PRACOWNIA — POZIOM A:
METODY IDENTYFIKACJI ZWIAZKOW ORGANICZNYCH

kierownik: dr Jolanta Jaroszewska-Manaj; ZChO; pok.137; jjmanaj@chem.uw.edu.pl
PROGRAM PRACOWNI

Cwiczenie 1. Reakcje identyfikujace grupy funkcyjne.

Cwiczenie 2. Identyfikacja nieznanego zwiazku organicznego.

Cwiczenie 3. Zastosowanie metody chromatografii cienkowarstwowej do identyfikacji sktadnikow
mieszaniny zwiazkow organicznych. Izolacja sktadnikow materiatu biologicznego

Cwiczenie 4. Rozdziat sktadnikéw materiatu biologicznego metoda chromatografii kolumnowe;.
Cwiczenie 5. Identyfikacja sktadnikéw materiatu biologicznego metoda spektroskopii

UV/Vis; poréwnanie danych do§wiadczalnych z literatura.

INFORMACJE O PRACOWNI 1Z0O ORAZ ZASADACH ZALICZENIA

Kazda pracownia trwa 4 godz. Cwiczenie 2 wykonywane jest indywidualnie, pozostate w
grupach dwuosobowych. Opisy zaliczane na ocen¢ kazdy student opracowuje
indywidualnie. Do zaliczenia nalezy przedstawi¢ dziennik laboratoryjny z notatkami
prowadzonymi w trakcie pracy na pracowni.
Warunkiem zaliczenia PRACOWNI jest:

- wykonanie i zaliczenie zadan laboratoryjnych (20 godz.).

- zaliczenie sprawdzianow wejsciowych (czgs¢ teoretyczna).

- uporzadkowanie sprzgtu laboratoryjnego oraz rozliczenie finansowe za zniszczony sprzgt

Ocena z PRACOWNI stanowi §rednia ocen czg¢$ci laboratoryjnej i teoretycznej.

INFORMACJE O CWICZENIACH

Wszystkie ¢wiczenia wstgpnie omawia asystent, a nowe techniki sa przedstawiane
w formie pokazu. Cwiczenia wykonuje si¢ wedlug instrukcji, z ktora trzeba sie¢ zapoznaé
przed zajgciami.

Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy zaliczy¢ sprawdzian wejSciowy.
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INSTRUKCIJE,

WSKAZOWKI DO CWICZEN
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Cwiczenie 1: Reakcje identyfikujace grupy funkcyjne.

AMINY
Zwigzek Typ Reakcje
Anilina, lub p-toluidyna Irz amina aromatyczna 0

2 NaNO,/HCI - 1. zkw. azot I);r.zB
N,N-dimetyloanilina IIIrz amina aromatyczna aNO/HCO°C-r. z kw. azotowym(IIl); r. z Braaq
Glicyna lub alkiloamina Irz amina alifatyczna o
Prolina lub N-metyloanilina | IIrz amina NaNO,/HCI/0°C- r. z kw. azotowym(III)

1)Reakcja z kwasem azotowym(III) (WYCIAG!)
aminy I rz. aromatyczne: powstaje s6l diazoniowa, ktora w reakcji z 2-naftolem daje barwnik azowy

+
+ N,"Cl
NH, N,"Cl 2

OH 0
0°c _
OH

aminy Il rzgdowe aromatyczne: powstaje N-nitrozoamina (oleista, barwna ciecz lub ciato state)
aminy III rzedowe aromatyczne: powstaje C-nitrozoamina w postaci zéttego lub zielonego osadu

o°c
@N(CH3)2 + NaNO, + HCI —p O:N—@N(CH3)2 + H,0 +NaCl

aminy I rzgdowe alifatyczne: powstajaca sol diazoniowa ulega natychmiastowemu rozktadowi — wydziela si¢ gazowy
azot.

R=NH, + NaNO, + HCI LOC» NN+ ROH + H,0 +NaCl
aminy II rzgdowe alifatyczne: powstaje N-nitrozoamina (oleista, barwna ciecz)
R,-NH + NaNO, + HCI LOC» R,N-N=O + H,0 +NaCl
aminy III rzedowe alifatyczne: w temperaturze O’C nie reaguja z kwasem azotowym(III).

WYKONANIE:
10% r. kwasu solnego; 10% r. azotanu(IIl) sodu; 16d; 2-naftol; 10% r. wodorotlenku sodu

Probke badanej aminy ok. 0.2 cm® lub 0.2g (wielko$é polowy ziarnka grochu) rozpusci¢ w kwasie solnym. Sprawdzi¢
odczyn kwasowy papierkiem wskaznikowym. Probowke umiesci¢ w tazni ozigbiajacej na ok. 5 min. Nie wyjmujac
probowki z tazni dodawaé powoli ok.2 em® roztworu azotanu (III) sodu. Zanotowaé obserwowane zmiany.

- amina alifatyczna I rz. - obserwuje si¢ obficie wydzielajacy si¢ azot

- amina alifatyczna II rz. - obserwuje si¢ wydzielanie zo6ttej nierozpuszczalnej cieczy

- amina alifatyczna III rz. — nie obserwuje si¢ zmian (brak reakcji)

-amina aromatyczna II rz. - obserwuje si¢ wydzielanie barwnej nierozpuszczalnej cieczy lub osadu

-amina aromatyczna III rz. - obserwuje si¢ wydzielanie barwnego osadu

-amina aromatyczna | rz. - nie obserwuje si¢ zmian — powstaje rozpuszczalna sol diazoniowa, ktora nalezy
zidentyfikowa¢ przez dodanie do otrzymanej mieszaniny poreakcyjnej 0.5 - 1 cm’ nasyconego roztworu 2-naftolu
w 10%NaOH — powstaje intensywnie zabarwiony osad (najczgsciej czerwony).

2) Bromowanie (WYCIAG!)
Aminy aromatyczne fatwo ulegaja reakcji bromowania na zimno bez katalizatora.

substvtucia elektrofilowa Br
@N(R)Z +3Br, ————» BV—QN(R)Z + 3 HBr
Br

WYKONANIE:
2% roztw. bromu w CCl, lub woda bromowa

Do probki badanej aminy ok. 0.2 cm® lub 0.2g (wielko$¢ polowy ziarnka grochu) doda¢ trzy krople odczynnika.
Wstrzasnaé, obserwowaé odbarwienie roztworu bromu.
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ALKOHOLE

tert-butanol OH w alkoholach r. z HCI stez/ZnCl,bzw.(proba Lucasa);

etanol OH w alkoholach r. acylowania; proba jodoformowa

1) Rozréznianie rzedowosci alkoholi
Alkohole trzeciorzegdowe w obecnosci bezwodnego chlorku cynku bardzo szybko reaguja z kwasem solnym (stgzonym)
dajac chlorki alkilowe (nierozpuszczalne, oleiste ciecze). Alkohole drugorzedowe reaguja powoli: po 5-10 min. Pojawia
si¢ zmgetnienie, a dopiero po dluzszym czasie powstaje warstewka chlorku alkilowego. Alkohole pierwszorzgdowe nie
reaguja.
ZnCl,bzw.
R,C-OH + HCI —>» RCCl + HO

WYKONANIE:

Odczynnik Lucasa: 15,5g bezwodnego chlorku cynku w 10 cm® stezonego kwasu solnego.

Do probki alkoholu 11T rzedowego ok. 0.5 cm® dodaé ok. 3 cm’® odczynnika. Zakorkowaé probowke i mocno sktécic.
Pozostawi¢ w spokoju, obserwowac czy powstaje warstwa oleista.

2) Préoba jodoformowa
Alkohole zawierajace grupg hydroksylowa przy drugim atomie wegla ulegaja reakcji jodoformowej. Alkohole IIlrz nie
daja tej reakcji.
CH,
R_(';H;OH + 1, * 2 NaOH—% RCOONa + CHI, (zoltyosad) + Nal + 2H,0

WYKONANIE:

Odczynnik : 10g jodku potasu i 5g jodu rozpuszcza si¢ w 50 cm® wody dest.; 5% NaOH

Do probki alkoholu (etanol) ok. 5 kropli doda¢ ok. 2em® wody i 1-2cm® 5% NaOH, a nastepnie kroplami dodawaé
odczynnik do chwili utrzymania si¢ ciemnej barwy jodu. Jesli po kilku minutach nie pojawi si¢ osad wstawi¢ probowke
do goracej wody na kilka minut. Ozigbi¢, obserwowac zmiany.

3) Acylowanie (WYCIAG!)
Alkohole w reakcji z chlorkiem acetylu lub benzoilu tworza estry: osady lub ciecze nie rozpuszczalne w wodzie o mitym

zapachu.

Na,CO, NaOH
a) R—OH + CH,COCI —» CH,COOR + HCI i p R—OH + CH,LCOCI —» CH,COOR + NaCl + H,0

WYKONANIE (wykona¢ jedna z podanych préb):

Odczynniki: chlorek acetylu, nasycony roztw. weglanu sodu, lub chlorek benzoilu, 20% roztw.NaOH

a) Do 0.5cm’ badanej substancji (etanol) dodaé ok. 0.5cm’ chlorku acetylu. Obserwowaé efekt cieplny oraz wydzielanie
si¢ chlorowodoru. Wyla¢ zawarto$¢ proboéwki do nasyconego roztworu weglanu sodu. Obserwowaé warstwe oleista,
zbada¢ zapach.

b) Do matej kolbki wlaé¢ 0.5¢cm’ badanej substancji, 1cm® wody dodaé ok. 0.2cm’ chlorku benzoilu. Dodawa¢ porcjami,
wstrzasajac ok. 1em® 20% wodorotlenku sodu (do uzyskania odczynu zasadowego. Obserwowaé powstawanie osadu lub
oleju.
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FENOLE

Rezorcyna, OH przy pierscieniu r.zFeCl;; r.zBr,; r. acylowaniaz RC(=0)Cl
fenol lub aromatycznym
2-naftol

1) Reakcja z solami zelaza (I1I)
Fenole z solami Zelaza (III) daja barwne kompleksy (fioletowe, granatowe, purpurowe, zielone — barwa zalezy od
podstawnikow w pier§cieniu aromatycznym)

WYKONANIE:
2% roztw. chlorku zelaza(III) , etanol

Probke badanego fenolu ok. 0.2 cm’ lub 0.2g (wielko$é potowy ziarnka grochu) rozpuscié w wodzie lub etanolu
nastgpnie doda¢ parg kropli odczynnika. Obserwowac zabarwienie roztworu.

2) Bromowanie (WYCIAG!)

Fenole bardzo tatwo ulegaja reakcji bromowania na zimno bez katalizatora.
OH OH

Br Br
+ Bryaq @ +  HBr

Br
WYKONANIE:
2% roztw. bromu w CCl, lub woda bromowa

Do probki fenolu ok. 0.2 cm® lub 0.2g (wielko$¢ potowy ziarnka grochu) doda¢ 5 cm® wody lub 10% HCI a nastepnie
wkrapla¢ odczynnik. Wstrzasa¢, obserwowaé odbarwienie roztworu bromu.
Dodanie wigkszej ilo$ci odczynnika pozwala na otrzymanie osadu tribromopochodnej fenolu.

3) Acylowanie (WYCIAG!)
Fenolany tatwo ulegaja reakcji acylowania z bezwodnikiem octowym, chlorkiem acetylu lub benzoilu dajac w wyniku

odpowiednie estry (octany lub benzoesany).

R R 0 R 0
NaOH
CH,

Cl
WYKONANIE:
20% roztw. NaOH, bezwodnik octowy lub chlorek acetylu, 16d

Probke fenolu ok. 0.2 cm’ lub 0.2g (wielkos¢ potowy ziarnka grochu) rozpusci¢ w 1-2 em’ roztworu wodorotlenku sodu
nastepnie dodaé drobno pokruszony 16d i ok.1 cm’ bezwodnika octowego* lub chlorku acetylu. Wstrzasa¢ pare minut.
Obserwowaé powstajacy osad lub olej tworzacego si¢ estru.

* reakcja przebiega tagodnie;j.

Podobnie postgpuje sig przy zastosowaniu chlorku benzoilu.

5 Jolanta Jaroszewska-Manaj



WEGLOWODORY

Toluen,
naftalen weglowodor aromatyczny r. z AlCl;3 bzw.+CHCl;; rozpuszczalnosé w HySOy stez.

antracen

1) Reakcja z AICL; i chloroformem
Zwiazki aromatyczne reaguja z chloroformem w obecnosci bezwodnego AICl; dajac barwne kompleksy. Pochodne
benzenu sa zo6tte lub pomaranczowe, pochodne naftalenu - fioletowe, niebieskie lub zielone, pochodne antracenu -

zielone.
AICI,
CHe + CHCl, ——— (C,H,),CCl + (CgHy),

CcHy),CH, + HCI
(CeHy),CCl + AlCl, —»  (CeHy),C™ (AIC,)~ 4—' (AICI,) -

WYKONANIE :

Odczynniki: bezwodny chlorek glinu, chloroform

Do 5 kropli badanej substancji (0k.0.1g) doda¢ ok. lem’ chloroformu. Otrzymany roztwér nanie$é na krysztatek
bezwodnego chlorku glinu na ptytce do analizy kroplowej. Obserwowac zmiany.

2)Dzialanie kwasem siarkowym
A) Weglowodory aromatyczne nie rozpuszczaja si¢ na zimno w kwasie siarkowym.
B) Alkeny, alkany

cykloheksen alken reakcja z Br,aq;  reakcja z KMnO,

heksan weglowodor alifatyczny rozpuszczalno$¢ w H,SOystez.; zabarwienie roztw.jodu

1)Reakcja z bromem (WYCIAG!)
Weglowodory nienasycone ulegaja reakcji addycji. Nastgpuje odbarwienie wody bromowej
RCH=CHR + Br, —» RCHBr-CHBrR

WYKONANIE :

Odczynniki: woda bromowa
1 cm® badanej substancji doda¢ ok. 0.5¢m® odczynnika. Wstrzasnaé obserwowa¢ zmiany.

2)Reakcja z manganianem(VII) potasu
Weglowodory nienasycone ulegaja reakcji addycji. Nastepuje natychmiastowe odbarwienie roztworu manganianu(VII)

potasu.
KMnO,

RCH=CHR ~ ———  RCHOH-CHOHR EKMnO4 + H,0 —» 2KOH +2MnO, + 20|

WYKONANIE :

Odczynnik: 0.5% roztwor manganianu (VII) potasu w wodzie destylowane;j.

Do 0.5 cm’ badanej substancji doda¢ ok. 2cm’ acetonu, a nastepnie dodawaé odczynnik po kropli. Wstrzasnaé
obserwowa¢ zmiany. Jesli po 3-4 kroplach zabarwienie znika zwiazek zawiera uktad nienasycony.

3)Dzialanie stezonym kwasem siarkowym
Ww. nasycone nie rozpuszczaja si¢ na zimno w stgzonym kwasie siarkowym. Ww. nienasycone rozpuszczaja sig¢
powoli: roztwor ogrzewa sig, ciemnieje, nastgpuje zweglenie, wydziela si¢ SO.

4)Rozpuszczanie jodu
Jod rozpuszczony w weglowodorach daje zabarwienie rézowofioletowe.
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ETERY
| eter etylowy eter | rozpuszczalno$é w H,SQO, stez.; zabarwienie roztworu jodu |

1)Dzialanie stezonym kwasem siarkowym
Eter etylowy rozpuszcza si¢ na zimno w stgzonym kwasie siarkowym.

2)Rozpuszczanie jodu
Jod rozpuszczony w eterze etylowym (czy innych rozpuszczalnikach zawierajacych tlen) daje zabarwienie
z6ltobrazowe.

KWASY
| kwas benzoesowy | grupa karboksylowa | reakcja estryfikacji |

1)Reakcja estryfikacji
Kwasy karboksylowe w reakcji z alkoholami daja estry — zwiazki nierozpuszczalne w wodzie

odznaczajace si¢ charakterystycznym, zazwyczaj przyjemnym zapachem.
H,SO, stez.
R—COOH + CHCHOH —————»  R.COOCH,CH, + H,0

WYKONANIE :

Odczynniki: metanol kwas siarkowy stgz., nasycony roztwor weglanu sodu

0.5g kwasu (ilo$¢ odp. 1-2 ziarnkom grochu) doda¢ ok. 1ecm® alkoholu i 2 krople H,SO, stez. Ogrzewaé do wrzenia
przez ok. 10 min. Ochtodzi¢ wylaé ostroznie na 5 cm’ nasyconego roztworu weglanu sodu.

Obserwowacé powstawanie warstwy estru. Bada¢ zapach.

ZWIAZKI KARBONYLOWE

| aceton | gr.karbonylowa-keton | r. z 2,4-dinitrofenylohydrazyna; r. haloformowa

1) Reakcja z 2,4-dinitrofenylohydrazyna
Zwiazki zawierajace grup¢ karbonylowa (aldehydy i ketony) w reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyna daja krystaliczne
osady dinitrofenylohydrazonow.

WYKONANIE:

Odczynnik : 2g 2,4-dinitrofenylohydrazyny rozpusci¢ w 15cm’ stezonego kwasu siarkowego. Roztwoér ten dodawaé do
150cm’® etanolu ciagle mieszajac i ziebiac. Cato§é rozcienczyé 500cm® wody destylowanej. W razie potrzeby
przesaczyc.

Do probki ok. 2-3 kropli dodaé ok. 3cm’ klarownego odczynnika, mocno wstrzasnaé, pozostawi¢ na kilka, kilkanascie
minut. Obserwowac pojawianie si¢ osadu.

2) Proba jodoformowa
Ketony zawierajace grupg karbonylowa przy drugim atomie wggla oraz aldehyd octowy ulegaja reakcji jodoformowe;.

(patrz alkohole).
CH, I, + NaOH

R —(IJ =0 —— >  RCOONa + CHI, (zolty osad)
WYKONANIE:
Odczynnik : 10g jodku potasu i 5g jodu rozpuszcza si¢ w 50 cm® wody dest.; 5% NaOH

Do probki ketonu ok. 5 kropli dodaé ok. 2cm® wody i 1-2cm® 5% NaOH, a nastepnie kroplami dodawaé odczynnik do
chwili utrzymania si¢ ciemnej barwy jodu. Jesli po kilku minutach nie pojawi si¢ osad wstawi¢ probowke do goracej
wody na kilka minut. Ozigbié¢, obserwowaé zmiany.
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ALDEHYDY
glukoza gr.karbonylowa -aldehyd proba lustra srebrowego (proba Tollensa),
aldehyd octowy lub proba Fehlinga (CuO—Cu,0)

Wykona¢ jedna z podanych préb 1) lub 2).

1) Proba Tollensa
Proba Tollensa jest ogolna reakcja na aldehydy. Ulegaja jej rowniez cukry.
H

|
R—C=0 + Ag,0 —¥» RCOOH + 2Ag (lustro srebrowe)

WYKONANIE:
Odczynniki : 1% r. wodny azotanu srebra, 5% r. NaOH, woda amoniakalna

Do starannie oczyszczonej probowki dodaé 0.5 cm’® 1% roztworu wodnego azotanu srebra, 0.5 cm’ roztworu
5% NaOH oraz kroplami wode¢ amoniakalna do chwili rozpuszczenia utworzonego osadu. Nastgpnie doda¢
par¢ kropli aldehydu. Wstrzasnaé, ogrza¢ w cieptej fazni wodnej. Obserwowac tworzenie lustra lub osad
srebra.

2) Proba Fehlinga
Proba Fehlinga jest modyfikacja proby Trommera; tu wodorotlenek miedzi (II) zastosowany jako kompleks
z winianem jest lepiej rozpuszczalny i reakcja przebiega tatwiej. Reakcji tej ulegaja zazwyczaj aldehydy
alifatyczne i cukry redukujace (sacharoza nie daje tej proby).
W wyniku reakcji redoks powstaje ceglasty osad tlenku miedzi (I). [Formaldehyd jako silny reduktor
powoduje wytracenie miedzi metalicznej].
H
CH;(IEZO +:Cu(OH), + OH- —% CH,CO0  + Cu,0 + s H,0

WYKONANIE:
Odczynniki : I — wodny roztwor siarczanu(VI) miedzi (II),
1II - alkaliczny roztwor winianu sodowo-potasowego.

Do probowki zawierajacej dwie krople lub ok. 0.1g badanej substancji doda¢ mieszaning odczynnikow I i 17
(po 1 cm’) ; ogrzewaé ok. pigé minut na tazni wodnej. Dodatni wynik: obserwuje si¢ wydzielanie ceglastego
osadu.

(Odczynnik Trommera: CuSO, + wodorotlenek sodu; odczynnik Benedicta: CuSO, + mieszanina cytrynianu
sodu i1 weglanu sodu).

AMINOKWASY

| Glicyna lub prolina | aminokwas | proba ninhydrynowa

1) Proba ninhydrynowa
Zwiazki z | rzgdowa grupa aminowa daja z ninhydryna biekitne (lub purpurowe) zabarwienie roztworu.

0 O Q

0
CO,H 1
R_sz_NHZ ‘o OH N@ + R-CH +3H,0 +CO,
OH
0

o) O
WYKONANIE:

Do szczypty aminokwasu rozpuszczonego w 0.5 cm’ wody destylowanej dodaé 3 krople 0.5% wodnego
roztworu ninhydryny. W razie potrzeby ogrza¢. Obserwowaé zabarwienie.
Aminokwasy z Il rz. grupa aminowa daja zolte zabarwienie.

Aminokwasy z grupa NH,, podobnie jak aminy I rzedowe ulegaja reakcji z kwasem azotowym (III).
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Cwiczenie 2.
Identyfikacja nieznanego zwiazku organicznego:

a) pomiar statych fizykochemicznych (np. temp. wrzenia lub topnienia)
b) oznaczenie grupy rozpuszczalnosci
¢) ustalenie rodzaju grupy funkcyjnej na podstawie charakterystycznych reakcji

d) wykonanie pochodnej krystalicznej 1 oznaczenie statych fizykochemicznych (jesli okaze si¢ niezbedne)
e) poréwnanie otrzymanych wynikéw z danymi literaturowymi.

Literatura - [1] - [7]

Ad b)

Na podstawie oznaczenia rozpuszczalnosci w odpowiednio dobranych rozpuszczalnikach badany
zwiazek jest zaklasyfikowany do grupy rozpuszczalno$ci oznaczanej w literaturze rzymskimi
cyframi lub symbolami literowymi:

GRUPA ROZPUSZCZALNOSC CHARAKTER
I (E) Woda, eter etylowy zwiazki o matej czasteczce - obojetne, kwasowe, zasadowe
(alkohole, aldehydy, ketony, kwasy, estry (do 4 atoméw
wegla) aminy (do 6 atomow wegla))
I (E) tylko woda zwiazki polarne, np. sole, aminokwasy,
zwiazki wielowodorotlenowe, wielokarboksylowe
Ila (Kw,) NaOH i NaHCO; zwiazki kwasowe
IIIb Kw,) tylko NaOH zwiazki stabo kwasowe
v () HC1 zwiazki zasadowe
vV (0) Nie zawieraja | H,SO, stgz. zwiazki obojetne:
azotu, siarki aldehydy, ketony
estry bezwodniki, chlorki kwasowe,
aklohole, etery
weglowodory nienasycone
weglowodory aromatyczne
VI (N) Nie zawieraja | nierozpuszczalne zwiazki niereaktywne
azotu, siarki weglowodory, chlorowcopochodne
VII (R) Zawieraja azot, | nierozpuszczalne roézne typy zwiazkow zawierajacych azot, siarke
siarke
SCHEMAT. Oznaczanie grupy rozpuszczalnosci.
ROZPUSZCZALNIKI GRUPY
r zwigzki rozpuszczalne w wodzie i eterze etylowym - | (E1)
r [~ eter etylowy _\:
nr zwigzKi rozpuszczalne w wodzig e ! (E1)
—H,0— .
2 r [~ silne kwasy llla (Kw,)
. —NaHCO, 1
L NaoH nr |_stabe kwasy b (Kw,)
nr . — zwiazki zasadowe IV (2)
HCI rozc.
nr ——H,SO, stez.——[
nri— zwigzki niereaktywne - \f| (N)
L zwigzki obojetne zawierajace azot i siarkg - VIl (R)

Jolanta Jaroszewska-Manaj



Cwiczenie 3.
Zastosowanie metody chromatografii cienkowarstwowej do identyfikacji skladnikow
mieszaniny zwiazkéw organicznych. Izolacja skladnikéw materialu biologicznego.

CHROMATOGRAFIA (podstawy)

Metody chromatograficzne znajduja gltoéwnie zastosowanie do identyfikacji i1 oznaczania
substancji. Stosuje si¢ je rowniez do otrzymywania czystych zwiazkéw chemicznych, co jest
nieodzowne przy okreslaniu struktury. Zarowno zwiazki naturalne jak i otrzymywane syntetycznie
sa zwykle zanieczyszczone domieszkami substancji o zblizonych wlasciwosciach. W takich
przypadkach, sposréd réznych sposobdw oczyszczania (krystalizacja, destylacja, ekstrakcja) metody
chromatograficzne sa najskuteczniejsze.

Kazdy uktad chromatograficzny sktada si¢ z trzech zasadniczych elementoéw: fazy nieruchomej
(stacjonarnej), fazy ruchomej i substancji rozdzielanej. Fazg stacjonarna moze stanowi¢ substancja
porowata - adsorbent (zel krzemionkowy, tlenek glinowy, celuloza itp.), moze to by¢ woda lub
rozpuszczalnik organiczny naniesiony na nos$nik nieaktywny. Fazg ruchoma stanowi rozpuszczalnik
lub uktad rozpuszczalnikéw, poruszajacy si¢ wzgledem fazy stacjonarnej dziataniem sit kapilarnych
lub na skutek swobodnego przeptywu.

Mieszanina rozdzielana rozpuszcza si¢ w fazie ruchomej i wedruje wraz z nig. Ruch ten
moze by¢ spowalniany lub zatrzymany przez fazg stacjonarna na skutek adsorpcji, chemisorpcji lub
w wyniku konkurencyjnego rozpuszczania substancji badanej w rozpuszczalniku fazy stacjonarne;.
W zalezno$ci od charakteru zjawisk rozréznia si¢ chromatografie adsorpcyjna, podziatowa
(rozdzielcza), jonowymienna itd.

Chromatografia adsorpcyjna

Zjawisko adsorpcji polega na zatrzymywaniu substancji przez porowata powierzchni¢ ciala
stalego. Czasteczki badanego zwiazku przyczepiaja si¢ w aktywnych miejscach adsorbenta, czyli
podlegaja dziataniu sit adsorpcji, ale jednocze$nie przejawiaja daznos¢ do przechodzenia do
roztworu (desorpcja). W wyniku tych przeciwstawnych tendencji ustala si¢ rtOwnowaga dynamiczna
pomigdzy iloscia czasteczek zaadsorbowanych 1 iloscia czasteczek powracajacych do roztworu. Gdy
substancja jest calkowicie adsorbowana, plama na chromatogramie w ogole nie ulegnie
przesunigciu. Natomiast, gdy substancja nie adsorbuje si¢ wcale, plamka badanej substancji wedruje
z czotem rozpuszczalnika stanowiacego fazg ruchoma.

Najwazniejszym czynnikiem decydujacym o rozdziale mieszaniny metoda chromatografii
adsorpcyjnej jest selektywnos$¢ adsorpcji jej sktadnikow w stosowanym uktadzie.

Wplyw adsorbenta. O wiasciwosciach adsorbenta decyduje jego charakter chemiczny, struktura
krystalograficzna, ilo§¢ wody hydratacyjnej, a takze zanieczyszczenia. Aktywno$¢ adsorpcyjna
niektorych, czesciej stosowanych adsorbentéw wzrasta w nastepujacej kolejnosci: celuloza, zel
krzemionkowy, tlenek glinu

Wplyw rozpuszczalnika. W ukladach adsorpcyjnych ciato state - ciecz, rozpuszczalnik nie
zachowuje si¢ catkowicie biernie wobec substancji rozpuszczonej 1 adsorbenta. W wielu
przypadkach poprzez solwatacj¢ zmienia si¢ powinowactwo substancji badanej do adsorbenta.
Réwnoczesnie rozpuszczalnik moze zmienia¢ aktywnos$¢ adsorbenta. W doborze odpowiedniego
rozpuszczalnika przydaje si¢ szereg eluotropowy wskazujacy wzrastajaca sile wymywania:
heksan<toluen<chloroform<eter etylowy<aceton<alkohole < woda < zasady, kwasy organiczne.
Polepszenie rozdzialu uzyskuje si¢ przez stosowanie mieszanin rozpuszczalnikdéw o roznej
polarnosci.
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Chromatografia cienkowarstwowa
Zaleta chromatografii cienkowarstwowej jest jej duza czuto$¢ umozliwiajaca wykrywanie
sladowych ilosci sktadnikow badanej mieszaniny oraz duza szybko$¢ rozwijania chromatogramow.
Potozenie plam poszczegdlnych sktadnikow okresla si¢ za pomoca wspotezynnika Rf:

Rf - odleghogd  Zrodka plamy od lini startu

odleghodd czoda rozpuszezalnka od linii startu

Iiniz crobe 5 — — |7 o ottt

a
linia starhy = = — | —o—0—0—
I nmT
mium'#na
Przyidadowe: R, =%

Powtarzalno$¢ wartosci Rf zalezy od warunkéw, w jakich przeprowadza si¢ chromatografig.
Waznym czynnikiem, ktéry ma wplyw na prawidlowe rozwijanie chromatogramu i na warto$¢ Rf
jest nasycenie komory parami rozpuszczalnika rozwijajacego. Uzyskuje si¢ to przez
kondycjonowanie komory wylozonej bibuta przez okres od 15 min. nawet do 2 godz.

Nie jest wskazane stosowanie $wiezo sporzadzonych roztworéw mieszanin rozpuszczalnikow -
trzeba odczeka¢ (15-60 min) az ustali si¢ rownowaga. Jednak nie nalezy przygotowywaé roztworéw
na zapas, bowiem moga nastapi¢ zmiany sktadu w czasie przechowywania (reakcje migdzy
sktadnikami, zmiany pod wplywem $wiatla, odparowywanie sktadnikow lotniejszych itp.).
Zazwyczaj po 3-4 dniach nalezy przygotowaé nowe roztwory.

Duzy wptyw na rozdziat chromatograficzny ma temperatura. Zmiany temperatury powoduja zmiany
sktadu fazy ruchomej, a takze wplywaja na rozpuszczalno$¢ substancji badane;.

Dla identyfikacji zwiazku, jesli to mozliwe, najlepiej réwnocze$nie chromatografowac obok siebie
probke badana, wzorcowa i ich mieszaning.

Plytki chromatograficzne. Obecnie uzywa si¢ plytek handlowych z odpowiednim adsorbentem.
Ptytki na folii s fatwe w uzyciu. Mozna je przycia¢ nozyczkami do odpowiedniej wielkosci.

Nanoszenie roztworéw substancji badanej. Roztwory nanosi si¢ w postaci plamek lub pasm na
linig startu w odlegtosci 0.5 - 1 cm od krawedzi ptytki. Do nanoszenia stosuje si¢ mikropipety lub
kapilary. Pozadane jest by powstala plamka byla jak najmniejsza. Przy matym stgzeniu roztwor
nakrapla si¢ kilkakrotnie w tym samym miejscu.

Komory chromatograficzne. Sa to pojemniki szklane z dopasowana pokrywa. Bardzo wygodne
w stosowaniu sa zwykle sloiki. Na dno nalewa si¢ roztwor rozwijajacy. Wewngtrzne $cianki
wyktada si¢ bibuta, ktéra wchtania roztwor rozwijajacy, co ulatwia wysycenie komory parami
rozpuszczalnikow.
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Izolacja skladnikow materialu biologicznego. Barwniki lisci.

Podstawowym barwnikiem chloroplastow (lisci) jest chlorofil - zielony barwnik istotny
w procesie fotosyntezy. Obok niego wystepuja m.in. barwniki z grupy karotenoidow,
z ktérych podstawowymi sa karoteny i ksantofile.

\

CH,CO0C ‘

o

chlorofila R = CH3
chlorofilb R = CHO ksantofil

Celem ¢wiczenia jest wydzielenie barwnikow z liSci metoda ekstrakcji 1 ich analiza za
pomoca chromatografii.

WYKONANIE

Odczynniki Aparatura, materiaty

aceton mozdzierz porcelanowy, ndz, nozyczki, bibuta
heksan rozdzielacz, zlewki lub erlenmajerki, lejek szklany,
eter etylowy ptytki chromatograficzne (silikazel),

Na,SO4 bezwodny komora chromatograficzna,

EKSTRAKCJA BARWNIKOW Z LISCI

Okoto 5 g $wiezych lub mrozonych, zielonych lisci (z dowolnej rosliny) pokroi¢ i ucierac¢
w mozdzierzu porcelanowym z mala iloscia ( ok. 10cm’) acetonu. Acetonowa zawiesing
przesaczyC. Material roslinny jeszcze dwukrotnie uciera¢ z acetonem, saczy¢. Potaczone
ekstrakty acetonowe umiesci¢ w rozdzielaczu, ekstrahowac kilkakrotnie heksanem do
momentu, az wszystkie barwniki przejda do warstwy heksanowej (warstwa acetonowa
powinna si¢ odbarwi¢). Oddzielone frakcje heksanowe przenies¢ do rozdzielacza
nastgpnie przemy¢ trzykrotnie malymi porcjami wody. Oddzieli¢ warstwe organiczna
1 wysuszy¢ ja za pomoca bezwodnego Na,SO4. Osuszony roztwor barwnikow zagescicé
odparowujac rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem.

CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)
Zageszczony  heksanowy  ekstrakt  barwnikéw  nanies¢  kapilara na  ptytke
chromatograficzna. Czynno$¢ powtarza¢ (po wysuszeniu poprzedniej porcji dopoty, az
plamki beda intensywnie barwne. Resztg roztworu pozostawi¢ do wykonania ¢wiczenia 4.
Plytke wstawi¢ do komory z roztworem rozwijajacym (heksan : aceton 7:3). Rozwija¢ do
momentu, az czolo rozpuszczalnika znajdzie si¢ w odlegtosci ok. 0.5 cm od gbrnej
krawedzi ptytki. Ptytke wyja¢ z komory, zaznaczy¢ czolo rozpuszczalnika 1 wysuszy¢ w
temperaturze pokojowej. Obliczy¢ warto$¢ Ry dla poszczegolnych barwnych plam. Przy
identyfikacji barwnikdw postugujemy si¢ nastepujacymi wskazowkami z szeregu
warto$ci Re:

karoteny > chlorofil a > chlorofil b > ksantofile
Wykona¢ szkic chromatogramu TLC notujac przy kazdej plamie jej barwe, obliczony Ry
oraz nazw¢ zidentyfikowanego zwiazku.
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Przyktadowe warto$ci Ry barwnikow:

Uktad rozwijajacy heksan : aceton ( 7:3) adsorbent: silikazel.

Pigment kolor Wartosé¢ Ry

karoten zOMo-pomaranczowy 0.91
feofityna szary 0.75
chlorofil a niebiesko-zielony 0.63
chlorofil b zielony 0.58
ksantofile 70ty 0.53

70ty 0.47

70ty 0.32

Cwiczenie 4.
Rozdzial skladnikow materialu biologicznego metoda chromatografii kolumnowej.

ADSORPCYJNA CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA

Heksanowy roztwor barwnikow kolumna chromatograficzna, wypehienie
(silikazel), pipety, kapilary,

Zel krzemionkowy wsypa¢ do zlewki, doda¢ heksan i wymieszaé. Tak przygotowana
zawiesing napetni¢ kolumng chromatograficzna, zabezpieczona od strony kranu zwitkiem
waty. Przy pomocy pipetki nanies¢ na kolumng¢ heksanowy roztwér barwnikow
(¢wiczenie 3). Po wsiaknigciu roztworu optuka¢ Scianki kolumny heksanem. Karoteny
eluowac¢ heksanem lub 5% v/v roztworem eteru w heksanie. Zbiera¢ jedynie frakcje
o najwigkszym nat¢zeniu barwy.

’d .
mieszanina /// \/ heksan E\) 5% roztwir
biarwnik dw NET u;’:’”eteru etylowego
wraztworze T “U" w heksanie

heksanowym

|
|
E

L} B o
Zastosowanie roztworu eteru etylowego o wigkszym stezeniu pozwala wydzieli¢

pozostate barwniki.
Otrzymana frakcja postuzy do wykonania ¢wiczenia 6.

=

Literatura - [17] - [20]
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Cwiczenie 5.

Identyfikacja skladnikow materialu biologicznego metoda spektroskopii UV/Vis;
Porownanie danych doswiadczalnych z literatura.

Przygotowane w ¢wiczeniu nr 5 frakcje barwnikow rozcienczy¢ odpowiednim dla danej frakcji

eluentem (heksan, 5%v/v roztwor eteru etylowego w heksanie). Zapisa¢ widma kazdej frakcji
w zakresie 200 nm-700 nm. Otrzymane widma poréwnac z danymi literaturowymi.

Literatura - [11] - [13], [16], [18], [20], [21],

Przykladowe widma z literatury:

B-karoten

z6lto-pomaranczowy

1.0 B-karoten :
ksantofile: luteina: --------------

08¢

Q

Q 0.6

o

£

(o]

§ 0.4
0.2

300 350 400 450 500 550 T TR —
Wavelength {(nm) )

LA S B B

i chlorofil ¢ == niebieskozielony

natezenie wzgledne

dtugosd fali,nm

chlorofil b ------------ zielony
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PRZYGOTOWANIE OPISU CWICZEN

Cwiczenie 1.

Opis identyfikacji kazdej analizowanej grupy funkcyjnej musi zawieraé: cel, sposéb
wykonania i schematy reakcji, obserwacje 1 wyniki oraz wnioski.

Cwiczenie 2

Cel : Identyfikacja zwiazku organicznego
Tok analizy, obserwacje:
1. Wyglad SUDSTANCTI....cciuviieiiieeiiieeiieeeeeeeee et

2. Temp. topnienia lub wrzenia...........cccccevenneee. °Cc
3. Sktad pierwiastkowy: C, H.,.......
4. Grupa rozpuszczalnos$ci:

7. Dane literaturowe. Nazwa 1 wzor zidentyfikowanej substancji.

Cwiczenie 3, 4.

Opracowanie ¢wiczenia musi zawiera¢: cel, opis metodyki (informacje literaturowe),
stosowane warunki wydzialania barwnikow z materialu biologicznego, warunki analizy
TLC, warunki rozdzialu i przebieg chromatografii kolumnowej, obserwacje 1 wyniki,
poréwnanie wynikow z literatura, wnioski.

W dyskusji wynikéw uzasadni¢ ewentualne wystgpowanie innego sktadnika, nie
wymienionego w instrukcji lub brak jakiego$ z czterech wymienionych barwnikéw
ro$linnych w produktach rozdziatu chromatograficznego.

Cwiczenie 5.

Opracowanie ¢wiczenia musi zawiera¢: cel, opis metodyki (informacje literaturowe),
obserwacje 1 wyniki, porownanie wynikéw z literatura, wnioski.

W dyskusji wynikow zidentyfikowa¢ maksima absorpcji badanych barwnikow; uzasadni¢
réznice migdzy otrzymanymi widmami oraz widmami barwnikéw roslinnych pokazanymi
w literaturze.
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WYMAGANIA DO SPRAWDZIANOW WEJSCIOWYCH

Sprawdzian 1

Reakcje charakterystyczne zwigzkow organicznych.

1. Kwasy - wykrywanie charakteru kwasowego, tworzenie estrow.

2. Fenole - proba z FeCls, préba z Br,, tworzenie barwnikow azowych.

3. Enole - proba z FeCls:

4. Nitrozwiazki alifatyczne 1 aromatyczne - kwasowos$¢ a rzedowos¢, reakcja
z kwasem azotowym(III), redukcja.

5. Aminy - wykrywanie charakteru zasadowego, rozréznianie rzedowosci (reakcja
zHNO,, metoda Hinsberga), acylowanie, rozroéznianie amin alifatycznych
1 aromatycznych, tworzenie soli, odzyskiwanie amin z soli.

6. Pochodne hydrazyny.

7. Aldehydy 1 ketony - rozrdznianie zwiazkow karbonylowych (proba Tollensa,
Fehlinga), proba jodoformowa, reakcje z hydroksyloamina, hydrazyna i jej pochodnymi.

8. Estry - tworzenie kwasow hydroksamowych, hydroliza (identyfikacja produktow)

9. Alkohole - reakcja z sodem, rozrdznianie rzedowosci (proba Lukasa), acylowanie,
proba jodoformowa.

10. Etery - Préba z jodem, rozszczepianie kwasem jodowodorowym.

11. Bezwodniki, halogenki kwasowe - reakcje z alkoholami i1 aminami, hydroliza,
ruchliwo$¢ chlorowca w halogenkach acylowych.

12. Amidy - hydroliza, wyodregbnianie 1 identyfikacja produktow.

13. Nitryle - hydroliza.

14. Chlorowcopochodne - rozréznianie typu chlorowa (reakcje z AgNOs, Nal).

15. Weglowodory - wykrywanie uktadu aromatycznego oraz wigzan wielokrotnych.

16. Aminokwasy i peptydy - charakter amfoteryczny aminokwaséw, identyfikacja

grupy aminowej i kwasowej. Wykrywanie wigzania peptydowego.

17.Weglowodany - rozpuszczalno$¢, proba ogdlna wykrywania cukrow, proby

na cukry redukujace.

Sprawdzian 2

IDENTYFIKACJA ZWIAZKOW ORGANICZNYCH METODAMI KLASYCZNYMI
Tok postgpowania w trakcie jakosciowej analizy organicznej:

1. Kryteria czysto$ci zwiazku organicznego. Oczyszczanie probki.

2. Stale fizyczne zwiazkoéw organicznych.

3. Jako$ciowe oznaczanie pierwiastkow (N, S, Cl, Br, J). Stapianie z sodem.

4. Podziat zwiazkéw organicznych na grupy rozpuszczalnosci.
Krystaliczne pochodne sluzgce do identyfikacji zwiazkéw organicznych:

1. Wymagania stawiane zadowalajacej pochodnej krystaliczne;.

2. Znajomos¢ reakcji otrzymywania podstawowych pochodnych krystalicznych
zwiazkow organicznych (weglowodorow 1 ich nitro i chlorowcopochodnych,
kwasow karboksylowych 1 ich pochodnych, fenoli, amin o r6znej rzgdowosci,
alkoholi, aldehydow, ketonéw, aminokwasow, weglowodanow).
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Sprawdzian 3

KLASYCZNE METODY ROZDZIELANIA MIESZANIN ZWIAZKOW ORGANICZNYCH

1. Krystalizacja - rozpuszczalno$¢ zwiazkdéw organicznych, stosowane rozpuszczalniki oraz
ich dobor w zaleznosci od natury oczyszczanego zwiazku i zanieczyszczen.

2. Ekstrakcja
a) podstawy ekstrakcji (wspolczynnik podzialu), sposdb wykonania, zasady ekstrakcji
przeciwpradowej
b) ekstrakcja czynnymi chemicznie rozpuszczalnikami (wykorzystanie reaktywnosci
grupowej, np. rozdziat zwiazkdéw obojetnych kwasnych stabo zasadowych itp.).

3. Destylacja prosta i frakcyjna - efektywno$¢ rozdzialu w zaleznosci od rdznic
w warto$ciach temperatur wrzenia. Mieszaniny azeotropowe.

4. Destylacja z para wodna - zasady tej metody, mozliwo$ci zastosowania.

CHROMATOGRAFICZNE METODY ROZDZIELANIA MIESZANIN ZWIAZKOW
ORGANICZNYCH. IDENTYFIKACJA ZWIAZKOW METODA CHROMATOGRAFII

1. Chromatografia - podstawy fizykochemiczne:
a) ogodlne podstawy fizyczne chromatografii adsorpcyjnej, podzialowej, jonowymiennej;
b) podstawy fizyczne chromatografii adsorpcyjnej, stosowane adsorbenty i ich aktywnos¢;
szereg eluotropowy rozpuszczalnikow
¢) podstawy fizyczne chromatografii podzialowej, faza ruchoma i stacjonarna, rodzaje
wypehien, chromatografia w odwréconych fazach.

2. Techniki chromatograficzne:

a) chromatografia cienkowarstwowa - stosowane adsorbenty, dobor rozpuszczalnikow
rozwijajacych, wizualizacja plam (odczynniki wywotujace), wartosci Rf 1 ich odtwarzalnos¢,
chromatografia cienkowarstwowa preparatywna
¢) chromatografia bibutowa - technika wst¢pujaca i sptywowa, wywolywanie plam, wartosci
Rf1 ich odtwarzalnos¢

3. Dobér rodzaju chromatografii do oznaczenia okreslonego zwiazku organicznego.

Sprawdzian 4

CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA

a) Chromatografia kolumnowa - wybor wypetienia i eluentow w zaleznosci od sktadu

mieszaniny rozdzielanej, sposob postgpowania w przypadku nieznanego sktadu, ilos¢

naktadanej substancji w zaleznosci od ilo$ci wypeienia, kontrola rozdziatu

b) Chromatografia gazowa - faza stacjonarna i faza ruchoma, czasy retencji 1 ich odtwarzalnos¢,
identyfikacja pasm, zastosowanie w celach preparatywnych
e) wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa - rodzaje wypelnien, rozmiary kolumn,
warunki dobrej pracy kolumny.

¢) Dobor rodzaju chromatografii do oznaczenia okreslonego zwiazku organicznego.

SPEKTROSKOPIA W NADFIOLECIE (UV) I SWIETLE WIDZIALNYM (VIS).

Sprawdziany obejmuja rowniez zagadnienia zwigzane z wykonaniem c¢wiczen
(instrukcje).
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REGULAMIN PRACOWNI Z CHEMII ORGANICZNEJ

1. Uczgszczanie na ¢wiczenia jest obowiazkowe. Kazda nieobecno$¢ musi by¢ usprawiedliwiona
zwolnieniem lekarskim. Trzykrotne opuszczenie zaje¢ bez usprawiedliwienia skutkuje
zawieszeniem studenta w ¢wiczeniach i powiadomieniem Dziekana.

2. Na ¢wiczenia nie wolno si¢ spozniaé. Trzykrotne spdznienie jest traktowane jak dzien
nieobecnosci!

3. Studenci obowiazani sa pracowaé wylacznie w baweklianych fartuchach laboratoryjnych
i okularach ochronnych. Student przystepujacy do ¢wiczen musi by¢ ubezpieczony.

4.Studenci MUSZA ZNAC ZASADY BHP w laboratoriach chemicznych oraz zasady
udzielania pierwszej pomocy w nieszczesliwych wypadkach. INSTRUKCJA ZNAJDUJE SIE
W SALI CWICZEN.

5. Studentom nie wolno spozywa¢ positkow w sali ¢wiczen,

pracowac z uszkodzonym, grozacym wypadkiem szklem laboratoryjnym,
uzywac sprzetu pomocniczego niezgodnie z jego przeznaczeniem,

trzymac teczek i torebek na stole laboratoryjnym lub na podtodze

przyjmowac gosci na sali ¢wiczen

6. Wszystkie prace z rozpuszczalnikami palnymi (np. etery, aceton, alkohole, weglowodory,
estry itd.) nalezy wykonywa¢ w odleglosci 3 m od palnika z otwartym ogniem.

7. Pozostatosci po syntezie nalezy zbiera¢ w przeznaczonych na ten cel, odpowiednio oznaczonych
pojemnikach. Nic oprécz roztworéw wodnych nie powinno trafi¢ do zlewu !

8. Studenci obowiazani sa do przestrzegania porzadku i czystosci na stole przy ktorym pracuja, na
sali, w szafkach 1 szufladach ze szktem i sprzg¢tem laboratoryjnym.

9. Kierownik ¢wiczen wyznacza dyzurnych, ktorzy pilnuja porzadku w trakcie trwania zaj¢¢, dbaja
o systematyczne wyjmowanie szkta z suszarki i odktadanie na wilasciwe miejsce. Przynajmniej
30min. przed koncem d¢wiczen dyzurni porzadkuja sale: odktadaja na miejsce odczynniki
chemiczne, szkto isprzet pomocniczy, sprzataja stoty i konsole pod wyciagami, gasza palniki,
zakr¢caja krany 1zdejmuja z nich weze, wylaczaja urzadzenia -elektryczne jak wagi,
autotransformatory oraz wyciagi.

10. Kazdy student jest odpowiedzialny materialnie za szkto i1 sprze¢t laboratoryjny. W przypadku
zniszczenia studenci sa zobowiazani do odkupienia lub zaptaty za naprawe.

11. Wszystkich studentow obowiazuje oszczednos¢ w uzywaniu odczynnikow chemicznych gazu,
wody i pradu.

12. Kazdy student obowiazany jest stosowa¢ si¢ do regulaminu pracowni.
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