиляти досліджують на наявність представників окремих речовин цієї групи отрут. Враховуючи незначну розчинність у воді деяких з них (ізоаміловий спирт, анілін, фенол, крезоли), концентрують екстрагуванням з дистилятів органічними розчинниками (діетиловим етером або хлороформом).

За допомогою описаного методу з біологічного матеріалу переганяються незначні кількості етиленгліколю та оцтової кислоти. Тому для дослідження біологічного матеріалу на наявність цих речовин застосовують спеціальні методи.
Для кількісного визначення виявленої речовини беруть нову порцію біологічного матеріалу і відганяють з нього речовину, яку потім визначають кількісно.

6. Перегонка отруйних речовин з водяною парою з підкисленого, а потім  підлужненого біологічного матеріалу
Враховуючи, що з підкисленого біологічного матеріалу не всі леткі речовини переганяються з водяною парою, запропоновано метод, згідно з яким перегонку цих речовин здійснюють послідовно з підкиснених, а потім з підлужнених об'єктів біологічного походження. Перегонку летких речовин з водяною парою проводять за допомогою апаратів, зображених на рис. 2.1. і  рис.2.2.

У колбу апарата для перегонки з водяною парою вносять 100 г об'єктів біологічного походження, добавляють воду до одержання кашоподібної маси і 3‑5 мл насиченого водного розчину щавлевої або винної кислоти і здійснюють перегонку летких отруйних речовин з водяною парою.

Перші 3 мл збирають у приймач, що містить 2‑3 мл 2 %-го розчину натрій гідроксиду, а потім ще  1‑2 порції дистиляту (по 25 мл) збирають у колбу місткістю 50 мл.
Одержані дистиляти використовують для виявлення летких отрут, що переганяються з водяною парою з кислого середовища. У першій порції дистиляту, зібраного в розчин натрій гідроксиду, визначають наявність ціанідної кислоти (ціанідів). У наступних дистилятах, зібраних у колби місткістю 50 мл, визначають наявність отруйних речовин, які переганяються з водяною парою з кислих розчинів. 

Ці речовини переганяються приблизно в такій послідовності: ціанідна кислота, жовтий фосфор, діетиловий етер, хлороформ, ацетон, спирти аліфатичного ряду, нітробензен, мурашина і оцтова кислоти, хлоралгідрат, формальдегід, карбон (IV) сульфід, саліцилова  кислота та  ін.

Після відгонки отруйних речовин з підкисненого біологічного матеріалу в охолоджену колбу з біологічним матеріалом невеликими порціями добавляють 5%-й водний розчин натрій гідроксиду до лужної реакції (за лакмусом), а потім здійснюють перегонку. При цьому збирають 3‑4 порції дистилятів (по 10‑15 мл) у конічні колби місткістю 50 мл, в які вносять по 5 мл 0,1н розчину хлоридної кислоти. В процесі перегонки кінець алонжа повинен бути занурений у вказаний розчин кислоти.

Одержані дистиляти досліджують на наявність аніліну, піридину, ареколіну, коніїну, нікотину, анабазину, ефедрину, фенаміну та ряду інших речовин основного і нейтрального характеру.

7. Фракційна перегонка речовин, що містяться в дистилятах

Після перегонки з водяною парою концентрація отруйних речовин у дистилятах може бути незначною. В ряді випадків у дистилятах містяться отруйні речовини, концентрація яких нижча за границю їх виявлення. Крім того, з водяною парою можуть переганятися леткі домішки, які є продуктами гнильного розкладу біологічного матеріалу. Ці домішки можуть давати деякі реакції, що використовуються для виявлення отрут, летких з водяною парою.

В окремих випадках дистиляти піддають фракційній перегонці. За допомогою фракційної перегонки можна розділити суміші речовин на окремі компоненти або на невеликі групи компонентів, які мають близькі температури кипіння. Після фракційної перегонки одержують більш концентровані розчини відповідних речовин, ніж у дистиляті, який підлягав цій перегонці.

Фракційну перегонку здійснюють у колбах з дефлегматорами. Для повнішого розділення рідин за температурами кипіння замість дефлегматорів використовують фракційні колонки.

Отже, в хіміко-токсикологічному аналізі метод фракційної перегонки застосовують для виділення з сумішей деяких речовин, що переганяються з водяною парою, а також для очищення і концентрування цих речовин.
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