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1. WPROWADZENIE

Najbardziej istotnym zadaniem chemii organicznej jest niewatpliwie wyodrgbnianie
1 okreslanie budowy zwigzkoéw zaréwno pochodzenia naturalnego jak i syntetycznego. Zadanie
to w swojej istocie ma charakter analityczny. Dlatego tez analiza zwigzkow organicznych
odgrywa tak wielka role we wszelkich poczynaniach chemika organika.

Identyfikacja zwigzku organicznego jest czesto zadaniem trudnym i skomplikowanym.
Ze wzgledu na wielka liczbe 1 ogromna réznorodno$¢ zwigzkdéw organicznych nie mozna tutaj
zastosowac tak prostego schematu postepowania, jak ma to miejsce w przypadku analizy
zwigzkow nieorganicznych. Nie mniej jednak postgpowanie analityczne nalezy prowadzié
W sposob systematyczny, umozliwiajgcy kolejng eliminacje tych grup potaczen, do ktorych
badana substancja na pewno nie nalezy.

Wiadomo, ze poszczegdlne cztony danego szeregu homologicznego ulegaja podobnym
przemianom, za ktére odpowiedzialna jest charakterystyczna grupa funkcyjna.
Wiadomo, ze w danym szeregu homologicznym zmieniajg si¢ wlasciwosci fizyczne takie jak
np. temperatura wrzenia lub temperatura topnienia w zalezno$ci od dhlugosci rodnika.
Okreslenie wymienionych wlasciwosci pozwala wigc wyeliminowaé szereg zwigzkow,
do ktérych badana substancja nie nalezy i zawezi¢ zakres badan.

Ogolnie przyjety schemat postgpowania analitycznego mozna ujaé w nastgpujacych
punktach:

1. Wykonanie prob wstepnych, do ktoérych naleza:
a) oznaczanie wlasnosci fizycznych i ustalanie czystosci badanego zwigzku,
b) jakosciowe i iloSciowe oznaczenie pierwiastkow,
€) badanie rozpuszczalno$ci.
2. Wykonanie tzw. reakcji grupowych w celu wykrycia grup funkcyjnych
1 zaszeregowania badanego zwigzku do danej klasy /danego szeregu homologicznego/.
3. Otrzymanie i okreslenie wtasciwos$ci pochodnych badane;j substancji.
4. Zestawienie wszystkich dotychczasowych wynikow analizy i wnioskow i poréwnanie
ich z odpowiednimi danymi z piSmiennictwa chemicznego. Calkowita zgodno$¢ tych
danych stanowi zakonczenie identyfikacji.

Nalezy podkresli¢, Zze przedstawiony schemat jest tylko ogdélnym przewodnikiem
do metod postgpowania. Warunkiem koniecznym dla uzyskania dobrych wynikow jest
umiejetnos¢ zastosowania w kazdej sytuacji nabytych wiadomosci z chemii organicznej oraz
zdolno$¢ prawidlowej oceny zaobserwowanych faktow.

W tym miejscu trzeba doda¢, ze przy identyfikacji zwiazkéw organicznych obecnie coraz
czesciej stosuje sie metody fizyczne. Naleza do nich spektroskopia w nadfiolecie /UV/,
spektroskopia w podczerwieni /IR/, magnetyczny rezonans jadrowy /NMR/, spektroskopia mas
I rentgenowska analiza strukturalna.



2. PROBY WSTEPNE

2.1. OZNACZANIE WLASNOSCI FIZYCZNYCH 1 USTALENIE CZYSTOSCI
BADANEJ SUBSTANCJI

Do najwazniejszych wtasnosci fizycznych, ktore sa pomocne w toku identyfikacji zwigzku
organicznego naleza: w  przypadku ciat statych —  temperatura  topnienia,
za$§ w przypadku cieczy — temperatura wrzenia, a ponadto wspotczynnik zatamania §wiatta
1 gestosc.

Pewne znaczenie ma takze barwa i zapach. Wiadomo bowiem, ze przewazajaca wigkszos¢
czystych substancji jest bezbarwna. Jesli badana probka jest zabarwiona, nalezy sprawdzic¢, czy
zabarwienie to nie pochodzi od zanieczyszczen, czy nie ulega zmianie po destylacji
lub krystalizaciji.

Barwne sg nastgpujace wazne grupy zwigzkoéw: zwiazki nitrowe, zwiazki azowe, chinony
oraz zwigzki nitrozowe (tylko w formie monomerycznej). Ponadto trzeba pamigtaé, ze fenole
I aminy aromatyczne, szczegolnie wielofunkcyjne, wykazuja zazwyczaj zabarwienie zoOlte
do brunatnego, spowodowane obecnoscig sladowych ilosci produktdéw utlenienia.

Wiele zwigzkow organicznych ma specyficzny, charakterystyczny zapach. Przykladowo
mozna wymieni¢ estry alkoholi alifatycznych, ktore charakteryzuja si¢ zapachem owocowym,
albo nitrozwigzki aromatyczne o zapachu gorzkich migdatow.

Jest oczywiste, ze obserwacja zarowno barwy jak i zapachu pozwala wyeliminowac¢ szereg
zwigzkow, do ktorych badana substancja naleze¢ nie moze.

2.1.1. Oznaczenie temperatury wrzenia

Temperatura wrzenia cieczy stanowi charakterystyczny parametr fizyczny, za pomoca
ktorego mozna wstepnie oceni¢ jednorodno$¢ badanej substancji. Oznaczenie temperatury
wrzenia wykonuje si¢ zazwyczaj przez przeprowadzenie zwyktlej destylacji pod normalnym
ci$nieniem.

W przypadku, gdy probka analizowanej substancji jest bardzo matla, stosuje si¢ oznaczenie
temperatury w skali mikro, metodg Siwolobowa. Wykonanie takiego oznaczenia przedstawia
si¢ nastepujgco: w probowce umieszcza si¢ Kkapilare (taka, jakiej uzywa si¢
do oznaczania temperatury topnienia) zatopionym koncem do gory. Do probowki wprowadza
sie kilka kropli badanej substancji. Probowke przymocowuje si¢ do termometru, tak, aby jej
dno znajdowato si¢ w polowie wysokos$ci zbiorniczka z rtecig i1 cato$§¢ umieszcza si¢ w zlewce
w odpowiednig cieczg grzejnag (olej parafinowy lub silikonowy). Nastepnie ogrzewa si¢
nad koszem grzewczym. Podczas stopniowego ogrzewania z konca kapilary wydobywaja sie
powoli pecherzyki powietrza, a w chwili gdy ciecz osiggnie temperatur¢ wrzenia, obserwuje
si¢ szybki 1 ciggly strumien pecherzykow.

Doktadniejszy wynik mozna otrzyma¢, jesli w chwili pojawienia si¢ ciggltego strumienia
pecherzykow zaprzesta¢ ogrzewania. Szybko$¢ wydobywania si¢ pecherzykow maleje, a gdy
pojawi si¢ ostatni pecherzyk majacy tendencje do cofania si¢, nalezy natychmiast odczytac¢
temperature, ktora odpowiada temperaturze wrzenia.



2.1.2. Oznaczenie temperatury topnienia

Na podstawie temperatury topnienia mozna oceni¢ stopien czystosci badanego (stalego)
zwigzku organicznego. Temperatura topnienia to temperatura, w ktorej substancja przechodzi
ze stanu statego do cieklego. Z termodynamicznego punktu widzenia jest to temperatura,
w ktorej nastepuje ustalenie rownowagi miedzy stanem statym i ciektym danej substancji.
Sposéb wykonania oznaczenia temperatury topnienia zostat szczegéotowo omowiony w czgsci
0golnej.

W tym miejscu nalezy jedynie przypomnieé, ze ostra temperatura topnienia
np. w granicach 0.5-1 °C jest jedng z najbardziej charakterystycznych cech czystego zwigzku
organicznego. Istnieja substancje, ktore rozktadajg si¢ w swojej temperaturze topnienia. Mozna
wowczas zaobserwowa¢ w kapilarze, wydzielenie si¢ pegcherzykéw gazu lub obecnosé
produktow rozktadu. Nie mozna jednak substancji uznac za czysta na podstawie jednego tylko
oznaczenia. Czysto§¢ moze by¢ wustalona dopiero na podstawie obserwacji,
czy po oczyszczeniu badanej substancji przez krystalizacje lub sublimacje temperatura
topnienia nie ulega zmianie.

2.2.  JAKOSCIOWE OZNACZANIE PIERWIASTKOW

W skitad zwiazkéw organicznych wchodzi zawsze wegiel, a obok niego najczgsciej
spotykanymi pierwiastkami sg: wodor, tlen, azot, siarka i chlorowce. Rzadziej wystepuja fosfor,
arsen, antymon, rte¢ i inne. Sposréd wymienionych pierwiastkéw tylko tlen nie moze by¢
oznaczony bezposrednio wobec braku odpowiedniej metody.

Poniewaz w zwigzkach organicznych pierwiastki wystepuja najczesciej w postaci
niejonowej, analiz¢ rozpoczyna si¢ od prob majacych na celu catkowity rozklad zwiazku
organicznego z rownoczesnym przeprowadzeniem obecnych w nim pierwiastkéw w proste
zwigzki nieorganiczne. Tak wigc wegiel przeprowadza si¢ w dwutlenek wegla, wodor
w wodeg, azot w amoniak albo nieorganiczne cyjanki lub wolny azot, siarke w siarczki
lub siarczany, fosfor w nieorganiczne fosforany, a chlorowce w nieorganiczne halogenki.

2.2.1. Wykrywanie wegla i wodoru

Liczne zwiazki organiczne, np. cukry podczas prazenia ulegaja zwegleniu. Inne palg sig¢
mniej lub bardziej kopcacym plomieniem. Zweglenie probki lub wydzielanie sadzy jest
oczywistym dowodem obecnos$ci wegla.

Istnieja jednak takie polgczenia jak np. kwas szczawiowy, ktore podczas ogrzewania
ulatniajg si¢ nie pozostawiajac osadu weglowego mimo, ze wegiel jest w nich obecny. W
przypadkach watpliwych wykonuje si¢ dodatkowa prébe na wegiel 1 wodor. Stosuje sie
wowczas ogrzewanie badanej substancji z tlenkiem miedzi(ll) (wg starszego nazewnictwa —
tlenek miedziawy).

C (org.) +2 CuO — CO21 + 2 Cu



Wykonanie:

Badang substancje w ilosci 0,1 g miesza si¢ w probowce z 1-2 g sproszkowanego
i uprzednio wyprazonego tlenku miedzi(ll). Probéwke zamyka si¢ korkiem z umieszczong
W nim zgieta rurka szklang, ktorej koniec zanurza si¢ w klarownym roztworze wodorotlenku
baru lub w wodzie wapiennej. Podczas prazenia wegiel prawie ilosciowo przechodzi
w dwutlenek wegla, ktéry powoduje zmgtnienie wody wapiennej wzglednie barytowe;:

CO; + Ca(OH)2 — CaCO3| + H20
lub
Ba(OH), + CO; — BaCOs3| + H.0

Opisana préba pozwala na jednoczesne wykrycie wodoru. Jezeli w chlodniejszej czesci tej
proboéwki pojawia si¢ na $cianach kropelki wody, ktéra osadza si¢ na chtodnych $ciankach
probowki w postaci kropelek rosy, swiadczg one o obecnosci wodoru w badanej substancji:

2 H (org.) + CuO — H0 + Cu

Podczas préby spalania nalezy zwrdci¢ uwagge na nastgpujace fakty:

a) jesli badana substancja jest stata, czy topi si¢ i czy topnieniu towarzyszy rozktad,

b) czy badana substancja jest palna; jaki daje ptomien i jaki jest zapach wydzielajacych si¢ par
i gazow,

C) czy po spaleniu pozostaje popiot. Jezeli tak, to do pozostatosci nalezy dodac kilka kropli
wody i zbada¢ odczyn za pomoca papierka lakmusowego lub uniwersalnego. Z kolei dodaje
si¢ nieco rozcienczonego kwasu solnego 1 obserwuje czy zachodzi pienienie i czy
pozostalo$¢ sie rozpuszcza. Nastepnie w celu wykrycia pierwiastkow metalicznych bada
si¢ otrzymany roztwor w ptomieniu uzywajac drucika platynowego.

2.2.2. Wykrywanie azotu, siarki i fluorowcow

Stapianie badanej substancji z metalicznym sodem

Pierwiastki takie jak: siarka, azot czy fluorowce sg potaczone najczeSciej w zwigzku
organicznym z atomem wegla wigzaniem kowalencyjnym spolaryzowanym. W celu wykrycia
azotu, siarki i chlorowcow w zwigzkach organicznych nalezy najpierw przeprowadzi¢ je
w stan jonowy. Najczescie] w tym celu wykonuje si¢ probe Lassaigne’a polegajaca na stopieniu
badanego zwigzku z metalicznym sodem. Tworzg si¢ przy tym cyjanek sodu, siarczek sodu
1 halogenki sodu, ktore tatwo mozna zidentyfikowac.

N( azot w badanym zwiazku organicznym) + C + Na~ ———— NaCN
S(siarka w badanym zwiazku organicznym) + 2 Na —» NaS

X( chlor, brom, jod w badanym zwiazku organicznym) + Na NaX

Sod jest bardzo reaktywnym metalem, przechowywanym pod warstwg nafty. Reaguje
z gazami zawartymi w powietrzu, pokrywajac si¢ warstwa tlenku, wodorotlenku, a takze



weglanami i wodoroweglanami. Wykrywanie powstalych jonow (CN-, S ,CI-, Br-, J)
przeprowadza si¢ metodami klasycznej analizy jako$ciowej nieorganiczne;j.

Stapianie z sodem

Uwaga! W pracy z sodem nalezy zachowaé szczegolng ostroinosé. Sod gwaltownie reaguje
z wodg. Stapianie 7 sodem przeprowadza sie¢ w okularach ochronnych i pod dygestorium
z opuszczong szybgq.

Wykonanie:

W matej proboéwce z migkkiego szkla osadzonej w tapie lub szczypcach umieszcza si¢ okoto
0,04 g metalicznego sodu /wielko$ci ziarna grochu/ i ostroznie wprowadza 0,02 g badanej
substancji. Probéwke z zawarto$cig ogrzewa si¢ az do stopienia sodu i kiedy jego pary podejda
1-2 cm w gore probowki, ostroznie dodaje nastgpne 0,02 g badanej substancji, uwazajac, aby
calg substancje wprowadzi¢ na dno, a nie na $cianki probowki /moze przy tym nastgpic staby
wybuch, szczegblnie w przypadku CCls, CHCIs, nitroalkandéw i potaczen azowych/.

Probowke ponownie ogrzewa si¢, najpierw ostroznie, a nastgpnie mocno, az jej dno
rozzarzy si¢ do czerwonego zaru i utrzymuje w tej temperaturze przez 1-2 minut.
Po ozigbieniu dodaje si¢ okolo 1 ml etanolu w celu usunigcia nadmiaru sodu i ponownie
ogrzewa. Goraca probéwke wrzuca si¢ do parowniczki zawierajacej 10 ml wody destylowane;.
Jezeli proboéwka nie peknie, rozbija si¢ jg szklang bagietka.

Otrzymany roztwor po doktadnym wymieszaniu nalezy przesaczy¢. Przesacz, ktory stuzy
do dalszych badan na azot, siark¢ i chlorowce powinien by¢ przezroczysty, bezbarwny
i alkaliczny. Jezeli przesacz jest ciemny, probe stapiania z sodem nalezy powtdrzyc,
gdyz rozktad badanej substancji nie byt catkowity.

2.2.2.1. Wykrywanie azotu

Proba Lassaigne’a

Okoto 1 cm® przesaczonego roztworu otrzymanego po stopieniu badanej substancji
z sodem ogrzewa si¢ do wrzenia z 1-2 krysztatkami bezwodnego lub uwodnionego siarczanu
zelaza(Il) (FeSO4 lub FeSO4 x 7H20). Po ochlodzeniu dodaje si¢ rozcienczonego kwasu
siatkowego do odczynu kwasnego. Wytracenie si¢ osadu blekitu pruskiego
(heksacyjanozelazian(Il) zelaza(Ill)), Fes[Fe(CN)e]3, badz pojawienie si¢ niebieskiego
zabarwienia, $wiadczy o obecnosci azotu:

2 NaCN + FeSOs —— > NazSO4 + Fe(CN):
Fe(CN)2 + 4 NaCN — > Nas[Fe(CN)g]
4 FeSOg4 + 2 H2S04 + Oz (z powietrzy  ——— 2 Fe2(SO4)z + 2 H20
3 Nas[Fe(CN)s] + 2 Fe2(SO4)3 —»  Feq[Fe(CN)s]z| + 6 NazSOa

Préba na biekit pruski moze by¢ negatywna m.in. w przypadku gdy badana probka zawiera
w swym skladzie siartke 1 azot 1 gdy dodano niedostateczng ilo$¢ sodu uzyta
w procesie stapiania. Stagd w badanym przesaczu znajduja si¢ jony tiocyjanianowe (SCN-, jony
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rodankowe), ktore np. po zadaniu roztworem FeClsz daja kolor krwistoczerwony, pochodzacy
od powstalego tiocyjanianu zelaza(III).

Proba Lassaigne’a daje negatywny rezultat w przypadku zwiazkéw azowych, diazowych,
niektérych pochodnych pirolu a takze lotnych amin.

Proba z benzydyna

Okoto 3 ml alkalicznego przesgczu otrzymanego po stopieniu badanej substancii
z sodem zakwasza si¢ kwasem octowym, po czym mieszajac dodaje 2 krople 1% roztworu
benzydyny w 50% kwasie octowym, a nastepnie krople 1% roztworu CuSOQs, siarczanu(V1)
miedzi(ll). Jezeli substancja zawiera azot, wytraca si¢ niebieski osad lub pojawia si¢ niebieskie
zabarwienie.

Reakcja z benzydyng ma szersze zastosowanie m.in. w analizie chemicznej cukrow
(odroznianie pentoz od heksoz), czy tez w kryminalistyce do wykrywania sladow krwi.

Proba na azot luzno zwiazany

Szereg zwiazkéw organicznych zawierajacych w swym sktadzie azot ulega rozkladowi
w odpowiednim $§rodowisku z wydzieleniem amoniaku (NHz), ktory moze by¢ wykryty
po charakterystycznym zapachu, ewentualnie za pomocg zwilzonego papierka uniwersalnego,
ktory trzymany jest u wylotu probéwki. Metoda tg mozna wykrywac azot zwigzany w postaci
fatwo lotnych grup, takich jak: grupa aminowa (-NH.), iminowa (=NH), amidowa (-CONH3)
lub imidowa (-CONHCO-).

Do 0,1 g badanej substancji dodaje si¢ 2-3 ml rozcienczonego roztworu wodorotlenku sodu
lub potasu. Po dluzszym wytrzgsaniu sprawdza si¢ czy substancja wydziela amoniak (zapach,
proba z papierkiem lakmusowym lub z odczynnikiem Nesslera). Nastepnie ogrzewa si¢ przez
chwile i ponownie sprawdza czy wydziela si¢ amoniak. Spostrzezenie to pozwoli
w dalszym toku analizy na okreslenie sposobu wigzania azotu. W zaleznosci od zwigzku
organicznego ulegajacego hydrolizie zasadowej, powstaja odpowiednie sole (mocznik
hydrolizuje do weglanu sodu, z kolei amid do soli sodowej kwasu karboksylowego)
oraz wydziela si¢ amoniak:

H2oN-CO-NH2 + 2 NaOH — Na,COz + 2 NHz?t
R-CO-NH, + NaOH — R-COONa + NHaz?t
2.2.2.2. Wykrywanie siarki

Obecnos¢ siarki mozna potwierdzi¢ jesli obserwuje si¢ wytrgcanie czarnego osadu siarczku
zelaza(Il), FeS, po dodaniu FeSO4 do roztworu po stapianiu z sodem. Osad FeS rozpuszcza si¢
po dodaniu rozcienczonego H.SO4, z wydzieleniem siarkowodoru (nieprzyjemny zapach).

NazS + FeSO4 — FeS| + Na2SO4
FeS| + H2SO4 — FeSO4 + H2S1
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Do wykrywania siarki wystepujacej w zwiazkach organicznych w postaci grup tiolowej
(-SH) lub tioeterowej (-S-) mozna wykorzysta¢ reakcje hydrolizy alkalicznej 1 reakcje
charakterystyczne jonu S z nitroprusydkiem sodu lub octanem otowiu(1I).

Reakcja z nitroprusydkiem sodu

Do okoto 1 ml alkalicznego przesaczu otrzymanego po stopieniu badanej substancji
z sodem dodaje si¢ 4-5 kropli $wiezo przygotowanego 0,1% - owego roztworu nitroprusydku
sodu [wg [IUPAC: pentacyjanonitrozylzelazianu(lll)  disodu]. Pojawienie  si¢
ciemnopurpurowego zabarwienia /nietrwatego/ na skutek powstania zwigzku kompleksowego
z nitroprusydkiem sodu wskazuje na zawarto$¢ siarki w badanym zwigzku:

Na,S + Naz[Fe(CN)sNO] — Nas[Fe(CN)sNOS]

Reakcja z octanem otowiu(ll)

Do 2 ml roztworu otrzymanego po stopieniu badanej substancji z sodem, zakwaszonego
rozcienczonym kwasem octowym dodaje si¢ kilka kropli roztworu octanu olowiawego.
Wydzielenie si¢ czarnego osadu siarczku otowiu(ll) §wiadczy o obecnosci siarki:

Na2S + Pb(CH3COOQ), — PbS| + 2 CH3COONa
2.2.2.3. Wykrywanie fluorowcow

Fluorowce obecne w zwigzkach organicznych moga wystgpowaé¢ w formie jonowej
(np. w solach amoniowych) lub zwigzane wigzaniem kowalencyjnym o rdéznym stopniu
spolaryzowania.

Préba Beilsteina

Jest to og6lna préba na fluorowiec jonowy i niejonowy, ktoéra wykonuje si¢ w nastepujacy
sposOb: na wyprazonym druciku miedziowym umieszcza si¢ odrobing substancji 1 wprowadza
do niekopcacej czegsci plomienia palnika gazowego. W tych warunkach zwigzki organiczne
zawierajgce fluorowiec tworzg przy ogrzewaniu lotne halogenki miedzi barwigce ptomien
palnika gazowego na kolor:

- zielony — sugeruje obecnos¢ jodu,
- intensywnie niebieskozielony — obecno$¢ chloru,
- w zielonym plomieniu niebieskie serduszko — obecnos¢ bromu.

Pozytywny wynik reakcji mozna rowniez otrzymaé, gdy badany zwigzek nie zawiera
fluorowca, zawiera natomiast azot zwigzany w postaci CN™ lub CNS". Tutaj zabarwienie
plomienia jest wynikiem tworzenia si¢ lotnego cyjanku lub rodanku miedzi(ll). Ponadto
pozytywna probe Beilsteina daja: mocznik, tiomocznik, niektdre kwasy organiczne oraz
niektore pochodne pirydyny i chinoliny.

Proba na obecno$¢ fluorowca jonowego - reakcja z azotanem srebra

Dodatni wynik préby Beilsteina wymaga potwierdzenia rodzaju fluorowca oraz sposobu
jego potaczenia w zwigzku organicznym.
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Potwierdzeniem obecnos$ci fluorowca zwigzanego jonowo w zwigzku organicznym jest
reakcja z jonami Ag*, co jednak nie wyklucza obecnosci dodatkowego fluorowca zwigzanego
niejonowo.

1. Jezeli badana substancja nie zawiera azotu i siarki - to fluorowce wykrywamy
W przesaczu otrzymanym po stopieniu z sodem.

2 ml alkalicznego przesaczu zakwaszamy rozcienczonym kwasem azotowym i dodajemy
kilka kropli roztworu azotanu srebra. Wytracanie si¢ osadu od bialego do zoéltego wskazuje
na obecno$¢ jonu CI-, Br~ lub I". W celu sprawdzenia czy wytracony osad jest chlorkiem,
bromkiem lub jodkiem srebra, obserwuje si¢ jego kolor oraz przeprowadza si¢ proby
rozpuszczania.

Chlorki powodujg powstanie biatego osadu (lub zmgtnienie roztworu) AgCl, ktory po krétkim
czasie zmienia kolor na fiotkowy. Osad ten rozpuszcza si¢ w 10% amoniaku, nie rozpuszcza
sie w 10% HNOs.

NaCl + AgNOs — AgCIl] + NaNOs;

Bromki daja jasnozotty osad AgBr, ktory zielenieje na $wietle. Osad ten trudno rozpuszcza si¢
w 10% amoniaku, a nie rozpuszcza si¢ w 10% HNOa.

NaBr+ AgNOs —  AgBr| + NaNO3
Jodki tworza z6tty osad Agl, ktory nie rozpuszcza si¢ w 10% amoniaku oraz w 10% HNO3
Nal + AgNO3 — Agl| + NaNOs

2. Jezeli natomiast badana substancja zawierata azot lub siarke — t0 nalezy usuna¢ jony

siarczkowe i cyjankowe poprzez zakwaszenie alkalicznego przesaczu (okoto 1 cm®)
rozcienczonym kwasem siarkowym (15%) i ogrzewa si¢ do wrzenia przez kilka minut
do catkowitego odpedzenia lotnego siarkowodoru i cyjanowodoru. Pozostatos$é
rozcienczyé kilkoma cm® wody destylowanej i postepowaé jak przy wykrywaniu
fluorowca jonowego.

Préba z tlenkiem wapnia

Proba ta daje dobre wyniki niezaleznie od obecnosci azotu i siarki.

Wykonanie:
0,05 g badanej substancji miesza si¢ doktadnie w probowce z nadmiarem czystego tlenku
wapnia 1 zawartos¢ prazy w ptomieniu az do czerwonego zaru. Goracg proboéwke rozbija si¢
w parownicy zawierajacej 10 ml wody destylowanej, otrzymany roztwor zakwasza si¢ kwasem
azotowym, s3czy 1 dodaje roztworu azotanu srebra. Wydzielenie si¢ serowatego osadu
swiadczy o obecnos$ci chlorowca.

Obecno$¢ innych pierwiastkbw mozna stwierdzi¢ dopiero po catkowitym rozlozeniu
1 zniszczeniu cze$ci organiczne] badanego zwigzku przez utlenienie kwasem azotowym.
W dalszym postepowaniu stosuje si¢ metody znane z analizy zwigzkow nieorganicznych.
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W 1939 r. Schiitz opracowal metod¢ bezposredniego oznaczania tlenu w substancjach
organicznych. Badang probke substancji poddaje si¢ pirolizie w rurze kwarcowej w strumieniu
czystego azotu. Tlen zawarty w substancji organicznej przechodzi czesciowo w COg,
a czesciowo w CO. Gazy te przepuszcza si¢ nad weglem ogrzanym do 1100 °C i nastepuje
redukcja CO2 do tlenku wegla(ll):

CO,+C—-2CO

Otrzymany tlenek wegla(ll) wprowadza sie do aparatu zawierajacego 1205, w wyniku czego
utlenia si¢ do COz:

1005 +5CO —-5C0O2+ 17

Powstaly CO2 oznaczy¢ mozna wagowo i z jego masy obliczy¢ zawartos¢ tlenu.

3. BADANIE ROZPUSZCZALNOSCI

Po oznaczeniu wlasnosci fizycznych 1 ustaleniu czysto$ci badanego zwigzku oraz
po wykonaniu jako$ciowej analizy pierwiastkow kolejnym etapem w postgpowaniu
analitycznym jest oznaczenie rozpuszczalnosci. Jest to oznaczenie bardzo istotne, poniewaz
moze da¢ szereg wskazowek na temat polarnosci zwigzku i na temat obecnosci okreslonych

grup funkcyjnych.

Wiadomo, ze pomi¢dzy budowa chemiczng, a rozpuszczalnoscig istniejg pewne zaleznos$ci.
Istnieje np. reguta, ktora mowi, ze o rozpuszczalnosci decyduje podobienstwo budowy
chemicznej substancji rozpuszczalnej do rozpuszczalnika. Z reguly tej wynika,
ze zwiagzki o wigkszej czasteczce, o dtuzszych tancuchach weglowych beda si¢ rozpuszczaé
w weglowodorach, benzenie, benzynie, a s3a nierozpuszczalne w wodzie. Wiadomo,
ze np. alkohole o dluzszych rodnikach (od butylowego juz poczawszy) Zle rozpuszczaja si¢
w wodzie, ale dobrze w weglowodorach. Przewaza tu bowiem wplyw tancucha o charakterze
hydrofobowym. Natomiast alkohole nizsze, gdzie przewaza wptyw grupy hydroksylowej
o charakterze hydrofilowym sg dobrze rozpuszczalne w wodzie. Wiadomo takze, ze w miare
nagromadzenia w czgsteczce grup wodorotlenkowych 1 karboksylowych (alkohole
wielowodorotlenowe, kwasy wielokarboksylowe) rozpuszczalno$¢ w wodzie wyraznie
wzrasta, maleje natomiast rozpuszczalno$¢ w eterze. Chlorowcopochodne z reguty dobrze
rozpuszczajg si¢ w weglowodorach lub w eterze, sg natomiast nierozpuszczalne w wodzie.

Podobnych przyktadow s$wiadczacych o pewnych zalezno$ciach migdzy budowa
1 rozpuszczalno$cig mozna by przytoczy¢ znacznie wigce;.

W toku wykonywania analizy organicznej oprocz rozpuszczalnikoéw obojetnych
postugujemy si¢ takze tzw. rozpuszczalnikami ,,reaktywnymi’’, to znaczy takimi, w ktorych
rozpuszczenie badanej substancji nastepuje w wyniku reakcji chemicznej. Naleza tu np. kwasy
lub zasady, w ktorych rozpuszczanie polega na tworzeniu odpowiednich soli. Tak wigc pojecie
rozpuszczalnos$ci w postepowaniu analitycznym w chemii organicznej jest pojeciem umownym
1 obejmuje zard6wno wlasciwe rozpuszczenie jak tez rozpuszczanie bedace wynikiem reakcji
chemicznych.
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W toku analizy bada si¢ rozpuszczalno$¢ w nizej wymienionych rozpuszczalnikach:
Woda

Eter

5-procentowy roztwor wodorotlenku sodu

5-procentowy roztwér wodoroweglanu sodu

5-procentowy roztwor kwasu solnego

Stezony kwas siarkowy(V1)

85-procentowy kwas fosforowy (V)

Noak~owdE

3.1.  Stosowane rozpuszczalniki

Rozpuszczalniki obojetne

Proces rozpuszczania w rozpuszczalniku obojetnym polega na przezwyci¢zeniu sit
przyciagania pomiedzy jednostkami strukturalnymi substancji rozpuszczanej przez sity
przyciaggania pomie¢dzy nimi a czasteczkami rozpuszczalnika. Przewidujac rozpuszczalnosé
substancji w rozpuszczalnikach chemicznie obojetnych, mozna kierowaé si¢ ogodlng zasada
»podobne rozpuszcza podobne”. Rozpuszczalniki ze wzgledu na ich wlasciwosci fizyczne
dzielimy na polarne i niepolarne, zatem substancje polarne rozpuszczaja si¢ dobrze
w polarnych rozpuszczalnikach , natomiast substancje niepolarne - w niepolarnych. Wynika to
z r6znicy oddziatywan powstajacych w roztworach pomigdzy czasteczkami zwigzkéw
polarnych i niepolarnych.

Woda
Rozpuszczalnik polarny, rozpuszcza zwigzki organiczne silnie polarne — nalezace do nizszych
cztonow homologicznych, zawierajace polarne grupy funkcyjne.

Eter dietylowy

Rozpuszczalnik o mniejszej zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych niz woda, sposrod
zwiazkow rozpuszczalnych w wodzie rozpuszcza te o stosunkowo niewielkim wpltywie grup
polarnych.

Rozpuszczalniki reaktywne

Badanie rozpuszczalnosci obejmuje takze proby z zastosowaniem rozpuszczalnikow
reaktywnych chemicznie, co pozwala na okreslenie charakteru chemicznego substancji.
Rozpuszczanie zachodzi w tym przypadku w wyniku reakcji chemicznej.

5% wodny roztwor wodorotlenku sodu
Rozpuszcza nierozpuszczalne w wodzie kwasy, ktore w reakcji z zasada sodowa daja sole.

5% roztwor wodoroweglanu sodu
Rozpuszcza kwasy mocniejsze od kwasu weglowego.

5% roztwor kwasu solnego
Rozpuszcza zwiazki o charakterze zasadowym, ktore w reakcji z kwasem solnym daja
chlorowodorki.

Stezony kwas siarkowy(VI)
Rozpuszcza wigkszo$¢ zwigzkow organicznych, z wyjatkiem typowo niereaktywnych
substancji niepolarnych.
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85% kwas fosforowy(V)
Sposréod  zwiazkéw  rozpuszczalnych jedynie w  stgzonym  H»SO4, rozpuszcza
te 0 wyrOwnanym stosunku cze$ci polarnej i niepolarne;.

3.2.  Wykonanie oznaczenia rozpuszczalnosci

Uzyskanie prawidlowego wyniku przy oznaczaniu rozpuszczalnosci zalezy od wykonania
badan w $cisle okreslonych warunkach i z duzg doktadnoscig. Dodatkowo, szczeg6lng uwage
nalezy zwrdci¢ na kolejno$¢ przeprowadzanych prob (Rys. 2.3.2) oraz uzycie doktadnych ilo$ci
badanej probki zwigzku oraz rodzaju stosowanego rozpuszczalnika. W praktycznym
wykonaniu, do umieszczonej] w probowce substancji rozpuszczalnik dodaje si¢ porcjami
doktadnie wstrzasajac.

Badana probka

+ Hzo
nr ¥
I o
5% NaOH eter dietylowy
. | o r I nr
I I
5% NaHCO;, 5% HCI
A Lo r nr
v nr
|
H;PO,

r|nr®
@ @

Rys. 3.2. Oznaczanie grup rozpuszczalnosci. (skrot st. oznacza stgzony, nr — nie rozpuszcza
sig, ¥ — rozpuszcza sie ).

Wykonanie: Okoto 0,1 g substancji statej lub 0,2 ml cieczy umieéci¢ w probowce, a nastepnie
doda¢ 3 ml okre§lonego rozpuszczalnika. Rozpuszczalnik wprowadza si¢ stopniowo
(po 1 ml), energicznie wstrzasajac i obserwuje czy probka rozpuscita si¢ catkowicie w 3 ml
rozpuszczalnika.
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UWAGI: Substancj¢ uwaza si¢ za rozpuszczalna, jezeli 0,1 g (ciato state) lub 0,2 ml (ciecz)
rozpusci si¢ w 3 ml rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej. Podczas badania
rozpuszczalnosci w roztworze wodorowgglanu sodu nalezy zwracaé uwage na ewentualne
wydzielenie si¢ dwutlenku wegla. W przypadku badania rozpuszczalnosci w eterze dietylowym
oraz  stezonym  HoSOs albo 85%  H3POs nalezy probe  wykonywaé
pod dygestorium oraz pami¢ta¢ o uzyciu suchej probowki!

3.2.1. Grupy rozpuszczalnosci

Na podstawie wykonanego oznaczenia rozpuszczalnosci w warunkach wzorcowych
z odpowiednio wybranymi rozpuszczalnikami mozna badang substancje zakwalifikowaé
do odpowiedniej grupy rozpuszczalnosci. Pozwala to wyeliminowa¢ wszystkie substancje nie
nalezace do tej grupy i tym samym znacznie zaw¢zi¢ zakres dalszych badan.

Wykonanie rozpuszczalnosci w kilku okreslonych rozpuszczalnikach dostarcza informacji
na temat budowy oraz wlasciwosci chemicznych badanego zwigzku i pozwala
na przyporzadkowanie go do jednej z dziewigciu grup wedtlug podziatu Shrinera, Fusona
I Curtina (patrz Tabela 3.2.1). Utatwia to identyfikacje¢ substancji poprzez ograniczenie ilosci
koniecznych do wykonania reakcji charakterystycznych.

Wszystkie zwigzki organiczne dzielimy na rozpuszczalne i nierozpuszczalne w wodzie.
Rozpuszczalne w wodzie dzielimy nastgpnie na dwie grupy: rozpuszczalne w eterze (E1)
i nierozpuszczalne w eterze (E2).

Zwiazki nierozpuszczalne w wodzie, w zaleznos$ci od zachowania si¢ wobec 5% roztworu
wodorotlenku sodu i 5% roztworu kwasu solnego, dzielimy na trzy grupy, a mianowicie
na zwiazki kwasne, zasadowe i obojetne.

Zwiazki kwasne, w zaleznosci od zachowania si¢ wobec 5% roztworu wodorowgglanu,
sodu dzieli si¢ znowu na dwie grupy. Te, ktore rozpuszczajg si¢ w tym roztworze sg silnymi
kwasami (Kwy), te za$, ktore sg nierozpuszczalne majg charakter stabych kwasow (Kwo).

Zwiazki rozpuszczalne w 5% roztworze kwasu solnego maja charakter zasadowy (Z).

Zwiazki o charakterze obojetnym dzieli si¢ dalej zaleznie od ich sktadu pierwiastkowego.
Te, ktore oprocz wegla, wodoru, tlenu i chlorowcow zawierajg jeszcze inne elementy tworza
grupe R. Naleza tutaj zwigzki obojetne zawierajace azot, siarkg i inne rzadziej spotykane
pierwiastki.

Pozostate zwiazki, tzn. te, ktore zawieraja tylko C, H, O 1 chlorowce dzieli si¢ wedlug
zachowania w stezonym kwasie siarkowym(VI). Nierozpuszczalne w nim stanowig grupe N,
za$ rozpuszczalne dzieli si¢ znowu na dwie grupy, w zaleznos$ci od zachowania wobec 85%
kwasu fosforowego(V). Te zwiazki, ktére si¢ w nim rozpuszczaja stanowia grupe Oz,
nierozpuszczalne - grupe Oo.
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Tabela 3.2.1. Podziat zwiazkow organicznych na grupy rozpuszczalnosci (czcionka
pogrubiong oznaczono grupy zwiazkow, ktore nalezy uwzglednia¢ w analizie)

Grupa Rozpuszczalnik Zwiazki organiczne
rozpuszczalnosci | i rozpuszczalnosé
E: Rozpuszczalne Nizsze cztony homologiczne — obojetne, kwasowe,
w wodzie i eterze zasadowe: alkohole, aldehydy, ketony, kwasy, estry,
etylowym (do 4 atoméw wegla), aminy, amidy, nitryle (do 5
atomoéw wegla), pirydyna
E; Rozpuszczalne Zwigzki polarne: kwasy polihydroksylowe,
tylko w wodzie hydroksykwasy, glikole, alkohole polihydroksylowe,
cukry, kwasy sulfonowe, aminokwasy, nizsze amidy,
aminoalkohole, poliaminy
Kw1 Rozpuszczalne Zwigzki kwasowe: kwasy karboksylowe o wiekszej
w 5% NaOH i 5% masie cz., kwasy sulfonowe, fenole z podstawnikami
NaHCOs;, elektronoakceptorowymi (np. nitrowymi),
nierozpuszczalne aminokwasy aromatyczne i alifatyczno- aromatyczne
w wodzie
Kw, Rozpuszczalne Zwigzki stabo kwasowe: fenole, beta-diketony i beta-
w 5% NaOH, ketonoestry pierwszo- i drugorzedowe nitrozwigzki,
nierozpuszczalne oksymy, tiofenole, tiole, sulfonamidy (z wyjatkiem
w wodzie pochodnych amin  drugorzedowych), niektdre
i w5% NaHCO3 bezwodniki i chlorki kwasowe
Z Rozpuszczalne Zwigzki zasadowe: aminy pierwszorzedowe alifatyczne
w 5% HCl, i aromatyczne, drugorzedowe aminy alifatyczne
nierozpuszczalne i alifatyczno-aromatyczne, trzeciorzedowe aminy
w wodzie alifatyczne i alifatyczno-aromatyczne, hydrazyny
R Nierozpuszczalne Zawierajg oprocz wegla, wodoru, tlenu i chlorowcéw
w wodzie, 5% NaOH jeszcze inne pierwiastki, azot lub siarke: nitrozwigzki
i w 5% NaHCO3 aromatyczne i trzeciorzedowe, amidy, nitryle, aminy
z dwoma lub trzema podstawnikami aromatycznymi,
zwigzki nitrozo, azoksy, azo i hydrazo, sulfotlenki,
sulfony, sulfonamidy amin drugorzedowych, tioetery,
niektore: aminy z podstawnikami
elektronoakceptorowymi
04 Nierozpuszczalne Zwigzki obojetne o liczbie atomdw wegla mniejszej
w wodzie, niz9, nie zawierajgce azotui siarki: alkohole, aldehydy,
rozpuszczalne ketony oraz estry
w stezonym H,SO4
i 85% H3PO,
0, Nierozpuszczalne Zwigzki obojetne o liczbie atomoéw wegla wiekszej
w wodzie niz9, nie zawierajgce azotui siarki: alkohole, aldehydy,
i 85% H3PO,, ketony oraz estry, etery, weglowodory nienasycone,
rozpuszczalne niektére weglowodory aromatyczne
w stezonym H,SO4
N Nierozpuszczalne Zwigzki nie zawierajgce azotu i siarki, nasycone

weglowodory alifatyczne, cykloalkany, weglowodory
aromatyczne, pochodne chlorowcowe weglowodorow,
etery diarylowe.
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3.2.2. Omowienie poszczegblnych grup rozpuszczalnosci
3.2.2.1. Grupa Ex

Do tej grupy nalezg matoczasteczkowe zwiazki rozpuszczalne w wodzie i w eterze. Grupa
ta dzieli si¢ na 4 podgrupy zaleznie od odczynu na lakmus 1 od sktadu elementarnego substancji:

A. Zwiazki obojetne na lakmus
W grupie tej wystepuja zwigzKi niezawierajgce azotu i siarki. Chlorowiec moze by¢ obecny.

W zakresie tej grupy rozpuszczalnosci znalez¢ moga si¢ nastepujace typy potaczen:

1. Aldehydy i ketony
Estry

Alkohole

Acetale

Laktony

ok wn

Proby nalezy wykona¢ w kolejnosci wyzej podanej, aby uniknag¢ pomylek.
Jezeli zwigzek daje ujemng reakcje na aldehydy i ketony oraz estry, oznacza to, Ze moze
by¢ alkoholem.

B. Zwiazki o charakterze kwasnym

Rzadko wystepuja zwigzki zawierajace azot lub siarkg. Chlorowiec moze by¢ obecny.
Wykonujemy reakcje grupowe na obecnos¢ kwasow, hydroksykwasow i chlorokwasow,
fenoli, chlorkéw i bezwodnikdéw kwasowych.

C. Zwiazki zasadowe na lakmus

Wystepuja zwiazki zawierajace azot. Chlorowiec 1 siarka moga by¢ obecne. Nalezy
wykona¢ proby na aminy. Moga by¢ zwiazki o wigcej niz jednej grupie funkcyjnej
zawierajace grupe aminowa.

D. Zwiazki oboje¢tne zawierajace azot lub siarke
Wystepuja tutaj zwigzki kilku typow: amidy proste, alkilowane, imidy, nitryle,
karbaminiany oraz zwiazki siarki.

3.2.2.2. Grupa E2

Do grupy E2 naleza zwiagzki rozpuszczalne w wodzie, lecz nierozpuszczalne w eterze.
Naleza tu zwiazki zawierajace dwie lub wiecej grup polarnych, utatwiajacych rozpuszczanie
w wodzie np. zwiazki zawierajace grupe —OH, -COOH, SOsH, jak réwniez sole amin
i kwasow.

A. Zwiazki o odczynie kwasdnym niezawierajace azotu, siarki i chlorowca
Wystepuja tu kwasy wielozasadowe i hydroksykwasy.

B. Zwiazki o odczynie obojetnym niezawierajace azotu, siarki i chlorowca
Wystepuja tu alkohole wielowodorotlenowe, 1,2 — glikole, hydroksyaldehydy
i hydroksyketony, 1,2 — diketony, formalina i cukry.

C. Zwiazki azotowe
Wystepuja tu zwigzki o konsystencji statej. Wykonujemy proby na sole amoniowe, amidy,
tioamidy, aminy, aminokwasy.
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D. Zwiazki siarkowe
Wystepuja tu ciala state, a mianowicie kwasy sulfonowe i ich sole.

E. Sole.
Wystepuja tu: sole amin, sole kwasow karboksylowych.

3.2.2.3. Grupa Kwi
Do grupy Kwi nalezg zwiazki nierozpuszczalne w wodzie, ale rozpuszczalne w roztworze
NaOH i w roztworze wodoroweglanu sodu.

A. Zwiazki bezazotowe

Naleza do nich:

Kwasy karboksylowe

Kwasy sulfonowe

Kwasy alkilosiarkowe

Hydroksykwasy

Fenolokwasy, fenole zawierajace elektroujemne podstawniki (np. -NO>)
Ketokwasy

W oakowdE-

Zwiazki zawierajace azot, rzadziej siarke i chlorowce

Naleza do nich:

1. Cyjanokwasy i aminokwasy
2. Chlorowcokwasy

3. Nitrokwasy

3.2.2.4. Grupa Kw>
Do grupy tej naleza zwigzki nierozpuszczalne ani wodzie, ani w roztworze wodorowgglanu
sodu, a rozpuszczalne w rozcienczonym roztworze NaOH.

A. Zwiazki niezawierajace azotu i siarki
Nalezg tu przede wszystkim fenole, poza tym inne zwigzki o charakterze stabo kwasnym:

B — ketoestry, diketony, fenole zawierajace grupe ketonowa.

B. Zwiazki azotowe
Naleza tu oksymy, amidy, zwiazki nitrowe I — rzedowe i Il — rzedowe, fenole zawierajace
grupe CN 1 NOso.

C. Zwiazki siarkowe
Naleza tu merkaptany, tiofenole i pochodne sulfonamidowe amin pierwszorzedowych.

3.2.2.5. Grupa Z

Do tej grupy naleza zwiazki nierozpuszczalne w wodzie, ale rozpuszczalne
w rozcienczonym kwasie solnym. Zwigzki te zawierajg azot. Siarka i chlorowiec moga by¢
w nich obecne. Grupa ta zawiera aminy wszystkich trzech rzedow /alifatyczne i aromatyczne/.
Mogga si¢ znalez¢ pochodne hydrazyny oraz zwigzki posiadajagce dodatkowe grupy funkcyjne:
-OH, -CO, -CN, -NO..
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3.2.2.6. GrupaR
Do tej grupy nalezg zwiazki nierozpuszczalne w wodzie, w rozcienczonym kwasie solnym
I w rozcienczonych alkaliach. Zawierajg one azot i czasem siarkg.

Nalezg tu:

1. Amidy proste i podstawione

2. Nitryle

3. Aminy aromatyczne podstawione grupami elektroujemnymi
4. Azotany (I11) i azotany (V)

5. Zwiazki nitrowe III — rzedowe

6. Alkohole

7. Aldehydy

8. Estry

9. Hydrazony i semikarbazony.

3.2.2.7. Grupa N

Do tej grupy naleza zwigzki niezawierajace azotu ani siarki nierozpuszczalne w kwasie
siarkowym(VI) i fosforowym(V). Naleza tu weglowodory alifatyczne, cykloalkany,
weglowodory aromatyczne i1 chlorowcopochodne tych wszystkich weglowodoréow oraz
diaryloetery.

3.2.2.8. Grupy O11i O2

Naleza tu zwiagzki obojetne nierozpuszczalne w wodzie, lecz rozpuszczalne w stezonym
kwasie siarkowym i fosforowym — Oz; lub nierozpuszczalne w H3sPO4 — Op.

Grupy te obejmuja nastgpujace potaczenia:

Weglowodory nienasycone
Alkilowane weglowodory aromatyczne
Alkohole, aldehydy, ketony, estry
Bezwodniki kwasowe

Etery i acetale

Laktony

ook wnhE

4. REAKCJE GRUPOWE

Wykonanie prob wstepnych, a w szczegdlnosci jako§ciowe oznaczenie pierwiastkOw oraz
okreslenie rozpuszczalnosci dostarcza wielu cennych informacji na temat charakteru badanej
substancji. Nalezy jednak pamigta¢, ze w danej grupie rozpuszczalnosci moga si¢ znalezé
zwiazki zawierajgce rézne grupy funkcyjne. Z drugiej strony zwigzki z tg samg grupg funkcyjng
moga naleze¢ do roznych grup rozpuszczalnosci /mp. w zaleznosci od dhugosci tancucha
weglowego/. Dlatego tez w toku postepowania analitycznego nalezy w dalszej kolejnosci
wyjasni¢ jakg grupe lub grupy funkcyjne zawiera badana substancja. Do tego celu stuza pewne
reakcje chemiczne zwane reakcjami grupowymi.
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Kazda taka reakcje nalezy wykonywaé bardzo starannie wedlug podanego przepisu,
a wyprowadzajac wnioski — pamigtac, ze niewiele jest odczynnikow swoistych tylko dla dane;j
grupy funkcyjnej. Czasem wskutek réznych reakcji obocznych niektore zwigzki moga dawac
reakcje charakterystyczne z odczynnikiem grupowym, sugerujacym obecno$¢ grupy,
ktorej wcale nie zawierajg. Dlatego tez dla ustalenia czy badana substancja zawiera okreslong
grupe funkcyjng nalezy wykona¢ co najmniej dwie niezalezne reakcje grupowe.
W przypadku, gdy dwie rézne reakcje grupowe daja r6zne wyniki — jedna wynik pozytywny,
a druga negatywny — nalezy starannie rozwazy¢ ich wartosc.

Wigksze trudnosci sprawiajg zazwyczaj zwigzki wielofunkcyjne. Poszczegdlne grupy
funkcyjne mogg tu bowiem na siebie wzajemnie oddziatywac tak, ze zachowanie si¢ badanego
zwigzku wobec odczynnika grupowego staje si¢ nietypowe. Wiadomo np. ze fenole nie
rozpuszczaja si¢ w 5% roztworze wodorowgglanu sodu, ale jesli w potozeniu orto lub para
w stosunku do grupy hydroksylowej znajdzie si¢ podstawnik o charakterze silnie
elektroujemnym, fenole takie beda rozpuszczalne w roztworze wodorowegglanu.

Prawidlowe wykonanie reakcji grupowych oraz wyprowadzenie wlasciwych wnioskOw
zawegza zakres dalszych badan tak dalece, ze pozostaje do wyboru zazwyczaj kilka lub
kilkanascie mozliwosci.

Dalsze postgpowanie polega na przygotowaniu odpowiednich pochodnych, ktore nalezy
doktadnie oczysci¢ i oznaczy¢ temperatur¢ topnienia. Podejmujac decyzje o wyborze
odpowiedniej pochodnej nalezy wzia¢ pod uwage nastgpujace elementy:

a) wybrana pochodna powinna by¢ ciatem statlym krystalicznym o temperaturze topnienia w
zakresie 50-250 °C. Zwiazki niskotopliwe wykazuja bowiem czgsto sktonnosci do
wydzielania si¢ w formie oleju i trudno krystalizuja — natomiast zwigzki o wysokich
temperaturach topnienia cz¢sto ulegaja rozktadowi, co utrudnia oznaczenie wiasciwej
temperatury topnienia,

b) wybrana pochodna powinna tworzy¢ si¢ tatwo, =z dobra wydajnoscia
I nie nastreczaé trudnosci przy oczyszczaniu,

€) wybrana pochodna powinna charakteryzowac si¢ wlasciwosciami zdecydowanie roznymi
od wilasciwosci substancji wyjsciowe] /szczegdlnie istotne sg wyrazne roznice w
temperaturach topnienia/,

d) wybrana pochodna powinna wyraznie ro6zni¢ si¢ temperaturg topnienia
od pochodnej zwigzku najbardziej zblizonego w  swoich  wilasno$ciach
do badanej substancji.

Aby lepiej to zrozumie¢ rozpatrzmy nastgpujacy przyktad: wszystkie dotychczasowe proby
i reakcje grupowe wskazuja, ze badana substancja moze by¢ aldehydem orto- lub meta-
chlorobenzoesowym. Przegladajac dane z piSmiennictwa stwierdzamy, Ze temperatury
topnienia semikarbazonow obu aldehydoéw rdéznig si¢ tylko o trzy stopnie. Natomiast
fenylohydrazony wymienionych aldehydow topia si¢ odpowiednio w temperaturach 86 °C
i 134 °C. Jest oczywiste, ze przygotowanie semikarbazonu jest w tym przypadku niecelowe,
natomiast przygotowanie fenylohydrazonu jest wskazane, poniewaz dostarczy jednoznacznej
informacji.
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4.1. REAKCJE GRUPOWE ZWIAZKOW KARBONYLOWYCH

Zwigzkami z grupg karbonylowg sg aldehydy i ketony. Ich reaktywno$¢ wiaze sie
z wystepowaniem w 0bu zwigzkach silnie spolaryzowanej grupy karbonylowej (C=0), tym
samym atom wegla posiada deficyt elektronéw i jest podatny na atak odczynnikdéw
nukleofilowych. Jednoczesnie grupa karbonylowa aktywuje atomy wodoru przy weglu alfa (o).

Grupa aldehydowa (—CHO) ma obojetny charakter chemiczny, tzn. nie odszczepia,
ani nie przylacza protonow. Obecna w czgsteczkach aldehydow 1 ketonow grupa karbonylowa
sprawia, ze zwiazki te wykazujg podobne wiasnosci chemiczne, m.in. ulegajg reakcji addycji
nukleofilowej. Zarowno aldehydy jak i ketony zawierajg funkcje¢ karbonylowa, dlatego tez
do wykrywania i identyfikacji obu tych grup zwigzkow shuza te same ogdlne reakcje.

Identyfikacje nalezy zaczqc od potwierdzenia, ze w badanej probce wystgpuje grupa
karbonylowa (reakcje z pochodnymi hydrazyny lub aminami — roz. 3.1.1-3.1.3). Dopiero
w nastepnej kolejnosci nalezy rozstrzygngdé, czy badana substancja nalezy do aldehyddw, czy
tez ketonow, wykorzystujqc roznice w reaktywnosci tych grup zwigzkow (reakcja utleniania,
substytucja na weglu o).

Nalezy pamietac, ze dla wiarygodnej analizy nalezy wykonac co najmniej dwie niezalezne
reakcje grupowe.

4.1.1. Reakcja z 2,4-dinitrofenylohydrazyna

Najczesciej stosowanym odczynnikiem do wykrywania potaczen karbonylowych jest
2,4-dinitrofenylohydrazyna. W wyniku reakcji powstaja najczesciej krystaliczne, rzadziej
oleiste 2,4-dintrofenylohydrazony (Rys. 4.1.1).

i\
R H,N C=N
\ \ /N
=0+ N NO, — /Ry/H N NO,
IRy/H H -H,0 H
O,N OxN

Rys. 4.1.1. Reakcja aldehydu lub ketonu z 2,4-dinitrofenylohydrazyng

Wykonanie:

Do 3 ml przygotowanego roztworu odczynnika z 2,4-dinitrofenylohydrazyng dodaje sie¢ 2
krople /0,1 g/ badanej substancji i mocno wytrzasa. Wydzielenie si¢ osadu lub oleju od razu lub
po uptywie 5-10 minut §wiadczy o obecnosci grupy karbonylowe;.

Proba ta daje jednoznaczng odpowiedz, tzn. jesli w badanym zwigzku wystepuje grupa
karbonylowa, obserwuje si¢ wytrqcanie zottopomaranczowego lub nawet czerwonego osadu.

Odczynnik:
e 2,4-Dinitrofenylohydrazyna r-r (odczynnik)
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4.1.2. Reakcja z fenylohydrazyna

Fenylohyrazyna jest odczynnikiem stosowanym obok jej dinitropochodnej do
wykrywania polaczen karbonylowych. W jej wyniku powstaja najczgéciej krystaliczne
fenylohydrazony (Rys. 3.1.2).

R

\
R H,N C=N
\ \ / \
/C:O + N —> /Ry/H N

Rys. 3.1.2. Reakcja aldehydu lub ketonu z fenylohydrazyng

Wykonanie:

a) dla substancji rozpuszczalnych w wodzie: Do 2 ml odczynnika (roztwor fenylohydrazyny)
dodaje si¢ 3-5 kropli (0,1-0,5 g) badanej substancji. Osad lub olej moze si¢ wytraci¢ juz na
zimno albo po lekkim ogrzaniu na tazni wodnej i ponownym ochtodzeniu.

b) dla substancji nierozpuszczalnych w wodzie: 0,1-0,5 g badanej substancji rozpuszcza si¢
w 2 ml etanolu i powoli wkrapla wode do pierwszego trwalego zmgtnienia. Do tak
przygotowanego roztworu dodaje si¢ ok. 0,2 ml czystej fenylohydrazyny. Jezeli w ciagu 15
minut nie wytraci si¢ osad, dodaje si¢ krople kwasu octowego i ogrzewa kilka minut na
tazni wodne;.

Wiytracenie si¢ osadu lub oleju w a) lub b) po ochtodzeniu $§wiadczy o obecnosci ugrupowania
karbonylowego.

Odczynniki:
e Fenylohydrazyna r-r (odczynnik)
e Etanol

4.1.3. Reakcja z chlorowodorkiem hydroksyloaminy

W reakcji kondensacji grupy karbonylowej z hydroksyloaming powstaje oksym, ktory nie
posiada wtasnosci zasadowych. Proba ta polega na obserwacji zmiany barwy wskaznika
/oranzu metylowego, bigkitu bromotymolowego lub papierka uniwersalnego/ wystepujacej
wskutek wydzielania si¢ chlorowodoru (Rys. 3.1.3).

0
R—4  + NHOH<HCI —= R—C=N-OH + H,0 + HCl
HIRY Ry

Rys. 3.1.3. Reakcja z chlorowodorkiem hydroksyloaminy

Wykonanie:

Przed wykonaniem tej proby nalezy zawsze sprawdzi¢ odczyn badanej substancji.

a) jezeli substancja ma charakter obojetny — do kilku kropli odczynnika (r-r chlorowodorku
hydroksyloaminy) dodaje si¢ krysztatek lub jedna krople badanej substancji i ogrzewa si¢
do wrzenia. Zmiana barwy z pomaranczowej na czerwong wskazuje na obecno$¢ grupy
karbonylowej,
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b) jezeli ma charakter kwasny lub zasadowy — do 1 ml roztworu wskaznika dodaje si¢ okoto
0,2 g lub kilka kropli badanej substancji, doprowadza odczyn substancji do obojetnego
(poprzez dodanie roztworu rozcienczonej zasady lub kwasu) i dalej postepuje jak w punkcie

a).

Odczynnik:
e Chlorowodorku hydroksyloaminy r-r (odczynnik)

4.1.4. Wykrywanie metyloketonow
4.1.4.1. Proba jodoformowa

Reakcje te daja zwigzki zawierajace ugrupowania CHz-CO- zwigzane z wodorem, alkilem,
arylem lub alkohole, ktore w warunkach reakcji utleniajg si¢ do wyzej wymienionych polgczen:

R-CO-CH3z + 3 NaOl — R-CO-Clz + 3 NaOH
R-CO-Clz + NaOH — RCOONa + CHIs| (jodoform)

Uwaga: Reakcja ta zachodzi tez dla |1-rzedowych alkoholi o wzorze ogélnym R-CH(OH)-CHs.

Wykonanie:

0,1 g lub 5 kropli badanej substancji rozpuszcza si¢ w 2 ml wody. Jesli substancja nie jest
rozpuszczalna w wodzie nalezy ja rozpusci¢ w mieszaninie wody i dioksanu. Do tak
otrzymanego roztworu dodaje si¢ 2 ml 5% roztworu wodorotlenku sodu, a nast¢pnie przy
czestym wstrzgsaniu dodaje si¢ roztwor jodu w jodku potasu az do uzyskania trwalego
zabarwienia i pozostawia na 2-3 min. Jezeli jodoform nie wydzieli si¢ w temperaturze
pokojowej, wowczas probke nalezy ogrza¢ w temp. 60 °C. Produkt reakcji, po rozcienczeniu
rowng objetoscia wody, pozostawia si¢ na 10 minut. Wydzielenie si¢ zottego osadu o
charakterystycznym zapachu $§wiadczy o obecnosci wyzej wymienionych ugrupowan.

Odczynniki:
e 5% roztworu wodorotlenku sodu
e Jod w jodku potasu (I w KI)

4.1.5. Odroznienie aldehydow od ketonow

Wszystkie metody prowadzace do odroznienia aldehydéow od ketondéw oparte s3 na
wykorzystaniu redukcyjnych wiasnosci aldehydow. Aldehydy, w przeciwienstwie do ketonow,
ulegajg utlenieniu do kwasoéw przy uzyciu nawet stabych utleniaczy (Ag20, CuO).

4.15.1. Préba Tollensa

Proba Tollensa polega na redukcji amoniakalnego roztworu tlenku srebra(l) do
metalicznego srebra, ktore osadza si¢ na probowce — stad tez nazwa ,,proba lustra srebrowego”.

RCHO + 2 [Ag(NH3);]JOH — RCOONHs + 3 NHst + 2 Ag| + H,0
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Reakcje t¢ daja zardwno aldehydy alifatyczne jak i aromatyczne. Redukcja ta najlatwiej
przebiega w przypadku aldehydéw alifatycznych o matej masie czasteczkowej; w miarg
wzrostu dlugosci tancucha przebieg reakcji staje si¢ wolniejszy. Aldehydy aromatyczne
zawierajace grupy hydroksylowe /np. aldehyd salicylowy/ reaguja bardzo powoli. Préby
Tollensa nie mozna przeprowadzi¢ wobec zwigzkow, ktore tworzg sole srebrowe. Pozytywny
wynik tej proby dajg rowniez cukry redukujagce. Kwas mrowkowy podobnie jak aldehydy,
zawiera ugrupowanie -CHO i ma wiasciwosci redukujace, a anion mrowczanowy utlenia sie
w trakcie préby Tollensa do anionu weglanowego, jednak efekt tej proby jest stabszy, niz
w przypadku reakcji z aldehydami.

Wykonanie:

1. Przygotowanie odczynnika: W czystej probowce miesza si¢ 2 ml 5% roztworu azotanu
srebra i jedng kroplg 10% wodorotlenku sodu. Nastgpnie przy cigglym mieszaniu dodaje
si¢ kroplami 15% roztwor amoniaku az do zaniku osadu tlenku srebra (Ag20).

Odczynnik powinien by¢ swiezo przyrzqdzony i nie moze by¢ przechowywany /tworzq sie
zwigzki wybuchowe/.

2. Wykonanie proby: Do 3 ml odczynnika dodaje si¢ 3 krople badanej substancji /gdy badana
substancja jest nierozpuszczalna w wodzie, nalezy ja rozpusci¢ w jak najmniejszej objetosci
alkoholu/. Po zmieszaniu pozostawia si¢ w temperaturze pokojowej i obserwuje powstanie
tzw. lustra, ktére swiadczy o obecnosci aldehydow.

Odczynniki:

e Azotan srebra(l) 5%

e Wodorotlenek sodu 10%
e Amoniak 15%

4.1.5.2. Reakcja z odczynnikiem Fehlinga

Odczynnik Fehlinga jest mieszaning roztworu CuSOs4 w kwasie siarkowym (Fehling 1)
i alkalicznego roztworu winianu sodowo-potasowego (Fehling II). Utlenia on aldehydy
alifatyczne, czego wynikiem jest powstawanie ceglastego osad Cuz0 (jony Cu?* redukuja sie
do jonéw Cu"*). Formaldehyd bedacy silnym reduktorem w reakcji tej redukuje jony Cu?* do
miedzi metalicznej. Winian sodowo-potasowy tworzy z jonami Cu?* zwiazek kompleksowy,
tym samym zapobiega to powstawaniu osadu Cu(OH)s.
oH CuSOs  yoc CO.K KO,C._ _OH

I _NaOH | I I Cu,0] + RCOONa + I

Na0,C~ “OH NaO,C CO,Na  NaOH NaO,C” “OH

KO,C

Rys. 4.1.5.2. Reakcja z odczynnikiem Fehlinga

Reakcji tej ulegaja zazwyczaj aldehydy alifatyczne oraz takze cukry redukujace. Wigkszo$¢
aldehydéw aromatycznych oraz ketony daja negatywny wynik tej reakcji. Dla aldehyddw
aromatycznych w $rodowisku zasadowym zachodzi szybsza reakcja Cannizarro.
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Wykonanie:

Okoto 0,2 g badanej substancji rozpuszcza si¢ w 5 ml wody i dodaje 2,5 ml Fehlinga 1 12,5 ml
Fehlinga |1, miesza i ogrzewa przez kilka minut na tazni wodne;.

Wydzielenie ceglastoczerwonego osady tlenku miedzi(I) $wiadczy o obecnosci aldehydow.

Odczynniki:
e Fehling I (CuSO4 w wodzie zakwaszonej H2SO4)
e Fehling Il (winianu sodowo-potasowego /sél Seignerra/, NaOH, H»0)

4.1.5.3. Reakcja z fuksyng /odczynnik Schiffa/

Rys. 4.1.5.3. Reakcja z fuksyng
[https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SchiffReagentMechanisml.png-dostegp 09.11.2023]

Reakcja z odczynnikiem Schiffa stosowana jest do jakosciowego wykrywania aldehydow.
Moze by¢ réwniez wykorzystana dla cukrow redukujacych. W probie tej wykorzystuje si¢
fuksyne, ktora jest czerwonym barwnikiem z grupy trojfenylometanu. Pod wptywem SO2
fuksyna odbarwia si¢ dajac tzw. odczynnik Schiffa, ktory reaguje z aldehydami dajac nietrwaty
produkt przytaczenia, ktory traci kwas siarkowy(IV) i powstaje kation trytyliowy
0 zabarwieniu purpurowofioletowym (odczynnik Schiffa przy pozytywnym wyniku préby
zmienia barwg z bezbarwnej lub bladozottej na purpurowofioletows).

Wykonanie:

Do 1 ml roztworu badanej substancji doda¢ 5 kropli roztworu fuksyny. Zawarto$¢ probowki
ostroznie wymieszac. Jesli analizowany zwigzek jest aldehydem, w czasie 5 min pojawia si¢
purpurowofioletowe zabarwienie. Nie nalezy probki ogrzewac.

Odczynnik:
e roztwor fuksyny (odczynnik Schiffa)
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4.1.6. Odroéznienie aldehydéw alifatycznych od aromatycznych
4.1.6.1. Reakcja z odczynnikiem Benedicta

Odczynnik Benedicta redukuja tylko aldehydy alifatyczne, stuzy on takze do wykrywania
wigkszos$ci cukrow redukujacych.

RCHO + 2 Cu(OH). + OH™ — RCOO™ + Cu20] + 3 H20 (zapis jonowy)
lub
RCHO + 2 CuO — RCOOH + Cu20| (zapis skrocony)

Rys. 3.1.7.1. Reakcja zachodzgca w przebiegu proby Benedicta.

Wykonanie:

Okoto 0,1 g badanej substancji rozpuszcza si¢ w 2 ml wody i dodaje 2 ml odczynnika Benedicta.
Po zmieszaniu ogrzewa si¢ do wrzenia. Wytracenie si¢ ceglastoczerwonego osadu §wiadczy
0 obecnosci aldehydu alifatycznego.

Odczynnik:
e Odczynnik Benedicta (zawiera: cytrynianu sodu, weglanu sodu, siarczanu miedzi)

4.2. REAKCJE GRUPOWE ALKOHOLI

Alkohole to pochodne weglowodorow alifatycznych zawierajace grupe -OH potaczong
z atomem wegla o hybrydyzacji sp®. Alkohole s3 substancjami cieklymi lub statymi, a ich
temperatura wrzenia jest znacznie wyzsza niz temperatura wrzenia weglowodorow,
halogenkdéw alkilowych (fluorowcowgglowodorow), czy eterow o tej samej liczbie atoméw
wegla. Jest to zwigzane z mozliwos$cia tworzenia wigzanh wodorowych, w ktorych uczestniczy
obecna w strukturze grupa hydroksylowa.

W analizie wykorzystuje si¢ réznice w reaktywnosci alkoholi o roznej rzgdowosci
w reakcjach substytucji nukleofilowej (Sn1 i Sn2). Zdolno$¢ reagowania z odczynnikami
nukleofilowymi, a wiec i zasadowos$¢, ro$nie wraz z rzedowoscig, natomiast kwasowos¢
maleje. Charakterystyczne, zalezne od rzedowos$ci zachowanie alkoholi obserwuje si¢ rowniez
w reakcjach utlenienia.

4.2.1. Reakcja z metalicznym sodem

W pierwszym etapie, informacj¢ o mozliwosci wystepowania alkoholu w badanej probce
mozna uzyska¢ (dla zwigzkow ciektych), obserwujac jej zachowanie po dodaniu sodu
W procesie stapiania z sodem (wydzielaja si¢ pecherzyki powstajacego wodoru), jest to jednak
reakcja niespecyficzna gdyz daja ja rOwniez takze inne zwiazki, np. kwasy i fenole.

Uwaga: Reakcje prowadzi si¢ tylko w uzasadnionych przypadkach po porozumieniu
z asystentem! Reakcje nalezy wykonac¢ pod wyciggiem! Doswiadczenie wymaga ostroznosci i Scistego
trzymania sie polecen zawartych w przepisie.
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Reakcja ta pozwala na wykrycie obecnosci aktywnego wodoru:
2 ROH + 2 Na— 2 RONa + Hz1

Oprocz alkoholi, kwaséw i fenoli pozytywny wynik reakcji daja takze tioalkohole, aminy
I1-rzedowe, acetylen i jego pochodne typu RC=CH, zwiazki z czynng grupa metylenowa oraz
substancje zawierajace nawet Slady wilgoci. Alkohole o wigkszej masie czasteczkowej reaguja
z sodem bardzo wolno.

Wykonanie:

Do 1 ml badanej substancji dodaje si¢ cienki skrawek metalicznego sodu i obserwuje
czy wydzielaja si¢ pecherzyki wodoru. Ponadto w przypadku obecnosci alkoholi
po ochtodzeniu powinien wydzieli¢ si¢ osad alkoholanu.

4.2.2. Reakcja acetylowania

W celu wykrycia obecno$ci grupy hydroksylowej stosuje si¢ najczgsciej reakcje
acetylowania chlorkiem acetylu lub bezwodnikiem octowym:

Na,COs
ROH + CH3COClI ——— > CH3COOR + HCI

ROH + (CH3C0);0 — CH3;COOR + CH3COOH

Wykonanie:

W probowce wytrzasa si¢ 1 ml badanej substancji z 1 ml chlorku acetylu. W przypadku
obecnosci alkoholu obserwuje si¢ efekt cieplny 1 wydzielenie chlorowodoru, natomiast
po wylaniu zawartosci proboéwki do okoto 5 ml wody wydziela si¢ olej lub osad.
Po zobojetnieniu nadmiaru kwasu weglanem sodu (NaHCO3) czesto pojawia si¢ przyjemny
owocowy zapach.

Uwaga ! Reakcje naleziy wykonaé pod dygestorium !

Odczynniki:
e Chlorek acetylu
e NaHCO3

4.2.3. Reakcja benzoilowania

Obok reakcji acetylowania wykorzystuje si¢ czgsto reakcje benzoilowania za pomoca
chlorku benzoilu:

@) @)
1 [

C. C.__R
g e = e

Rys. 4.2.3. Reakcja alkoholu z chlorkiem benzoilu
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Wykonanie:

W probowce umieszcza si¢ 1 ml badanej substancji i 0,5 ml chlorku benzoilu, a nastepnie
ostroznie dodaje 2,5 ml 10% roztworu wodorotlenku sodu. Probéwke zamyka si¢ korkiem i
energicznie wstrzasa, az do zaniku zapachu chlorku benzoilu.

Wydzielenie si¢ oleju lub osadu §wiadczy o obecnosci alkoholu.

Uwaga ! Reakcje naleiy wykonaé pod dygestorium !

Odczynniki:
e Chlorek acetylu
e NaOH 10%

4.2.4. Rozréznianie alkoholi I-, I1-i I11-rzedowych

4.2.4.1. Proba Lucasa — reakcja z kwasem solnym i chlorkiem cynku(ll)

- préba na alkohole 1I- i lll-rzedowe
A
N Na
~><c— R-OH —— R-ONa + U2 H,}
R? | R’ N
ZnC
RLCH-C =22 RLCH-OH —N& R-CH-ONa + 1/2 HZT
250,
R znCl N N il i
Rl—C— <n—2 Rl—C—OH L» Rl_c_ONa + 1/2 H2
| 3 | 3 I3
R R
\
wymiana OH wymiana H

Rys. 4.2.4.1. Préba Lucasa (z lewej) oraz reakcja z sodem (z prawej) (patrz roz. 3.2.1) dla alkoholi I-, I1- i I11-
rzedowych.

W reakcji alkoholi z roztworem ZnCl; w kwasie solnym mozna odr6zni¢ ich rzedowosc.
Jest to tzw. proba Lucasa. Probe te nalezy stosowaé tylko dla alkoholi o mniejszej masie
czasteczkowej /do Ce¢/. Wyzsze alkohole nie rozpuszczaja si¢ w odczynniku Lucasa 1 przy
wstrzgsaniu tworzg emulsje, ktéra moze powodowac mylng interpretacje wyniku.

Po dodaniu do alkoholu roztworu ZnCl/HCI roztwoér staje si¢ poczatkowo klarowny
1 w trakcie reakcji wytrgca si¢ nierozpuszczalny w wodzie chlorek alkilu.

Wykonanie:

1 ml badanej substancji miesza si¢ z 10 ml odczynnika Lucasa. Probowke zamyka si¢ korkiem
i mocno wytrzasa przez chwile, a nastepnie pozostawia w spokoju i obserwuje po jakim czasie
pojawi si¢ zmetnienie lub rozwarstwienie cieczy wskutek wydzielania si¢ halogenku alkilu.
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Alkohole lll-rzedowe reagujq najszybciej — od razu powstaje zmetnienie i w krotkim czasie
widoczne jest rozwarstwienie cieczy. Alkohole ll-rzedowe reagujq wolniej, zmetnienie powstaje
PO 5 minutach, a dopiero po 10 minutach widoczne sq 2 warstwy. Alkohole I-rzedowe w tych
warunkach nie reagujq, za wyjgtkiem alkoholu benzylowego, allilowego i cynamonowego.

Odczynnik:
e odczynnik Lucasa (chlorku cynku(ll) w stezonym HCI)

W przypadku gdy proba Lucasa nie daje jednoznacznego wyniku nalezy dodatkowo wykonac
probe ze stezonym kwasem solnym.

4.2.4.2. Préba ze stezonym kwasem solnym

W przypadku gdy proba Lucasa nie daje jednoznacznego wyniku nalezy dodatkowo
wykonac¢ probe ze stezonym kwasem solnym.

Wykonanie:

W probowce umiesci¢ 2 ml stezonego kwasu solnego i 2 krople badanego alkoholu.
Zmetnienie lub utworzenie si¢ dwoch warstw ciggu 2-10 minut wskazuje na obecno$¢ alkoholu
I1l-rzedowego. W przypadku alkoholi I- i 1l-rzedowych nie obserwuje si¢ widocznych zmian.

Odczynnik:
e stezony kwas solny

4.2.4.3. Reakcja z kwasem nitrochromowym - utlenianie alkoholi
- proba na alkohole I- i Il-rzgdowe

Wigkszos¢ alkoholi | i ll-rzgdowych ulega utlenieniu pod wplywem kwasu
nitrochromowego, ktory tworza mieszanina K2Cr207 i HNOs. Reakcji tej towarzyszy
pojawienie si¢ ciemnoniebieskiego lub niebieskozielonego zabarwienia.

Alkohole I11-rzedowe si¢ nie utleniaja.

Probe tg wykonuje si¢ tylko w przypadku, koniecznosci rozréznienia rzgdowosci alkoholi,
a nie stwierdzenia ich obecnosci, poniewaz pozytywny wynik reakcji daje wiekszo$¢ zwigzkow
ulegajacych reakcji utleniania.

R—CH;OH RS R—c’\p L0 R—C//O
H OH
(€Y
R\l K,Cr,0, R'
CH-OH - c=0
R’ R
(b)

Rys. 4.2.4.3. Utlenianie alkoholi w reakcji z K2Cr207: (a) I- i (b) 11-rzedowych

31



Wykonanie:

Do 1 ml r-r kwasu azotowego(V) dodaje si¢ 2-3 krople 5% wodnego roztworu K>Cr2.07, a
nastepnie 0,5-1 ml badanego zwigzku (zwiazki nierozpuszczalne w wodzie dodaje si¢ do
mieszaniny kwasu 1 dwuchromianu w ilosci 02 ml lub 02 g
po zmieszaniu z 1 ml acetonu) i starannie wytrzasa. Probowke pozostawia si¢
pod dygestorium na kilka minut. Pojawienie si¢ niebieskiego (lub niebieskoszafirowego)
zabarwienia (w ciggu 5 min) wskazuje na obecno$¢ I- lub Il-rzedowego alkoholu.

Uwaga: Reakcje nalezy wykonac¢ pod wyciggiem! Doswiadczenie wymaga ostroznosci
i Scistego trzymania si¢ polecen zawartych w przepisie.

Odczynniki:
e Kwas azotowy(V) 7,5 mol/dm?
o KyCr075% r-r

4.2.4.4. Reakcja z kwasem chromowym
- reakcja z odczynnikiem Bordwella-Wellmana

Alkohole I'i ll- rzedowe w tych warunkach ulegaja utlenieniu i obserwuje si¢ zmiang barwy
na zielong.
1 1
R OH R /O
Y + 2Cro, + 3H,50, ——> W 2 + Cr,(S0,), + 6H,0
2
R R

Rys. 4.2.4.4.. Reakcji alkoholi 1-rzedowych z odczynnikiem Bordwella i Wellmana (z kwasem chromowym)

Wykonanie:

Rozpusci¢ 10 kropli badanego alkoholu (lub 0,2 g zmieszanego w 1 ml acetonu) i dodaé
1 krople odczynnika Bordwella-Wellmana. Mieszaning wytrzasa¢ przez 10 sekund,
a nastgpnie zaobserwowaé zmiang barwy. Alkohole I- i ll-rzedowe dajg zabarwienie
zielonozotte, zielonobrunatne lub biekitnozielone, natomiast alkohole III rzedowe
nie powoduja zmiany zabarwienia roztworu.

Odczynnik:
e Odczynnik Bordwella-Wellmana (CrOz w H2SO4)

4.2.4.5. Proba jodoformowa
- proba na alkohole Il-rzedowe

Alkohole ll-rzedowe, posiadajace grupe metylowa przy tym samym atomie wegla
co grupe hydroksylows, dajg analogicznie do metyloketonow pozytywny wynik préby
jodoformowej wytracic si¢ zotty osad jodoformu (CHI3) (wykonanie patrz roz. 4.1.4.1).

R-CH(OH)-CHs + 2 I + 2 NaOH — RCOONa + CHIs| + Nal + 2 H20
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4.3. REAKCJE GRUPOWE FENOLI

Fenolami nazywamy zwigzki, ktore powstaja przez podstawienie w benzenie (lub innym
pierScieniu aromatycznym) jednego lub kilku atoméw wodoru grupami wodorotlenowymi.
Zwiazki te zatem odpowiadaja alkoholom w szeregu alifatycznym. Fenole, za wyjatkiem:
o-bromofenolu (2-bromofenolu), o-chlorofenolu (2-chlorofenolu), m-krezolu (3-metylofenol) i
3-metoksyfenolu, sg krystalicznymi substancjami statymi. Stabo rozpuszczaja si¢ w wodzie i
najczesciej majg charakterystyczny, ostry zapach. Ich rozpuszczalno$é ro$nie wraz ze wzrostem
liczby grup wodorotlenkowych w strukturze zwigzku. W odrdznieniu od alkoholi rozpuszczaja
si¢ w 5% roztworze wodorotlenku sodu. Jednak nie rozpuszczaja si¢ w 5% roztworze
wodoroweglanu sodu, w przeciwienstwie do kwasoéw karboksylowych.

Fenole, analogicznie do zwigzkOw aromatycznych, tatwo ulegaja na skutek aktywujacego
wplywu grupy -OH, typowym reakcjom substytucji elektrofilowej, w tym w szczegdlnosci
reakcje bromowania oraz sprzegania ze zwigzkami diazoniowymi (tworzenie barwnikow
azowych) sg wykorzystywane w analizie. Dodatkowo do identyfikacji fenoli wykorzystywana
jest reakcja z FeCls (powstaja barwne kompleksy) czy reakcja Liebermanna z mieszaning
kwasu azotowego(Ill) i stezonego siarkowego(VI).

4.3.1. Reakcja z bromem

Fenole reaguja z roztworem bromu w czterochlorku wegla, dajac produkty podstawienia
z rownoczesnym wydzieleniem bromowodoru. Jezeli reakcje bromowania przeprowadza si¢ za
pomoca wody bromowej, wowczas bardzo czg¢sto wytrgca si¢ od razu trudno rozpuszczalny,
bezbarwny lub zo6tty produkt.

OH OH
Br Br

+ 3Br - + 3HBr
2 (aq)

Br
Rys. 4.3.1. Reakcja fenolu 7z wodg bromowg (powstaje 2,4,6-tribromofenol).

Produkty reakcji bromowania sg rowniez uzywane do identyfikacji fenoli jako ich state
pochodne. Monohydroksylowe fenole tworza mono-, di-
i tribromopochodne. Z kolei fenole polihydroksylowe w reakcjach bromowania ulegajg
rownocze$nie bromowaniu i utlenieniu do chinonéw. Reakcje te mozna wykorzysta¢ do
otrzymania krystalicznych bromopochodnych.

Wykonanie:

Do probéwki doda¢ 0,2 g badanego zwiazku i 5 ml wody (lub etanolu), po rozpuszczeniu dodawac
kroplami wod¢ bromowa, az do utrzymania si¢ jasnozoéttej barwy. Na obecno$¢ fenolu wskazuje
poczatkowe odbarwianie wody bromowej 1 nast¢gpnie wydzielanie osadu produktu bromowania.
Dodanie wigkszej ilosci odczynnika pozwala na otrzymanie osadu tribromopochodnej fenolu.

Odczynnik:
e \Woda bromowa
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4.3.2. Reakcja z chlorkiem zelaza(lll)

Wigkszos¢ fenoli, enoli, kwasow hydroksamowych i niektore oksymy reaguja z FeCls
tworzac barwne zwigzki kompleksowe. Barwa tych potaczen zalezy od rodzaju fenolu, uzytego
rozpuszczalnika 1 stezenia reagentow. Zabarwienie to czg¢sto jest nietrwale 1 nalezy je
obserwowa¢ w chwili dodawania odczynnika. Niektore fenole z chlorkiem zelazowym reaguja
tylko w roztworze alkoholowym. Wigkszos¢ fenoli daje zabarwienie niebieskie, zielone lub
fioletowe.

6 CeHsOH + FeCls —_— Hs[Fe(OCeHs)s] + 3HCI

Rys. 4.3.2. Reakcja fenolu z FeCls.
Wykonanie:
3 krople /0,05 g/ badanej substancji rozpuszcza si¢ w 3 ml wody (lub 40% etanolu), a nastepnie
dodaje 1 krople 2,5% roztworu FeClz i obserwuje pojawienie si¢ zabarwienia (czasem tylko
przejsciowego).
Fenole dajg kompleksy o barwie zielonej, niebieskiej, fioletowej lub purpurowej. Jezeli w
roztworze wodnym préba jest negatywna (powstanie zo6ttego lub pomarahczowego
zabarwienia), mozna probe powtorzy¢ w roztworze alkoholowym.

Uwaga: MoZna wstepnie zidentyfikowad zwiqzek w zaleinosci od zabarwienia:

- fioletowe: fenol, rezorcyna, 4-hydroksybenzaldehyd, 2-hydroksybenzaldehyd, 1-naftol,
aldehyd salicylowy,

- niebieskofioletowe: 2,3-dimetylofenol,

- niebieskie: o-krezol, m-krezol, p-krezol, 2,3-dwumetylofenol, hydrochinon, floroglucyna,

- zielone: pirokatechina (o-dihydroksybenzen), aldehyd 3,4-dwuhydroksybenzenowy, 2-naftol,
- niebieskozielone: kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy,

- czerwone: kwasy nitrosalicylowe, kwas o-hydroksyizoftalowy

Odczynnik:
e FeCl32,5%r-r

4.3.3. Reakcja acylowania i benzoilowania

Reakcje t¢ mozna wykorzysta¢ do otrzymania benzoilowych pochodnych krystalicznych
(octanéw i benzoesandw).

oH Ch_-© o\
© } S @OH ) e

Rys. 3.3.3. Reakcja fenolu z chlorkiem benzoilu — otrzymywanie benzoesanu fenylu.

Wykonanie:
W probowce do 1 ml chlorku benzoilu (lub chlorku acetylu) dodaje si¢ kroplami 0,2 g badanej
substancji, nastepnie catos¢ doktadnie wytrzasa sie i obserwuje czy wydziela si¢ chlorowodor.
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Jesli reakcja nie zaszta mieszaning ogrzewa si¢ na fazni wodnej przez kilka minut. Nastepnie
po ochtodzeniu catos¢ wylewa si¢ do 5 ml wody. W przypadku obecnos$ci fenolu wytraci sig
osad lub olej.

Uwaga: Reakcje naleiy wykonaé pod dygestorium!

Odczynnik:
e chlorek benzoilu (lub acetylu)

4.3.4. Reakcja Liebermanna — préba indofenolowa
- dla fenoli nieposiadajacych podstawnikow jednoczes$nie w pozycji orto i para

Reakcje t¢ dajg zarowno fenole jak i fenoloetery niepodstawione w potozeniu para. Fenole
w mieszaninie kwasow azotowego(IIl) i stezonego siarkowego (V1) tworzg barwne produkty C-
nitrozowania w potozeniu para. Pozytywny wynik tej reakcji daja tez zwigzki aromatyczne
z grupami dialkiloaminowymi. Z kolei negatywny wynik préby daja nitrofenole i fenole
podstawione grupami -CHO, -COOH i -COCHs.

o§ HO\
OH | OOH HO _o
NaNO, .
H,50, \©\ Q
I H,SO, N
OH © l H,SO,
HO /o\H
HSO,
=
N
Rys. 3.3.4. Reakcja Liebermana.
Wykonanie:

Uwaga: Reakcje naleiy wykonaé pod dygestorium!

W probbwece rozpuszcza sie krysztatek azotanu(lll) sodu (nazwa zwyczajowa: azotynu sodu)
w kilku kroplach stezonego kwasu siarkowego(V1), a nastepnie do tak sporzadzonego roztworu
dodaje si¢ 0,02 g (lub 2 krople) badanej substancji i pozostawia na kilka minut.

W przypadku obecnosci fenolu lub eteru fenolu mieszanina zabarwi sig¢ na kolor niebieski,
zielony lub purpurowy (po dodaniu kilku kropli wody barwa sie poglebia).

Po ochtodzeniu probke alkalizuje si¢ 20% roztworem wodorotlenku sodowego.
W przypadku obecnosci fenoli barwa zazwyczaj pozostaje zielona lub niebieska.

Odczynniki:

e Azotyn sodu (azotan(l11) sodu)
e Kwas siarkowy

e NaOH r-r 20%
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4.3.5. Reakcja Millona

Proba ta jest szczegolnie wazna dla fenoli podstawionych w potozeniu para, ktore nie daja
reakcji Liebermanna.

Monofenole o niepodstawionej pozycji orto- (minimum jednej) reaguja W temperaturze
pokojowej lub po ogrzaniu z roztworem kwasu azotawego(V) wobec azotanu(V) rteci(ll) dajac
czerwone zabarwienie lub zo6tty osad nierozpuszczalny w kwasie azotowym.

Monofenole o podstawionej pozycji orto- z odczynnikiem Millona ulegajg reakcji
nitrozowania w pozycji orto, ktérej produkt, o-nitrozopochodna, tworzy barwny kompleks z
jonami Hg?"). Pozytywny wynik reakcji Millona daja takze etery fenoli i anilina.

Reakcji tej nie dajg diorto- i dimeta-podstawione fenole np. kwas pikrynowy.

2Hg + 6HNO, === 2Hg(NO,), + 3H,0+ NO, + NO

HO
NO, + NO —= N,0, —— 2HNO,
OH OH o
Ny \ CH
\O |_92+ O\ /N 3
2 + 2HNO, —>= 2 — Hg_
A
HyC N O
CH
3 CH, O
Rys. 3.5.5. Reakcja Millona na przyktadzie p-krezolu( IUPAC: 4-metylofenol).
Wykonanie:

Uwaga: Reakcje prowadzi sie¢ tylko w uzasadnionych przypadkach po porozumieniu
z asystentem! Reakcje naleiy wykonac pod dygestorium!

Krople roztworu (etanolowego, wodnego lub eterowego) badanej substancji miesza si¢
z kropla odczynnika Millona. Jesli pojawi si¢ kolor czerwony $§wiadczy to o obecnosci fenolu.
Jezeli nie obserwuje si¢ zadnych zmian, nalezy mieszaning krétko ogrza¢ w tazni wodne;.
Pojawienie si¢ czerwonego zabarwienia lub z6ltego osadu wskazuje na obecno$¢ fenolu, eterow
fenoli lub aniliny.

Odczynniki:
e odczynnik Millona (Hg w HNO:s)
e etanol
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4.4. REAKCJE GRUPOWE KWASOW KARBOKSYLOWYCH

Kwasy rozpuszczalne w wodzie wykazujga kwasny odczyn roztworu dzigki dysocjacji.

0  HO 0

// /7
R—C — » R—-C + H

\ \

OH O

Kwasy karboksylowe sa rozpuszczalne w 5% roztworze wodorotlenku sodu
i 5% roztworze wodoroweglanu sodu; tej ostatniej reakcji towarzyszy wydziclanie si¢
dwutlenku wegla.
by 2
R—C +  NaOH — R=C .+ HoO
OH O Na

s6l sodowa kwasu
kwas karboksylowy karboksylowego

W analizie tych zwigzkoéw najwazniejszg role spetniajg reakcje zachodzace w obrgbie grupy
karboksylowej. W tym celu sg wykorzystywane te, ktore wigza si¢ bezposrednio z ich
charakterem kwasowym, m.in. proba ze wskaznikami kwasowo-zasadowymi, préba jodan-
jodek, préba z NaHCOs. Znang reakcja charakterystyczng jest tez estryfikacja. Inne reakcje
analityczne zwigzane sg z indywidualnymi wlasciwosciami roznych rodzajow kwasow.

4.4.1. Proba ogdlna na kwasy
— badanie kwasowos$ci/odczynu

4.4.1.1. Proba ze wskaznikiem uniwersalnym

Wykonanie:

Niewielka 1lo$¢ zwigzku umiesci¢ w probowce, a nastepnie rozpusci¢ w jak najmniejszej ilosci
wody. W przypadku gdy zwigzek nie rozpuszcza si¢ w wodzie, nalezy najpierw rozpusci¢ go
w niewielkiej ilosci acetonu lub alkoholu, a nastepnie doda¢ wody. Probe nalezy wykonac z
papierkiem uniwersalnym, ktéry zanurza si¢ na sekund¢ w wodnym roztworze badanego
zwigzku, odczekuje chwile 1 porownuje zabarwienie z wzorcowg skalg barw odpowiadajacych
okreslonemu zakresowi pH.

4.4.1.2. Préba z fenoloftaleing

Wykonanie:
Na szkielku zegarkowym (lub szalce Petriego) umieszcza si¢ 1-2 krople 0,01 n roztworu
wodorotlenku sodu, dodaje krople alkoholowego roztworu fenoloftaleiny, a nastgpnie krople
lub krysztatek badanej substancji. Odbarwienie roztworu wskazuje na kwasny charakter
substanciji.

Odczynniki:
e NaOHr-r0,01n
¢ Fenoloftaleina (alkoholowy r-r)
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4.4.1.3. Reakcja z wodoroweglanem sodu

W reakcji tej mozna odrézni¢ kwasy od wigkszosci fenoli.

0 0]
R% + NaHCO, —— R%_ L COZT + H,0
OH O Na

s6l sodowa kwasu karboksylowego

Wykonanie:

W proboéwce umieszcza si¢ 1 ml 5% roztworu wodoroweglanu sodu i dodaje 1 krople lub
niewielkg ilo$¢ sproszkowanej badanej substancji. Wydzielanie si¢ pecherzykoéw dwutlenku
wegla §wiadczy o obecno$ci kwasu.

Odczynnik:
e NaHCO35% r-r

442, REAKCJA ESTRYFIKACJI

Nizsze kwasy tluszczowe oraz kwasy aromatyczne tworza z nizszymi alkoholami estry o
przyjemnym owocowym zapachu. Kwasy o wyzszych masach czasteczkowych tworza
zazwyczaj estry bezwonne.

/O H* /O
R_\/ + R —OH —_— R‘( + HO
OH < O—R

Rys. 3.4.2. Reakcja kwaséw z alkoholami — otrzymywanie estréw.

Wykonanie:

0,1 g badanego kwasu ogrzewa si¢ z 2 ml absolutnego etanolu i 1 ml st¢zonego kwasu
siarkowego przez 2 minuty, po czym chtodzi i wlewa ostroznie do parowniczki/szalki Petriego
zawierajacej roztwor weglanu sodu.

Wydzielenie si¢ oleju o przyjemnym owocowym zapachu §wiadczy o obecno$ci kwasu.

Odczynniki:
e Kwas siarkowy stezony
e Etanol

e NaHCO3 5% r-r

4.4.3. REAKCJA Z REZORCYNA - wykrywanie kwasow 1,2-dikarboksylowych

Kwasy 1,2-dikarboksylowe oraz ich pochodne — estry, bezwodniki, imidy dajg z rezorcyng
w obecnosci kwasy siarkowego barwniki typu fluoresceiny. Zwigzki te w S$rodowisku
alkalicznym wykazujg z6ttoczerwong fluorescencje w swietle dziennym i zielong lub niebieskg
w $wietle nadfioletowym. Kwasy 1-hydroksy-1,2-dwukarboksylowe w warunkach reakc;ji tracg
dwutlenek wegla i wode. Utworzony aldehyd reaguje z rezorcyng tworzac pochodne 5-
hydroksykumaryny.
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Wykonanie:
Uwaga: Reakcje prowadzi sie¢ tylko w uzasadnionych przypadkach po porozumieniu

Z asystentem!

Niewielka ilo$¢ (okoto 10 mg) badanej substancji miesza si¢ z niewielka ilo$cig rezorcyny,
dodaje kilka kropli stez. H2SO4, po czym mieszaning ogrzewa si¢ przez 10 min we wrzacej
tazni wodnej (utrzymanie statej temperatury jest konieczne dla wlasciwego przebiegu reakcji).
Uzyskang mieszaning rozpuszcza si¢ ostroznie w wodzie, a nast¢pnie wkrapla si¢ 20% roztwor
NaOH do uzyskania odczynu zasadowego. Pojawienie si¢ fluorescencji, szczegdlnie
intensywnej w $wietle nadfioletowym, wskazuje na obecno$¢ kwasu 1,2-dikarboksylowego.
Rownolegle do proby badanej przeprowadza sie Slepg probe z tymi samymi odczynnikami ale
bez badanej substancji, gdyz produkty rozpadu samej rezorcyny dajg zielong fluorescencje.

Odczynniki:

e NaOH r-r 20%

o kwas siarkowy stezony
e rezorcyna

45. REAKCJE GRUPOWE AMIN

Dzigki obecnos$ci wolnej pary elektronowej przy atomie azotu aminy wykazuja
w mniejszym lub wickszym stopniu charakter zasadowy, naleza do zwigzkow organicznych,
pochodnych amoniaku. Aminy majg ogélny wzor RNH2, R2NH lub R3N, gdzie R jest grupa
alkilowa Iub arylowa. Aminy dzielg si¢ na pierwszo-, drugo- i trzeciorzgdowe, w zaleznosci od
ilosci grup zwigzanych z atomem azotu. Ponadto znane sa czwartorzedowe zwiazki (sole,
kationy) amoniowe (RsN*). Wiasnosci fizykochemiczne amin zalezg w duzej mierze od ich
rzgdowosci. Aminy [ i [I-rzedowe tworzac wigzania wodorowe ulegaja asocjacji, co wptywa na
zmniejszenie ich lotno$ci w poréwnaniu z lotno$cia weglowodorow o podobnej budowie
fancucha. Aminy o krétkich tancuchach rozpuszczaja si¢ w wodzie lepiej niz alkohole
o takich samych tancuchach weglowodorowych co jest wynikiem powstania szczegdlnie
mocnych wigzan wodorowych miedzy azotem grupy aminowej a wodorem czasteczki wody.

W celu stwierdzenia obecnosci aminy w badanej probce nalezy najpierw potwierdzié
obecnos¢ azotu w analizie elementarnej.

Aminy w wigkszosci naleiq do grup rozpuszczalnosci E1 lub Z.

Zaleznie od rzgdowosci 1 rodzaju podstawnikéw wykazuja silniejszy lub stabszy charakter
zasadowy, aminy alifatyczne majg zasadowo$¢ zblizong do amoniaku, z kolei aminy
aromatyczne sg znacznie mniej zasadowe - proba z papierkiem Kongo.

Aminy  reaguja roznie z  okreSlonymi  odczynnikami, m.in.  chlorkiem
benzenosulfonylowym, kwasem azotowym (1), chlorkiem fluoresceiny. Ponadto, obecno$é¢
wigkszosci amin mozna rozpozna¢é po charakterystycznym intensywnym i bardzo
nieprzyjemnym zapachu.
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4.5.1. Wykrywanie zasadowego charakteru amin
4.5.1.1. Préba z oranzem metylowym

Wykonanie:
Na szalce Petriego umieszcza si¢ 1-2 krople 0,01 N kwasu solnego, dodaje 1-2 krople roztworu
oranzu metylowego, a nast¢pnie 2 krople badanej substancji.

Zwiazki stabo rozpuszczalne w wodzie nalezy rozpuscié lub sporzadzié zawiesine w 3 kroplach
etanolu.

Zmiana zabarwienia z rézowego na z6ite wskazuje na zasadowy charakter zwigzku.

4.5.1.2. Proba wobec papierka Kongo

Wykonanie:
Jedna krople lub kilka miligraméw badanej substancji umieszcza si¢ na papierku Kongo
zabarwionym uprzednio na niebiesko za pomoca 0,1 mol/dm® kwasu solnego.

Zmiana niebieskiego zabarwienia papierka na czerwony wskazuje na zasadowy charakter
badanego zwigzku. Aminy aromatyczne ll-rzgdowe reaguja stabo, a IlI-rzedowe nie wykazujg w
tej probie odczynu zasadowego. Negatywny wynik tej reakcji wykazujg rowniez aminy z
podstawnikami silnie elektroujemnymi.

Uwaga: Reakcje prowadzi si¢ tylko w uzasadnionych przypadkach po porozumieniu
Z asystentem!

Odczynniki:
e Kwas solny 0,1 mol/dm®

e Papierek Kongo
[czerwien Kongo to barwnik azowy stosowany m.in. jako chemiczny wskaznik pH. Zmiana barwy z
niebieskiej (odczyn kwasowy) na czerwong Ilub pomaranczowoczerwong (odczyn zasadowy)
nastepuje w zakresie pH 3,0-5,2 (czutos¢ wskazan wynosi 0.0005 mol/dem® HCI)].

4.5.2. ROZROZNIANIE RZEDOWOSCI AMIN

4.5.2.1. Metoda Hinsberga (reakcja z chlorkiem kwasu benzenosulfonowego)

Chlorek benzenosulfonylu reaguje z aminami | i ll-rzgdowymi, dajgc podstawione
sulfonamidy. Jesli tworzy si¢ produkt (olej lub osad), badana amina jest aming
pierwszorzgdowa lub drugorzgdowa, poniewaz aminy lll-rzedowe nie tworza stabilnych
sulfonamidow. Pochodne amin I-rzedowych sa rozpuszczalne w roztworach wodorotlenku
sodu (lub potasu), poniewaz zawieraja atom wodoru zwigzany z azotem, W Wyniku czego
powstaje sol sodowa sulfonamidu. Natomiast pochodne amin Il-rzedowych sa
nierozpuszczalne w rozcienczonych silnych zasadach /brak odpowiedniego atomu wodoru/.

Analogiczny, a nawet lepszy wynik daje uzycie chlorku kwasu 4-toluenosulfonowego,
ktory ma te zalete, Ze jest zwigzkiem stalym, a jego pochodne majg wyzsze temperatury
topnienia, a wiec tym samym lepiej nadajq sie do identyfikacji amin.
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Wynikéw reakeji Hinsberga nie mozna przyja¢ na jedyng podstawg ustalenia rzgdowosci
amin. Niektore aminy ll-rzedowe zawierajace grupe: hydroksylowa, nitrowa
lub karboksylowa moga w reakcji Hinsberga zachowywac si¢ nietypowo; np. sulfonamidy
pochodne kwasu 4-N-metyloaminobenzoesowego /CHs—NH—-CsHs—COOH/ rozpuszczajg sig
w alkaliach, a wigc zachowujg si¢ tak jak aminy I-rzedowe.

Wykonanie:

Uwaga: Reakcje naley wykonaé pod dygestorium!

W probdéwce umieszcza si¢ 0,3 g (lub 0,5 ml) badanej substancji, 5 ml 10% roztworu
wodorotlenku  sodu i 04-05 ¢ chlorku kwasu benzenosulfonowego
(lub 4-toluenosulfonowego). Zabezpiecza si¢ wylot probéwki, po czym mocno wstrzgsa
do zaniku zapachu chlorku.

W przypadku odczuwalnie silnego rozgrzania si¢ mieszaniny reakcyjnej, nalezy jq krotko
ochlodzi¢ w zimnej wodzie (lub wodzie z lodem). Natomiast jesli reakcja przebiega zbyt wolno
(zwlaszcza dla amin Il-rzedowe), mieszanine nalezy lekko ogrzac. W czasie prowadzenia
reakcji nalezy sprawdzac odczyn, ktory przez caly czas powinien by¢ zasadowy.

Amina pierwszorzedowa

H 0 2 i
[} -
L @-s—u . $nop teoy L
H o -HCI OH O R

amina

pierwszorzedowa chlorek N-alkilobenzenosulonfamid 561 sodowa sulfonamidu

benzenosulfonylu (rozpuszczalny w roztworze NaOH)

Amina drugorzedowa

R 0 o}
1 1l 1
R—N_ + @-ﬁ—cl — :s:—I}IZ—R M brak reakcji

amina chlorek N,N-dialkilobenzenosulonfamid
drugorzedowa benzenosulfonylu (nierozpuszczalny w roztworze NaOH)

Amina trzeciorzedowa

2

2
0 2 R
- 0 NaOH Q. . R Hel A
R—N_ , + s-Cl — ﬁ—O Na  + R=—N . — R—II\I—H
AN
R 0 0 R cl: R3
amina chlorek .
trzeciorzedowa benzenosulfonylu s6l kwasu nierozpuszczalny s61 aminy
benzenosulfonowego w roztworze NaOH trzecorzedowej
ale rozpuszczalne
w stezonym HCI
Rys. 4.5.2.1. Reakcja aminy I-, l1- i ll1l-rzedowej 7 chlovkiem kwasu benzenosulfonowego.
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Po skonczonej reakcji chtodzi si¢ zawartos¢ probowki i bada zachowanie produktu:

e Amina I-rzedowa — osad powstaje dopiero po zakwaszeniu mieszaniny. Wytragcony osad
rozpuszcza si¢ w roztworach NaOH lub KOH.

e Amina ll-rzgdowa — powstaty osad lub olej nie rozpuszcza si¢ w H20, rozcienczonym HCI
ani w roztworach NaOH i KOH.

e Amina lll-rzgdowa — nie powstaje osad (ani olej). Czasami powstaje osad, ktory jest
rozpuszczalny w stezonym HCI, ale nierozpuszczalny w roztworze NaOH.

Odczynniki:
e chlorek kwasu benzenosulfonowego
e 10% NaOH

4.5.2.2. Reakcja z kwasem azotowym(I11)

Reakcja ta pozwala na rozrdznienie rzedowosci amin i okreslenie czy badany zwigzek jest
aming alifatyczng czy aromatyczng.

W probie tej wykorzystuje si¢ wigksza trwatos¢ zwigzkow diazoniowych aromatycznych niz
alifatycznych.

Wykonanie:
W probowece 0,2-0,3 g (lub 0,5 ml) aminy rozpuszcza sie z 5 ml 10% roztworu kwasu solnego,

a nastgpnie chlodzi si¢ w mieszaninie ozigbiajacej (16d z NaCl) do okoto 0 °C. Do tak
przygotowanego roztworu dodaje si¢ kroplami (okoto 1 ml) ochtodzonego 10% roztworu
azotynu sodu (NaNO»). Przez caly czas dodawania roztworu z NaNOy, temperatura reakcji nie
moze przekracza¢ 5 °C.

Nalezy dokladnie zaobserwowac zmiany jakie zachodzg w probowce, bo na ich podstawie
mozna w wigkszosci wypadkow okresli¢ rzedowos¢ aminy i stwierdzi¢ czy jest to amina
alifatyczna czy aromatyczna.

Ponizej przedstawiono mozliwe do zaobserwowania efekty reakcji roZnych amin z kwasem
azotowym(I11):

v’ Jezeli juz w niskiej temperaturze, z przygotowanej (w sposob opisany powyzej)
mieszaniny wydziela si¢ azot w postaci bezbarwnego gazu, badana prébka jest
I-rzedowa aming alifatyczna. Aminy te od wptywem kwasu azotowego(Ill) (nazwa
zZwyczajowa: kwas azotawy) przeksztatcaja si¢ w alkohole z rownoczesnym
wydzieleniem azotu:

RNH, + HNO2 - ROH + N2t + H20O

W celu upewnienie si¢ czy zawartos¢ probowki jest aming I-rzedowq alifatyczng, nalezy

jedng czes¢ uzyskanego uprzednio roztworu ogrzac do wrzenia, a po ochtodzeniu wykonac
probe potwierdzajgcg obecnosé alkoholu (patrz roz. 4.2).
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v’ Jezeli nie zaobserwowano wydzielania si¢ pegcherzykow gazu na zimno, nalezy
zakonczeniu dodawania otrzymany roztwor podzieli¢ na dwie czeSci, przy czym druga
cze$¢ nadal chtodzié:

a) Pierwsza polowe ogrza¢ w cieplej wodzie - wydzielanie si¢ azotu w podwyzszonej
temperaturze oraz obecnos¢ charakterystycznego zapachu fenolu moze $wiadczy¢
0 obecnosci I-rzedowej aminy aromatyczne;j.
W wysokiej temperaturze sole diazoniowe ulegajg hydrolizie do fenolu:

NH, NE

OH
NaNO, + HCl H,O
T’ —A> + NZT + HCI

(trwato$¢ ponizej 5 °C)

Nastepnie po ochlodzeniu probowki, wykonac probe potwierdzajgcq obecnosé fenolu
(patrz roz. 4.3).

b) Do drugiej czgéci $wiezo otrzymanego roztworu soli diazoniowej (chlorku
benzenodiazoniowego), nadal chtodzac, dodaje si¢ roztwor 2-naftolu (S-naftolu).
Wydzielenie si¢ osadu o intensywnym zabarwieniu (pomarafczowym lub
czerwonym) wskazuje na obecno$¢ I-rzedowej aminy aromatycznej - tworzy si¢
barwnik azowy (patrz rozdziat 3.9.2.3)

Potwierdzeniem obecnosci aminy |-rzedowej aromatycznej jest utworzenie barwnika

azowego!

v" Jezeli z kolei na zimno i na ciepto nie wydziela si¢ azot, natomiast pojawia si¢ zolty
osad lub olej, to mozemy mie¢ do czynienia z aming II-rzedowa (alifatyczng lub
aromatyczna).

Il1-rzedowe aminy alifatyczne pod wpltywem kwasu azotawego przechodza w trudno
rozpuszczalne nitrozoaminy (N-nitrozopochodne):

R2NH + HNO:2 —> R:NNO + H0

Il1-rzedowe aminy alifatyczno-aromatyczne z HNO: dajg pochodne nitrozowe w
postaci zéttego oleju:

HsC, H3C\N
NH HCI+ NaNOa N
0-5°C 7

z0tty
v Je$li nie ma widocznych efektow reakcji, sugeruje to obecnos¢ Il1-rzedowej aminy

alifatycznej. W tym przypadku ogrzanie mieszaniny reakcyjnej powoduje wydzielanie
si¢ brunatnych tlenkéw azotu, bedacych produktami rozktadu HNO:.
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Nalezy pamigtac, ze tlenki azotu mogq pojawi¢ sie w obecnosci innych amin jezeli w
przeprowadzonej reakcji zostat uzyty nadmiar NaNOs,.

v' Z koeli pojawienie si¢ pomaranczowego osadu lub zabarwienia wskazuje na obecno$¢
I11-rzedowej aminy alifatyczno-aromatycznej, ktora z kwasem azotowym(lll) ulega
nitrozowaniu w pierscieniu w pozycji para (jesli ta pozycja jest wolna) - powstaje
chlorek p-nitrozoaminy.

W celu potwierdzenia proby, odsacza si¢ wydzielony osad chlorowodorku p-
nitrozoaminy, rozpuszcza si¢ w niewielkiej ilosci wody 1 alkalizuje
10% roztworem wodorotlenku sodu. Zmiana zabarwienia potwierdza obecnos$¢
I11-rzedowej aminy alifatyczno-aromatycznej, ktory w srodowisku zasadowym daje
wolng zasade¢ o zabarwieniu zielonym:

— — 0
N¢O N7
HCI+ NaNO, NaOH
— > c —>
0-5°C
N NH N
~N N
H,C CH, H3C/ \CHS H;C CH,3
zielony

Odczynniki:

e 10% HCI (kwas solny)

e 10% NaNO:2 (azotyn sodu/azotan(l11) sodu)
e 10% NaOH

e 2-naftol r-r

Uwaga! Wpynikow proby Hinsberga nie moZna przyjgé za jedynq podstawe ustalenia
rzedowosci amin.

4.5.2.3. Reakcja tworzenia barwnikdw azowych

Reakcja ta jest charakterystyczna tylko dla amin aromatycznych I-rzedowych
1 pozwala odrozni¢ je od innych typow amin.

Aminy aromatyczne I-rzedowe w reakcji z kwasem azotowym(lll) tworza nietrwale powyzej
5 °C sole diazoniowe, ktore w niskiej temperaturze ulegaja reakcji sprzggania z fenolami,
tworzac trwate barwniki azowe.
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Wykonanie:

Wykonujemy gdy wyniki otrzymane dla reakcji opisanej w pkt. 4.5.2.2. byly niejednoznaczne!
W probdwece 0,2-0,3 g (lub 0,5 ml) aminy rozpuszcza si¢ z 5 ml 10% roztworu kwasu solnego,
a nastepnie chlodzi si¢ w mieszaninie ozigbiajgcej (16d z NaCl) do okoto 0 °C. Do tak
przygotowanego roztworu dodaje si¢ kroplami (okoto 2 ml) ochtodzonego 10% roztworu
azotynu sodu (NaNO), tak aby temperatura reakcji nie moze przekraczac 5 °C.

Odczynniki:

e 10% HCI (kwas solny)

e 10% NaNO:2 (azotyn sodu/azotan(l11) sodu)
e 2-naftol r-r

4.5.2.4. Reakcja Schotten-Baumanna - benzoilowanie amin

Zarbwno aminy pierwszo- jak i drugorzedowe ulegajg benzoilowaniu tworzac trudno
rozpuszczalny osad lub olej. Benzoilowanie metoda Schottena-Baumanna jest rowniez metoda
na otrzymywanie krystalicznych pochodnych benzoilowych (amidow).

(0] Cl (0] NH
Xy AL

R—NH, + + NaOH — + NaCl + H,0

Rys. 3.9.2.4. Reakcja aminy z chlorkiem benzoilu — tworzenie benzoilopochodnych.

Wykonanie:

Do 0,3 ml badanej substancji, umieszczonej w proboéwce, dodaje si¢ 6 ml 2N roztworu
wodorotlenku sodu 1 okoto 15 kropli chlorku benzoilu. Probéwke zamyka si¢ korkiem
1 mocno wstrzasa przez kilka minut. Po tym czasie powinien znikna¢ zapach chlorku benzoilu,
roztwoOr powinien caly czas wykazywac¢ odczyn zasadowy (w razie odczynu kwasnego lub
obojetnego nalezy doda¢ dodatkowo odpowiednia ilo$¢ zasady). Wydzielenie si¢ trudno
rozpuszczalnego osadu lub oleju o konsystencji polstatej wskazuje na obecno$¢ amin I- lub 11-
rzgdowych.

Uwaga: Reakcje naleiy wykonaé pod dygestorium!

Odczynniki:
c) 2N NaOH
d) chlorek benzoilu
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4.5.2.5. Reakcja z siarczanem miedzi(ll)

Wykonanie:
W probowce umieszcza si¢l krople badanej aminy oraz 2 ml 10% r-r CuSOA4.
Jesli po wstrzgsnieciu powstanie zielony osad, wskazuje to na obecnosci aminy I-rzedowej.

Odczynnik:
e siarczan miedzi(ll) 10% r-r

46. REAKCJE GRUPOWE AMINOKWASOW

Aminokwasy to podstawowe sktadniki budulcowe biatek, enzymow, hormondéw
peptydowych, glikopeptydow, alkaloidow peptydowych oraz szeregu innych produktow
naturalnych. W budowie ich czasteczek oprocz grupy aminowej i karboksylowej moga
znajdowac si¢ inne grupy funkcyjne, np. grupa hydroksylowa, tiolowa, guanidynowa, czy tez
dodatkowa grupa aminowa lub karboksylowa.

Aminokwasy biatkowe (inaczej biogenne) sa rozpoznawane przez kod genetyczny.
Naturalne biatka sg najczesciej zbudowane z 19 o-aminokwasow oraz iminokwasu - proliny;
powszechnie nie do konca poprawnie okreslanych, jako 20 a-aminokwasow. Kazdy z nich jest
zbudowany z centralnego atomu wegla, wegla a, posiadajagcego budowe tetraedryczna. Do
wegla o przytaczony jest kolejno atom wodoru, grupa aminowa i karboksylowa oraz inna grupa
o zroznicowanej budowie, stanowigcg tancuch boczny (R), charakterystyczna
dla danego aminokwasu. Z wyjatkiem glicyny, ktorej tancuch boczny stanowi atom wodoru,
we wszystkich innych aminokwasach wegiel a jest asymetryczny, a tym samym zwigzki te sg
optycznie czynne (chiralne). Ustalono, poprzez analiz¢ korelacyjng wzgledem aldehydu
L-glicerynowego, ze aminokwasy wchodzace w sklad biatek naleza do szeregu
konfiguracyjnego L, zgodnie z projekcja Fischera. Z kolei, zgodnie z regutami konfiguracji
absolutnej (inaczej bezwzglednej), okreslanej na podstawie konwencji Cahna-Ingolda-Preloga,
aminokwasy biatkowe, za wyjatkiem cysteiny, nalezg do szeregu S (Rys. 3.11).

HOOC COOH

H,N=—C—H H-—(_:——NH2

R

L-aminokwas D-aminokwas

(S) (R)

Rys. 4.6. Konfiguracja aminokwasow w projekcji Fischera: D i L oraz bezwzgledna (R i S).

Lancuchy boczne (R) aminokwasow biatkowych roznig si¢ miedzy sobg budowa,
w tym wielkoscia, ksztalttem oraz obecno$cig dodatkowych grup funkcyjnych. Ze wzgledu
na charakter i budowg grupy R mozna je podzieli¢ na siedem grup gléwnych:
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1 - aminokwasy alifatyczne (glicyna (Gly), alanina (Ala), walina (Val), leucyna (Leu),
izoleucyna (lle) i prolina (Pro)), homologi glicyny z alifatycznymi tancuchami bocznymi,
2 - aminokwasy aromatyczne (fenyloalanina (Phe), tryptofan (Trp) i tyrozyna (Tyr)),
posiadajace w swej budowie pierscien o charakterze aromatycznym,
3 - hydroksyaminokwasy (seryna (Ser) i treonina (Thr)), zawierajace alifatyczne tancuchy
boczne z grupg hydroksylowa,
4 - aminokwasy kwasowe (kwas asparaginowy (Asp) i glutaminowy (Glu)), z dodatkowg grupa
karboksylowa,
5 - aminokwasy imidowe (asparagina (Asn) i glutamina (GIn)), zawierajace grupe
karboksyamidowa,
6 - aminokwasy zasadowe (lizyna (Lys), arginina (Arg) i histydyna (His)), zawierajace
dodatkowo grupe aminowa, guanidynowa lub pier§cien imidazolowy,
7 - aminokwasy siarkowe (cysteina (Cys) i (metionina (Met)), posiadajace w swej budowie
ugrupowanie -SH lub -SCHs.

Aminokwasy ze wzgledu na obecno$¢ w swej budowie grupy aminowej
i karboksylowej moga ulega¢ wielu reakcjom charakterystycznym z jednej strony dla amin,
a z drugiej dla kwasow karboksylowych. Dodatkowa kazda inna grupa znajdujaca sig
w tancuchu bocznym aminokwasu moze ponadto dawac specyficzng dla niej reakcje.
Do najwazniejszych og6lnych reakcji nalezy:

. reakcja z kwasami i zasadami - tworzenie soli,

. reakcja z chlorkami kwasowymi - wykorzystywana przy blokowaniu grupy aminowej,
. reakcja z alkoholami - otrzymywanie estrow,

. reakcja z aminami — tworzenie amidow,

. reakcja kondensacji - synteza peptydow,

. reakcja dekarboksylacji,

. reakcja dezaminacji.

4.6.1. Reakcja z ninhydryna

Aminokwasy, zaré6wno wolne, jaki i zwigzane, pod wptywem ninhydryny ulegaja utlenieniu.
W $rodowisku kwasowym, W reakcji tej przejSciowo powstaje iminokwas oraz zredukowana
forma ninhydryny. W kolejnym etapie przemian ulegaja deaminacji i dekarboksylacji
(nastgpuje uwolnienie si¢ NHs i CO2 — ten drugi w przypadku peptydow i biatek nie uwalnia
si¢) oraz utworzenie aldehydu ubozszego 0 jeden atom wegla. W obecnosci amoniaku dochodzi
do kondensacji formy utlenionej i zredukowanej ninhydryny i powstania kompleksu
o fioletowo-niebieskiej barwie, zwanym purpurg Ruhenmana. Kompleks posiada maksimum
absorpcji przy A =570 nm, jednoczes$nie jego nat¢zenie jest proporcjonalne do zawarto$ci azotu
aminowego aminokwasu, dlatego reakcja z ninhydryng moze postuzy¢é do iloSciowego
oznaczania aminokwasdéw metoda spektrofotometryczna.

Prolina, ktére nie ma grupy a-aminowej —tworzy z ninhydryng kompleksy innego typu o barwie
Zoltej i maksimum absorbancji przy A = 440 nm. Dodatni odczyn ninhydrynowy dajg obok
aminokwasow i ich reszt, takze amoniak, sole amoniowe oraz aminocukry.
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/ R

O HO
J 0
OH | @ CI |
2 + —C—COOH =——= — + RCH + CO,
OH | -3H,0
\ H \
O @] O

a-aminokwas

ninhydryna purpura Ruhenmana
(kolor fioletowy)
Rys. 4.6.1. Skrocony przebieg reakcji aminokwasu 7 ninhydryng
Wykonanie:

Do 1 ml roztworu badanej probki (0,1 g rozpusci¢ w wodzie) doda¢ 1-2 krople 1% roztworu
ninhydryny i ogrza¢ do wrzenia. Pojawia si¢ fioletowoniebieskie zabarwienie w obecnosci
aminokwasu.

Odczynnik:
e 1% r-r ninhydryny

4.6.2. Reakcja z kwasem azotowym(l11) — wykrywanie wolnej grupy aminowej

W obecnosci wolnych aminokwasow, jak i zwigzanych w biatku zawierajacych wolne grupy
aminowe w lancuchach bocznych, w reakcji z HNO2 wydzielajg si¢ intensywnie pgcherzyki
gazu —wolnego azotu i tworzy odpowiedni hydroksykwas. Pozytywny wynik w tej probie daja
réwniez wolne a-aminokwasy.

@) O
H2N\/H\OH + HNO, —»> HO\/H\OH + H,0 + N,
glicyna kwas hydroksooctowy

Rys. 4.6.2. Reakcja glicyny z HNO2

Reakcja ta zmnalazta zastosowanie w gazometrycznej metodzie ilosciowego ozmnaczania

a-aminokwasow na podstawie pomiaru objetosci wydzielonego azotu (metoda van Slyke’a).

Wykonanie:

0,1 g badanej substancji rozpuszczamy w 10% roztworze kwasu solnego i chtodzi, a nastepnie
dodajemy kroplami 10% roztwor azotanu(Ill) sodu. Wydziela si¢ azot w obecnosci wolnej
grupy aminowej.

Odczynniki:
e 10% HCI (kwas solny)
e 10% NaNO- (azotyn sodu/azotan(l11) sodu)
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4.6.3. Reakcja aminokwasow z CuSOq4

Alifatyczne, jak 1 aromatyczne aminokwasy z wolng grupa aminowg tworza ciemnoniebieskie
kompleksy o nastgpujacej budowie:

Wykonanie:

Do 1-2 ml badanej probki (0,1 g rozpusci¢ w wodzie) i doda¢ kroplami 10% roztwor CuSQa.
Pojawienie si¢ ciemnoniebieskie zabarwienie $wiadczy o obecnos$ci aminokwasu. Nalezy
unika¢ nadmiaru siarczanu miedzi(Il), gdyz sam roztwor ma niebieska barwe.

Odczynnik:
e 10% r-r CuSO4

4.6.4. Reakcja ksantoproteinowa

Obecno$¢ aromatycznych aminokwasow (fenyloalaniny, tryptofanu, tyrozyny), zaréwno
wolnych jak 1 wchodzacych w sktad peptydoéw i biatek, mozna wykry¢ za pomoca reakcji
ksantoproteinowej. Polega ona na powstaniu pod wpltywem stezonego kwasu azotowego(V)
aromatycznych pochodnych nitrowych o barwie z6ttej, przyjmujacych w $rodowisku
zasadowym zabarwienie pomaranczowe. Reakcja ta jest charakterystyczna dla fenoli
oraz aminokwasow aromatycznych wolnych, jak i zwigzanych w biatku.

H,N  OH O,N H,N //o O,N H,N  OH
N\ 2HNO, NaOH .- N\
HO O —HO OH—— Na O (0]
2H,0 -H,0
O,N O,N

Rys. 4.6.4. Reakcja ksantoproteinowa na przyktadzie tyrozyny.

Wykonanie:

Odmierzy¢ do jednej probowki 1 ml roztworu badanej probki (0,2 g rozpusci¢c w wodzie)
I doda¢ po 5-6 kropli st¢zonego kwasu azotowego, wymiesza¢ (w przypadku obecnos$ci
fenyloalaniny moze zajs¢ koniecznos¢ dodania 1 kropli stezonego H2SO4). Probowke ogrzewac
we wrzacej tazni wodnej przez 3-5 min, ostudzi¢ i dodawaé stopniowo 3,5 ml wodorotlenku
sodowego.

W obecnosci aminokwasu aromatycznego wytraca si¢ osad, ktory po podgrzaniu zo6tknie. Pod
wplywem temperatury powstaja pochodne nitrowe aminokwasow aromatycznych o barwie
z6ltej, ktore nastepnie po zalkalizowaniu przechodza w sole o barwie pomaranczowe;.
Uwaga: Reakcje wykonywac ostroZnie | pod wyciggiem!

Odczynniki:
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e HNO; st.
e H2S0, st.

4.6.5. Reakcja cystynowa
- z solami otowiu — wykrywanie aminokwasow siarkowych

W obecnos$ci substancji biatkowej zawierajacej reszty cysteiny, jak i cystyny, jak i wolnych
aminokwaséw  siarkowych,  podczas ogrzewania w  Srodowisku  alkalicznym
w obecnosci jonéw Pb?" powstaje czarny osad siarczku otowiu(Il), PbS. Metionina nie daje
pozytywnego wyniku w tej reakcji.

O 0
|| A H.C ||
HS” Y "OH + 20H —= "3 N[ OH + S* 4 NH,
NH, 0 0

Pb* + S> —— ppS ¥

Rys. 4.6.5. Reakcja cystynowa.

Wykonanie:

Metoda I: W probéwce umiesci¢ okoto 1 ml i 1% roztworu octanu otowiu(Il) i dodawac
kroplami 10% roztwor NaOH az do momentu rozpuszczenia si¢ wytragcajgcego sie poczatkowo
osadu wodorotlenku otowiu(Il) - Pb(OH).. W kolejnym etapie doda¢ okoto
6 kropel roztworu badanej probki badanego roztworu (0,1 g rozpusci¢ w wodzie) i catos¢
ostroznie ogrza¢ na tazni wodnej. [lo$¢ osadu, jak i intensywno$¢ zabarwienia jest uzalezniona
od ilosci reszt aminokwasow siarkowych, badz stezenia aminokwasu.

Metoda II: Do 1 ml badanego roztworu (0,1 g rozpusci¢ w wodzie) doda¢ 1 ml 10% NaOH
i Kilka kropel nasyconego roztworu octanu otowiu(Il). Po dluzszym ogrzewaniu roztwor staje
si¢ brunatny, a nastepnie z roztworu wydziela si¢ czarny osad siarczku otowiu(II), PbS.

Uwaga: Reakcje wykonywac ostroznie i pod wyciggiem!

Odczynniki:
e 1% r-r octanu otowiu(1)
e 10% NaOH

4.6.6. Reakcja Millona - wykrywanie tyrozyny

Odczynnik Millona, otrzymany w wyniku rozpuszczenia metalicznej rtgci w stezonym kwasie
azotowym(V), barwi na kolor czerwony substancje zawierajace w swym sktadzie tyrozyne.
Reakcje ta daje zarowno wolna tyrozyna, jak i zwigzana w peptydzie czy biatku oraz fenole.
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Rys. 4.6.6. Reakcja tyrozyny z odczynnikiem Millonna.

Powyzsza reakcja moze stuzy¢ takze do ilosciowego oznaczania tyrozyny metoda
kolorymetryczng. Pozytywny wynik tej proby daja roéwniez zwigzki niebiatkowe zawierajace
reszty fenolowe, a jej wykonie opisano w roz. 4.3.5.

4.7. REAKCJE CHARAKTERYSTYCZNE CUKROW

4.7.1. Wstep

Cukry (monosacharydy) klasyfikuje si¢ wg grup funkcyjnych (aldozy, ketozy)
1 ilosci atomow wegla w czasteczce (triozy, tetrozy, pentozy, heksozy, itd.). Najprostsze
monosacharydy to tréjweglowe triozy: aldehyd glicerynowy (aldoza) 1 dihydroksyaceton
(ketoza).

o H 0 H

\\C/ \C/ CH,OH
H—(].T—OH HO—(lJ—H =0
(|3H20H (1)H20H CH,0OH
aldehyd D-glicerynowy aldehyd L-glicerynowy  dihydroksyaceton
(aldoza) (aldoza) (ketoza)

Rys. 4.7.1 Przykiady prostych monosacharydéw - trioz.

Aldehyd glicerynowy posiada jeden asymetryczny atom wegla i dlatego wystepuje
w postaci dwoch izomerow przestrzennych: D 1 L. Do szeregu konfiguracyjnego D zalicza si¢
te cukry, ktére w formie *tancuchowej (przedstawionej wzorami rzutowymi Fischera),
przy weglu asymetrycznym o najwyzszej numeracji (przy przedostatnim liczac od grupy
aldehydowej lub ketonowej) maja po prawej stronie grup¢ hydroksylowa. Jesli grupa ta

51



znajduje sie po lewej stronie, zwigzek taki nalezy do szeregu L. Trzy podstawowe aldoheksozy
(glukoza, galaktoza i mannoza) posiadaja cztery asymetryczne atomy wegla
i dlatego catkowita ilo$¢ stereoizomeréow wynosi 2% czyli 16. Zwigzki takie wykazuja
aktywnos$¢ optyczng, ktora umozliwia skrecanie ptaszczyzny Swiatta spolaryzowanego.

Monosacharydy zawierajace cztery lub wigcej atomow wegla w czasteczce, wystepuja
W postaci pierscieniowych odmian tautomerycznych, tworzacych si¢ w wyniku powstawania
wewnatrzczasteczkowych  wigzan  potacetalowych.  Formy — otwartego  tancucha
w roztworach ulegaja cyklizacji, tworzac struktury pierScieniowe i1, zarOwno w stanie statym
jak 1 w roztworze, nie zawieraja one wolnej grupy aldehydowej lub ketonowej. Rotacja wokot
wigzania mi¢dzy C-4 i C-5 D-glukozy przenosi grupe hydroksylowa C-5 do grupy aldehydowej
C-1, co powoduje utworzenie cyklicznego podtacetalu. Forma otwartego tancucha glukozy
1 innych aldoheksoz w roztworach wodnych istnieje tylko w bardzo matych ilosciach (<1%).
Reakcja grupy hydroksylowej C-5 z grupa karbonylowg C-2 daje cykliczny potketal.

Niezaleznie od konfiguracji przy pozostatych asymetrycznych atomach wegla,
ktéra w formie pierScieniowej jest taka sama jak w tancuchowej, mozliwe sg dwie formy
pierscieniowe kazdego monosacharydu, roznigce si¢ potozeniem grupy —OH
przy pétacetalowym atomie wegla (w formie tancuchowej wegiel ten nie jest asymetryczny).

Zjawisko istnienia dwdoch odmian tej samej cyklicznej postaci monosacharydu, roznigcych
si¢ tylko orientacjg przestrzenng pierwszego atomu wegla w czasteczce aldoz lub drugiego
atomu wegla w czasteczce ketoz, nosi nazwg anomerii. Takie odmiany zwigzkéw nazywa si¢
anomerami, a atomy wegla, warunkujace wystepowanie tej odmiany izomerii, atomami
anomerycznymi. Formy o i  r6znig si¢ od siebie przede wszystkim skrecalno$cia optyczna.
Kazdy z dwoch trwatych w stanie krystalicznym anomer6w W roztworze przechodzi
w réwnowagowa mieszaning obu tych odmian. a-D-glukopiranoza o skrecalnosci wlasciwe;j
[a]o =+112° a B-D-glukopiranoza o skrgcalno$ci wlasciwej [a]p = +19°, w roztworze osiagaja
stan rOwnowagi, az do uzyskania skrecalnosci wlasciwej [a]p = +52°.
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D-glukoza

H OH
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CH,OH
d—o
HO—G—H
H—C—On
H—(li—OH
c':HaoH

D-fruktoza a-D-fruktofuranoza

Rys. 4.7.2. Formy taricuchowa w projekcji Fischera (7 lewej) i cykliczna w projekcji Hawortha (7 prawej dla )
a) glukozy i b) fruktozy

Zjawisko to nosi nazwe¢ mutarotacji. W pH 7,0 wodny roztwor glukozy zawiera 36%
a-D-glukopiranozy i 64% B-D-glukopiranozy. Takie odmiany anomeryczne przedstawiane sg
za pomocg wzorow Hawortha. a i B okres$laja potozenie grupy —OH przy pierwszym
potacetalowym atomie wegla (a— grupa —OH ponizej plaszczyzny, B— grupa —OH powyzej
pltaszczyzny). W pelni przestrzenny ksztalt czasteczki cukru oddaje konformacja krzesetkowa
(wg niej podstawniki umieszczone sg aksjalnie 1 ekwatorialnie).
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H H

B-D-glukopiranoza
Rys. 4.7.3. Formy pierscieniowe glukozy — projekcja stereoskopowa.

Oligosacharydy to zwigzki, ktére powstaja przez polaczenie od dwodch do dziewigciu reszt
monosacharydow. Najczeséciej wystepuja disacharydy, czyli dwa cukry potaczone wigzaniem
glikozydowym, w ktérym uczestniczy potacetalowy atom wegla jednej czasteczki cukru oraz
dowolny atom wegla drugiej czasteczki. Jesli w jednym z cukrow znajduje si¢ wolna grupa —
OH przy potacetalowym atomie wegla, to disacharyd zachowuje si¢ pod wieloma wzgledami
jak monosacharyd. Wykazuje m.in. wlasciwosci redukujace.
Do takich cukréw nalezy laktoza i maltoza.

Cukry nieredukujgce to disacharydy, w ktérych grupy —OH przy potacetalowym atomie
wegla obu monosacharydéw biora udziat w wigzaniu glikozydowym (np. sacharoza).

HOCH, HOCH, HOCH, HOCH,
H OH H 1 O H HO 0 H O H
H H H
on /" "Now Hw OH H‘{104- ay H\{
HO NV o N N o
H OH H OH H OH H OH
maltoza laktoza
HO(;H2
H OCH, O
H
OH ‘_i/H HO
HO CHZOH
H
sacharoza

Rys. 4.7.4. Przykiady disacharydow
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Wphw zasad na cukry

Czasteczki cukrow wystepujace w $rodowisku obojetnym w formie pierScieniowe;,
przeksztalcaja si¢ w srodowisku zasadowym w formy tancuchowe. W obecnosci stabych zasad
(0,05 M) formy tancuchowe ulegaja enolizacji. Zostaja zniesione réznice konfiguracji miedzy
C-1 i C-2. Glukoza przeksztalca si¢ w mannoze¢ i fruktoze i te trzy cukry epimeryczne sg
w stanie rownowagi. Epimery r6znig si¢ tylko konfiguracja wokot jednego atomu wegla (np.
D-glukoza i D-mannoza przy C-2, D-glukoza i D-galaktoza przy C-4). Stezone zasady (>0,5
M) powodujg przemieszczanie wigzania enolowego w inne pozycje tancucha weglowego,
a podczas ogrzewania ze stezonymi zasadami dochodzi do rozerwania tancucha
1 utworzenia dwuweglowych oraz trojweglowych fragmentéw o silnych wiasciwosciach
redukujacych (m.in. erytrozy, aldehydu glikolowego).

Wplyw stezonych kwasow na cukry

Ogrzewanie cukréw z silnymi kwasami (stezony kwas siarkowy (VI) lub solny) powoduje
dehydratacj¢, a nawet rozpad tancucha weglowego. Z pentoz w $rodowisku silnie kwasnym
powstaje furfural, a z heksoz 5-hydroksymetylofurfural.

Najszybciej reaguja monosacharydy, natomiast disacharydy i polisacharydy wcze$niej
ulegaja hydrolizie. Furfural 1 5-hydroksymetylofurfural, kondensujac
z jednowodorotlenowymi fenolami (np. z 1-naftolem) tworzg potaczenia triarylometanowe,
w Kktorych uktad chinoidowy stanowi grupe chromoforows, decydujaca o barwie powstatego
kompleksu. Wielowodorotlenowe fenole (np. rezorcyna, orcyna, floroglucyna) tworza
potaczenia ksantenowe. W reakcje kondensacji z pochodnymi furfuralu moga tez wchodzi¢
inne zwigzki aromatyczne, np. antron, benzydyna, difenyloamina. Wszystkie cukry reaguja
Z 1-naftolem. Wolne pentozy, ich estry fosforanowe oraz ryboza zwigzana w nukleozydach
i nukleotydach purynowych daja reakcje dodatnig z orcyna i jonami zelaza (Fe®"). Ryboza
i deoksyryboza zwigzane z zasadami pirymidynowymi, daja bardzo staby odczyn.
Deoksyryboza ogrzewana w $rodowisku silnie kwasnym tworzy niebieski kompleks
z difenyloaming. Ryboza i inne pentozy nie daja tego odczynu. Ketozy natomiast reaguja
Z 1eZorcyng.

——
H—C—OH » HO—C—H o HC——CH &
S B I /7 -3Ho Hc": g 7
H=eT D AN No” %
QH ____. HO, H H
pentoza furfural
________
H—C—OH i HO—C—H HC——CH
HOHC—C—H __i__| H—C—C HOH —
S-g-H.LEG—R SNVl
QH ____. HO -
heksoza 5-hydroksymetyiofurfurai

Rys. 4.7.5. Reakcja odwodnienia pentoz i heksoz.
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4.7.2. Prbéba Molischa

Jest to ogdlna proba na wszystkie cukry 1 glikozydy. Dodatnig probe Molischa wykazuja
wszystkie cukry, a takze aldehydy, aceton i kwasy organiczne. W obecnosci stezonego kwasu
siarkowego dochodzi do odwodnienia i cyklizacji cukréw oraz powstania furfuralu
lub 5-hydroksymetylofurfuralu. Zwiazki te w reakcji kondensacji z 1-naftolem tworza barwne
kompleksy. Ujemna préba Molischa wyklucza obecnos$¢ cukru.

CHO
| H,SO, o oo
H—C—OH 2 H0
H—C—OH
Furfural
CH,OH
D-Ryboza /OH
(pentoza) H2C|Z
HO
H07$7H _HZSO4 . O.__cHo
H—C—OH
H—C—OH SO L/
D-Fruktoza |
(heksoza) CH,0H 5-Hydroksymetylofurfural

Rys. 4.7.2.1. Reakcje cukrow z kwasami

OH OH OH o[H]
H O H c@  -2H
CH —HO +%.0
|
Q Q
CH,OH CH,OH _ .
zwigzek
_2anaftol+ OH (0] przejsciowy
5-hydroksymetyiofurfurai il
NN NN
Bl L
N W
b
N
c + H,0

CH,OH
barwny produkt tréjarylometanowy

Rys. 4.7.2.2. Reakcja Molischa
Wykonanie:
1. Do 2 ml badanego roztworu doda¢ 2 krople odczynnika Molischa, zmiesza¢ i nastepnie
ostroznie po S$ciance uko$nie trzymanej probowki dodaje si¢ 1 ml stezonego kwasu
siarkowego, tak aby kwas utworzyt warstwe.
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2. Jezeli badang substancjg jest cukier, na granicy faz powstaje czerwonofioletowy krazek
(obraczka).

3. Nastegpnie zawarto$¢ probowki wstrzasa si¢, pozostawia na 2 minuty i rozciencza 5 ml
wody. W obecnos$ci cukrow natychmiast wytraca si¢ ciemnofioletowy osad.

4. Opisa¢ wynik proby.

Odczynniki:
e odczynnik Molischa: 10% roztwor 1-naftolu w etanolu
e H)SOq st.

4.7.3. Wlasciwosci redukujgce cukréow

Za whasciwosci redukujgce cukrow odpowiedzialna jest wolna grupa aldehydowa
lub ketonowa. W s$rodowisku zasadowym formy pierScieniowe cukrow przechodza
w tancuchowe i grupa aldehydowa odtwarza si¢ przy C-1 w glukopiranozie, a grupa ketonowa
przy C-2 we fruktofuranozie. Cukry redukujace zawieraja zawsze wolne grupy aldehydowe lub
ketonowe i nalezg do nich wszystkie cukry proste oraz oligosacharydy. Cukry takie podczas
ogrzewania w  Srodowisku zasadowym tworza silnie redukujace produkty.
W wickszosci prob redukeyjnych wykorzystuje si¢ redukcje jonéw miedzi(Il) do jonow
miedzi(I). W $rodowisku zasadowym cukry ulegaja takze izomeryzacji i degradacji.

4.7.3.1.Reakcja lustra srebrowego (préba Tollensa)

Odczynnik Tollensa stanowi roztwor zwigzku kompleksowego, wodorotlenku
diaminasrebra, [Ag(NH3)2]OH, ktory przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem. Cukry
redukujace redukuja na goraco amoniakalny roztwor soli srebra(l), do metalicznego srebra,
ktére osadza si¢ na $ciankach naczynia tworzac lustro srebrowe. Reakcje te daja takze proste
aldehydy. Cukry redukujace utleniajg si¢ do soli kwasoéw aldonowych.

CHO COONa
H—C—OH H—C—OH
HO—C—H HO—C—H

| |
H—C—OH + 2[Ag(NH,),JOH + NaOH —= H—C—OH + 2Ag \L+ 4NH, + 2H,0

CH,OH CH,OH
D-glukoza D-glukonian sodu

Rys. 4.7.3.1. Pr6ba Tollensa dla D-glukozy

Wykonanie:

1. Do czystej 1 odtluszczonej probowki odmierza si¢ 1 ml 5% (0.1 M) roztworu AgNOsg,
1 krople 10% roztworu NaOH 1 wkrapla ostroznie 15% roztwor amoniaku. Najpierw
powstaje zmgtnienie i osad AgOH, ktory po dodaniu dalszych kropli roztworu amoniaku
rozpuszcza si¢ wskutek powstania zwigzku kompleksowego [Ag(NHz)2]OH.

2. Do przyrzadzonego w ten sposdb odczynnika dodaje si¢ 8 kropli badanego roztworu cukru,
miesza i ogrzewa na wrzacej tazni wodne;.

3. Po pewnym czasie na $ciankach probowki wydziela si¢ metaliczne srebro w postaci lustra.

4. Opisa¢ wynik proby.
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Odczynniki:

e 5% r-r AgNO3

e 10% r-r NaOH

e 15% r-r amoniaku

4.7.3.2. Pr6ba Trommera

Zwiazki posiadajgce wiasciwosci redukujgce ulegajg probie Trommera. Odczynnikiem
Trommera jest $wiezo stragcony wodorotlenek miedzi(Il) o zabarwieniu niebieskim:

CuSO, +2NaOH ——= Cu(OH)2¢+ Na,SO,

W obecnosci cukrow redukujacych, niebieski galaretowaty osad wodorotlenku miedzi(I)
podczas ogrzewania przechodzi w tlenek miedzi(I), ktéory wytraca si¢ pod postacia
pomaranczowego (az do czerwonego) osadu.

CHO COOH
H—C—OH H—C—OH
HO—C—H HO—C—H

H—C—OH * 2CUOH),| —= p_C—on * CuOy + 2HO
| |

H—C—OH niebieski, H—C—OH
CllHZOH galaretowaty osad CllHZOH

D-glukoza kwas D-glukonowy

Rys. 4.7.3.2. Préba Trommera dla D-glukozy

Wykonanie:

1. Do 2 ml badanego roztworu doda¢ rowna objetos¢ 2 M wodorotlenku sodu 1 kroplami,
wstrzasajac probéwke po dodaniu kazdej kropli, 0,25 M roztwér siarczanu (VI) miedzi (I1).
Dodawanie siarczanu przerwac po kropli, ktdra si¢ juz nie rozpuszcza.

2. Nastepnie ogrza¢ w tazni wodne;.

Odczynniki:
e 0,25 M r-r CuSO4
e 2MNaOH

4.7.3.3. Reakcja z odczynnikiem Fehlinga

Pozytywny wynik reakcji z odczynnikiem Fehlinga daja monosacharydy, zaréwno aldozy,
jak 1 ketozy (wskutek epimeryzacji w Srodowisku zasadowym) oraz disacharydy redukujace
(np. maltoza, laktoza, celobioza). W reakcji z odczynikiem Fehlinga redukcji ulegaja jony Cu?*
do Cu*. Uzywa si¢ odczynnika Fehlinga I, ktory zawiera CuSO4 oraz odczynnika Fehlinga I,
ktory zawiera NaOH i winian sodowo-potasowy. Winian sodowo-potasowy zapobiega
wytrgcaniu  si¢  osadu Cu(OH)2, co moze nastagpi¢ przy matej ilosci cukru.
S6l ta wigze jony Cu?* tworzac kompleksowa sol kwasu winowego.

CuSOs +2 NaOH — Cu(OH)2 + Na2SO4
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HC— OH HC—O
| + CuOH), — | Cu + 2H,0
HC—OH HC|2 —0
COOK COOK
(|:00Na OH (|300Na
I I
C=o0 HC— O~ C=0 HC—OH
| + | Cu — | + | + Cu,0}
H(I:—OH HC—0” H(I:—OH HC—OH
I |
R COOK R COOK

Rys. 4.7.3.3. Reakcja z odczynnikiem Fehlinga

Wykonanie:

1. Do 2 ml badanego roztworu dodaje si¢ po 1 ml odczynnika Fehlinga I i II (najlepiej
wczesniej w osobnej probowce zmiesza¢ 1 ml roztworu Fehlinga I i 1 ml roztworu Fehlinga
I, a nastgpnie doda¢ do proboéwki z roztworem badanym) 1 ogrzewa si¢ do wrzenia przez
Kilka minut.

2. Wydzielanie ceglastoczerwonego osadu tlenku miedziowego, Cu20O, wskazuje
na obecnos¢ cukru redukujacego.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynniki:
e odczynnik Fehlinga | (patrz roz. 4.1)
e odczynnik Fehlinga Il (j.w.)

4.7.3.4. Préba Benedicta

Proba ta stanowi jeden z najczulszych odczynéw redukcyjnych na cukry. Barwa
powstajacego osadu tlenku miedziawego zalezy od wielkosci czasteczek wypadajacych
z roztworu. Czastki najdrobniejsze dajg barwe zielona, a najwicksze czerwong. Proba ta moze
stuzy¢ do przyblizonego okreslania st¢zenia cukru w badanym roztworze (tabela ponizej).

Tabela 4.7.3.4. Zaleinosé odczynu Benedicta od zawartosci cukru

barwa ocena przyblizona zawarto$¢
redukcji cukru (g/100 ml)

bez zmian - 0

zielona, brak osadu +/— 0,1-0,3

zielona, osad + 0,5

z6tto-zielona, osad ++ 1,0

pomaranczowa, osad +++ 1,5

czerwona, osad ++++ 2,0 i powyzej
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Wykonanie:

1. Do 2 ml odczynnika Benedicta doda¢ 4 krople badanego roztworu, zmieszac i wstawié
do wrzacej tazni wodnej na 5 min.
2. Po ozigbieniu w strumieniu biezacej wody, roztwdr zmienia barwe 1 metnieje.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynniki:
e odczynnik Benedicta: (patrz roz. 4.1)

4.7.4. Odroznianie ketoz od aldoz

Nie jest mozliwe jednak jednoznaczne odroznienie aldoz, ktére zawierajg grupe
aldehydowa, od ketoz, ktore zawieraja grupe ketonowa w probach redukcyjnych cukrow
(omdwionych w rozdz. 4.7.3). Wigkszos¢ ketoz, jak np. fruktoza, ulega tautomerii keto-
enolowej. Wynikiem tej izomeryzacji jest przeksztatcenie ketozy w enol, a nastgpnie
utworzenie aldozy (formy aldehydowej cukru), ktéra moze ulec utlenieniu do kwasu
aldonowego.

CH,OH (leOH ¢HO
HO H OH/HOH HO H -OH/HOH HCH) gH
: 8: enolizacja ||:|| 8E H OH
D-fruktoza CH,OH enol CH,OH aldoza CH,OH

Reakcja odrozniajaca ketozy od aldozy jest proba z woda bromowa, ktorej pozytywny wynik
daja wylacznie aldozy.

Z  Kkolei, w  probie  Seliwanowa oraz w  reakcji z mocznikiem
w obecnosci kwasu solnego czy ZnCl; reaguja ketozy.

4.7.4.1. Préba z woda bromowa

Reakcja z woda bromowa jest przeprowadzona w obecnosci wodoroweglanu sodu,
NaHCO:s. Jest selektywng proba pozwalajacg wykry¢ aldozy, a odbarwienie wody bromowej
w przypadku ich obecno$ci nastgpuje prawie natychmiast. Ketozy nie reaguja w tych
warunkach. Produktem utleniania aldozy jest kwas aldonowy, np. glukoza utlenia si¢
do kwasu D-glukonowego.

Wykonanie:

1. Do probéwki wla¢ okoto 2 ml probki i doda¢ 1 ml 10% roztworu NaHCO3 oraz 1 ml wody
bromowej.

2. Odbarwienie si¢ probki, najpdzniej po okoto 2 minutach, §wiadczy o obecnosci aldozy.

3. Opisa¢ wynik proby.
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M o 20 HO\ 20

| |
H—C—OH H—(|3—OH

HO—C—H HO—C—H 1\
—_— + 2NaBr + HO + 2CO

H—C—oH T Br, + 2 NaHCO, H—C—OH 2 2
H—C—OH H—C—OH

CH,OH CH,OH
D-glukoza kwas D-glukonowy

Rys. 4.7.4.1. Reakcja glukozy 7 wodg bromowg
Odczynniki:

e woda hromowa
e 10% roztwor NaHCO3

4.7.4.2. Prdba Seliwanowa

Dodatni odczyn Seliwanowa wykazuja ketozy. Po odwodnieniu tych cukréow w obecnosci
stezonego kwasu solnego powstaje furfural lub 5-hydroksymetylofurfural, ktore z rezorcyng
tworzag barwne kompleksy. Inne cukry daja dodatni odczyn Seliwanowa po dluzszym

ogrzewaniu.

Wykonanie:

o
OH HO-(:[ p—

C
-2H
1
+ 0
— —_ -
Q o .
2 rezorcyna + — o zvtll’az.ek
5-hydroksymetylofurfural przejsciowy
CH,OH CH,OH
(0}
HO —O
—
C
— barwne potaczenie
| ksantenowe
(o]
CH,OH

Rys. 4.7.4.2. Reakcja Seliwanowa.

1. Do 1 ml odczynnika Seliwanowa doda¢ 1 ml badanego roztworu cukru. Zmieszaé
1 wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 1-2 min.

2. Wyjac i oziebic. Pojawienie si¢ czerwonego zabarwienia $wiadczy o obecnosci ketozy.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynniki:

e odczynnik Seliwanowa (rezorcyna rozpuszczona w HCI)
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4.7.4.3. Préba z mocznikiem i chlorkiem cynku

Pod wptywem ogrzewania z roztworem mocznika w kwasie siarkowym w obecnosci ZnCl, ketozy
tworzg polaczenie o barwie niebieskozielonej. Odczyn dodatni w tej probie daja ketoheksozy w
stanie wolnym lub zwigzanym np. w sacharozie. Aldoheksozy w tych warunkach daja zabarwienie
czerwone i dopiero po dtuzszym ogrzewaniu.

Wykonanie:

1. Do probéwki doda¢ 1 ml roztworu badanego cukru oraz 3 ml odczynnika, a nastepnie
ogrzewac przez Kilka minut.

2. Niebieskozielone zabarwienie roztworu osadu wskazuje na obecno$¢ ketoheksozy.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynnik:
e odczynnik z mocznikiem i chlorkiem cynku (4 g mocznika, 0,2 g ZnClz rozpusci¢ w 10 ml
40% kwasu siarkowego(VI))

4.7.5. Odroznianie pentoz od heksoz

4.7.5.1. Proba Biala na pentozy

Proba Biala rowniez wykorzystuje reakcj¢ odwodornienia cukru (pentozy) do furfuralu
pod wplywem stezonego kwasu chlorowodorowego. Powstaty furfural reaguje z orcyna tworzac
kompleks o niebieskozielonym zabarwieniu. Deoksyryboza oraz ryboza zwigzana z zasadami
pirymidynowymi  daja  bardzo slaby odczyn. Natomiast heksozy  tworza
z orcyng zottobragzowy produkt.

Wykonanie:

1. Do probowki doda¢ 1 ml roztworu badanego cukru oraz 1-2 ml odczynnika Biala oraz
1-2 krople roztworu FeCls, a po ostroznym wymieszaniu zawarto§ci probowki wstawi¢
do tazni wodnej 1 utrzymywaé¢ we wrzeniu okoto 5 minut.

2. Obserwowac kolor pojawiajacego si¢ zabarwienia, pamigtajac ze w obecnosci pentoz
powstaje niebieskozielony kompleks.

3. Opisa¢ wynik proby.

HO OH o O\ OH
T O — T
CHs CHj
orcyna furfural
niebieskozielone
pofaczenie
Rys. 4.7.5.1. Préba Biala
Odczynniki:

e odczynnik Biala (w 100 ml stezonego kwasu solnego rozpusci¢ 0,5 g orcyny (lub 0,2%
roztwor orcyny w 20% roztworze HCI))
o [% roztwor chlorku zelaza (I11)
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4.7.5.2. Reakcja z floroglucyna

Pentozy pod wplywem ogrzewania z kwasem solnym przeksztatcaja si¢ furfural,
ktory z floroglucyna daje produkt kondensacji 0 barwie od rézowej do fiotkowowisniowej.

HO OH o O OH
5 + WCHO
OH OH
floroglucyna furfural
czerwone
pofaczenie
Rys. 4.7.5.2. Reakcja 7 floroglucyng
Wykonanie:

1. Do probowki doda¢ 1 ml roztworu badanego cukru. Nastgpnie do probowki doda¢ 2 ml
stezonego HCl i 4 krople roztworu floroglucyny.

2. Probowki umiesci¢ we wrzacej tazni wodne;.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynniki:

e stezony kwas solny

e roztwor fluoroglucyny (2% etanolowy roztwér floroglucyny)

4.7.5.3. Reakcja Taubera z benzydyna

Reakcja ta moze by¢ stosowana do wykrywania pentoz w mieszaninach (np. w moczu),
gdyz obecno$¢ innych zwigzkéw nie ma wptywu na wynik reakcji. Heksozy w powyzszych
reakcjach daja zabarwienie zoOtte lub brunatne, dzigki czemu mozna odrézni¢ pentozy
od heksoz.

Wykonanie:

Uwaga: Reakcje prowadzi si¢ tylko w uzasadnionych przypadkach po porozumieniu
z asystentem!

Do 1 ml roztworu cukru doda¢ 1 ml odczynnika Taubera. Obserwowaé zabarwienie,
w razie koniecznosci ogrza¢ do wrzenia. Wystgpienie czerwonowisniowego zabarwienia
$wiadczy o obecnosci pentozy.

Odczynnik:
e odczynnik Traubera (0,5 g benzydyny rozpusci¢ w roztworze 80 ml etanolu (absolutnego)
i 20 ml lodowatego kwasu octowego)

4.7.5.4. Préba Dischego na deoksyryboze

Deoksyryboza ogrzewana w $§rodowisku silnie kwasnym odwadnia si¢ do furfuralu,
ktéry tworzy niebieski kompleks z difenyloaming. Ryboza i inne pentozy nie daja tego odczynu.

Wykonanie:

1. Do proboéwki doda¢ 1 ml badanego cukru oraz 1 ml odczynnika Dischego, zamiesza¢
1 wstawi¢ na okres 10 minut do wrzacej tazni wodne;.

2. Obserwowac kolor pojawiajacego si¢ zabarwienia.

3. Opisa¢ wynik proby.
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Odczynnik:
e odczynnik Dischego (1 g difenyloaminy rozpusci¢ w 2,5 ml stgzonego kwasu siarkowego
(VI) i uzupeti¢ do 100 ml kwasem octowym lodowatym)

4.7.6. Odroznianie monosacharydow od disacharydow
4.7.6.1. Reakcja z molibdenianem amonu

Proba ta pozwala na odrdznienie cukréw prostych od cukréw ztozonych. Monosacharydy
redukuja obojetny roztwor molibdenianu amonu w podwyzszonej temperaturze, wskutek czego
roztwor przyjmuje zielone lub niebieskie zabarwienie. Przebieg reakcji hamuje obecno$¢ zasad.
Cukry zlozone nie daja zabarwienia. Jedynie maltoza ogrzewana przez 5 minut daje
zabarwienie jasnozielone. Pozytywny wynik przy dtuzszym ogrzewaniu dajg tez glicerol, kwas
szczawiowy i winowy.

Wykonanie:

1. Do probéwki doda¢ 1 ml badanego cukru oraz 1 ml odczynnika, zamiesza¢ i wstawic
na okres 3 minut do wrzacej tazni wodne;.

2. Obserwowac kolor pojawiajacego si¢ zabarwienia. Pojawienie si¢ niebieskiego zabarwienia
wskazuje na obecnos¢ cukru prostego.

3. Opisa¢ wynik proby.

Odczynnik:
e 8% r-r molibdenianu(VI) amonu.

4.7.6.2. Préba Barfoeda

Proba ta pozwala na odroznienie monosacharydow od disacharydéw redukujacych
na podstawie reakcji redukcji w srodowisku lekko kwasnym. Monosacharydy tatwo wykazuja
wlasciwosci  redukujace, natomiast disacharydy dopiero po dhluzszym ogrzewaniu,
gdy zostanie rozerwane wigzanie glikozydowe.

Wykonanie:
1. Do 1 ml odczynnika Barfoeda doda¢ 1 ml roztworu cukru i po wymieszaniu wstawi¢ do
tazni wodnej na 3 min.
2. Pojawia si¢ czerwony osad tlenku miedziawego (Cu20) w probowce
z monosacharydem, a w probowkach z disacharydami dopiero po ogrzewaniu
kilkunastominutowym.

Odczynnik:

e odczynnik Barfoeda (13,3 g octanu miedzi rozpusci¢ w 200 ml wody, przesqczy¢ i doda¢
1,8 ml kwasu octowego lodowatego)
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PRZYKLADY PROTOKO

LOW W POSTEPOWANIU

ANALITYCZNYM PRZY IDENTYFIKACJI SUBSTANCJI

Przyktad 1

Proby i obserwacije |

WhioskKi

Oznaczanie wlasnosci
fizycznych

Badana substancja jest bezbarwna,
krystaliczna, nie ma zadnego
charakterystycznego zapachu. Topi si¢ w
temperaturze 155-156°C

Badana substancja jest prawdopodobnie
czystym zwigzkiem.

Jakosciowe

pierwiastkow

oznaczanie

Analiza elementarna wykazala tylko
obecno$¢ wegla i wodoru. Nie stwierdzono
obecnosci azotu, siarki i chlorowcow.

Nalezy wykluczy¢ wszystkie potaczenia
zawierajace azot, siarke i chlorowce.

Badanie rozpuszczalnosci

Badana substancja nie rozpuszcza si¢ w
wodzie, rozpuszcza si¢ w 5% roztworach
wodorotlenku sodu i wodoroweglanu sodu.

Substancj¢ mozna zakwalifikowa¢ do grupy
Kw. Moze to by¢ kwas karboksylowy albo
fenol zawierajacy w pozycjach orto- lub
para- podstawniki elektroujemne.

Reakcje grupowe

a. Badana substancja reaguje z wodnym Prawdopodobnie jest to fenolokwas.
roztworem chlorku zelazowego dajac
osad o0 zabarwieniu czerwonym.

b. Badana substancja w reakcji
Liebermanna daje zielono-niebieskie
zabarwienie.

c. Substancja ulega benzoilowaniu za Badana substancja zawiera grupg fenolows.
pomocg chlorku benzoilu dajac
krystaliczny osad.

Krystaliczne pochodne

a. Badana substancja po ogrzaniu z Poréwnanie temperatur topnienia badanej
chlorkiem tionylu i kolejnym zadaniu substancji oraz jego krystalicznych
stezonym amoniakiem daje amid, ktory | pochodnych z danymi z piSmiennictwa
po krystalizacji z etanolu topi si¢ wskazuje, ze mamy do czynienia z kwasem
w temp. 137-139°C. salicylowym.

b. Chlorek kwasowy ogrzewany z p-

toluidyng (4-metyloaniling) tworzy
p-toluidyd, ktéry po dwukrotnej
krystalizacji z etanolu topi si¢ w temp.

133-134°C.
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Przyktad 2

Préby i obserwacje

Whnioski

Oznaczenie wlasnosci
fizycznych

Badana substancja jest cieczg o zabarwieniu
jasnozottym, ma charakterystyczny zapach.
Temp. wrzenia /oznaczona metodg
Siwolobowa/ wynosi okoto 237°C.

Jakosciowe

oznaczenie

pierwiastkow

Analiza elementarna wykazata obecno$¢
wegla, wodoru i azotu.

Wyklucza si¢ wszystkie potaczenia
zawierajace siarke i chlorowce.

Badanie rozpuszczalnosci

Substancja nie rozpuszcza si¢ w wodzie ani
w 5% roztworze wodorotlenku sodu.
Rozpuszcza sie w 5% Kkwasie solnym.

Substancj¢ mozna zaszeregowac do grupy
Z

Reakcje

grupowe

a. Kropla badanej substancji zabarwia Substancja ma charakter zasadowy.
papierek uniwersalny na niebiesko, Prawdopodobnie jest to amina.
a papierek Kongo na czerwono.

b. Podczas stapiania soli amoniowe Wynik reakcji wskazuje na obecnos¢ aminy.
z rodankiem potasu obserwuje si¢
wydzielanie siarkowodoru.

c. Badana substancja nie ulega Substancja jest aming IlI-rzgdows.
acetylowaniu ani benzoilowaniu.

Krystaliczne pochodne

a. Badana amina ogrzana z rownowagowa | PorGwnanie temperatur topnienia
ilo$cig jodku metylu daje krystaliczng metylojodku oraz pikrynianu badanej
sol; metylojodek po oczyszczeniu przez | substancji z danymi z piSmiennictwa
krystalizacje z metanolu topi si¢ w temp. | wskazuje, ze badana substancja jest
70-72°C. chinolina.

b. Alkoholowy roztwor aminy ogrzany do

wrzenia z nasyconym alkoholowym
roztworem kwasu pikrynowego tworzy
osad pikrynianu, ktory po krystalizacji
z etanolu topi sie w temp. 198-203 °C.
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1. Instrukcje do ¢wiczen i wzory sprawozdan do ¢wiczen laboratoryjnych
z chemii organicznej

7.1. Instrukcja do éwiczenia - Krystalizacja z wody

Uwaga:

Podczas ¢wiczenia nalezy notowac wszystkie wykonywane czynnos$ci w dzienniku pracy
laboratoryjnej. Po zakonczeniu ¢wiczenia nalezy przedstawi¢ do zaliczenia sprawozdanie
sporzadzone wg podanego wzoru.

ACETANILID

(przed przystgpieniem do wykonywania ¢wiczen woda
prosz¢ zapozna¢ si¢ z karta charakterystyki
acetanilidu)

Odczynniki:
e acetanilid (N-fenyloacetamid) 5,0 g —
e woda destylowana

Sprzet laboratoryjny:

e kolba okrggtodenna 250 ml

o kolba stozkowa 250 ml woda —
e chiodnica zwrotna

e plaszcz grzejny

o lejek szklany

e Dbagietka, korek szklany

e kamyczki wrzenne

e [ejek Biichnera i krqzek bibuly lub lejek Schotta

e lapa, mufa i kotko metalowe

e kolba ssawkowa wraz z uszczelkg gumowq (

o szkietko zegarkowe lub szalka Petriego

Wykonanie:

1. W kolbie okragtodennej poj. 250 ml, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng umiesci¢ 5 g
acetanilidu, 120 ml wody destylowanej 1 kilka kamyczkoéw wrzennych. Ogrzewaé w plaszczu
grzejnym do rozpuszczenia osadu. Jezeli osad nie rozpusci si¢ do chwili osiggnigcia przez
roztwoOr temperatury wrzenia, nalezy doda¢ 10 ml wody destylowanej 1 kontynuowaé
ogrzewanie do rozpuszczenia osadu.

2. Ostroznie przesaczy¢ goracy roztwor przez saczek karbowany umieszczony w lejku
szklanym. Przesacz zbiera¢ do kolby stozkowej poj. 250 ml. Po przesaczeniu catego roztworu
kolbe ochtodzi¢ obracajac ruchem wirowym dla zapoczatkowania krystalizacji. Odstawi¢ do
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powolnego stygniecia i krystalizacji. Po ostygnigciu wstawi¢ do tazni lodowej na ok. 10 minut.
(Sprawdzi¢ rozpuszczalno$¢ substancji w wodzie o temp. 20 °C)

3. Odsaczy¢ zawarto$¢ kolby pod zmniejszonym cisnieniem, na lejku Biichnera
zabezpieczonym zwilzonym krazkiem bibuty lub lejku Schotta. Osad przemy¢ zimng woda
(aby usung¢ tug pokrystalizacyjny) i starannie odcisna¢ na lejku szklanym korkiem.

odpowiednio groboziarnisty osad
nie przechodzi przez pory bibuly 1
pozostaje na lejku

lejek
Biichnera bibula
filtracyjna
ptytka porowata
T korek
[ — gumowy
N Waz
kolba guowy
Biichnera
NS
ssanie z pompy
tworzy podcisnienie
w kolbie
————
przesacz

(ciecz gromadzi si¢ w kolbie)

4. Osad z lejka przenie$¢ na szalke Petriego i pozostawi¢ do wysuszenia na powietrzu, pod
lampa ogrzewajaca.

5. Po wysuszeniu zwiazek nalezy zwazy¢, oznaczy¢ temperatur¢ topnienia i obliczy¢
wydajnos¢ procesu krystalizacji . Temp. top. czystego acetanilidu wynosi 113-114 °C.
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7.2.  Wzdbr sprawozdania 1 — Oczyszczanie zwigzku organicznego

Sprawozdanie z éwiczenia: Oczyszczanie zwigzku organicznego KRYSTALIZACJA Z WODY

Dane ogdlne substancji oczyszczanej

Nazwa zwyczajowa:

Nazwa chemiczna:

Wzér sumaryczny:

Wz6r strukturalny:

Witasciwosci fizykochemiczne ( stan skupienia, barwa, rozpuszczalnosc itp) :

Zagrozenia dla zdrowia przy kontakcie ze skérg , btonami sluzowymi, drogami oddechowymi:

Rysunki zmontowanej aparatury laboratoryjnej wraz z opisem (ogrzewanie, sgczenie na gorgco,
sgczenie pod zmniejszonym ciSnieniem):

Opis wykonanych czynnosci (w punktach)

Tabela

Masa Masa Wydajnosé (%) | Temp. topnienia (°C)

substancji substancji

przed po literaturowa | przed po krystalizacji
krystalizacjg krystalizacji krystalizacja

(8) (8)

Whioski z przeprowadzonego ¢wiczenia: cel krystalizacji, obserwacje, czynniki wptywajgce na
wydajnosé

Cze$c teoretyczna opracowana na podstawie pismiennictwa naukowego: opisa¢ inne metody
oczyszczania zwigzkow organicznych: krystalizacja z rozpuszczalnika organicznego, destylacja
prosta, destylacja pod zmniejszonym cisnieniem, destylacja z parg wodng, ekstrakcja prosta.

Sprawozdanie nalezy sporzadzié¢ odrecznie w dzienniku laboratoryjnym i odda¢ asystentowi

prowadzgcemu DO ZALICZENIA na kolejnych éwiczeniach
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7.3.  Wzdbr sprawozdania 2 - Identyfikacja i reakcje charakterystyczne cukrow

- kolejnos¢ wykonywanych reakcji jest dowolna w danym punkcie sprawozdania

Sprawozdanie z ¢wiczenia: Identyfikacja i reakcje charakterystyczne cukrow

1. Podaé wtasciwosci otrzymanego roztworu substancji:
e Zapach:

e QOdczyn:

2. Reakcje charakterystyczne cukrow (opisac przeprowadzong reakcje, np. zmiana barwy, zapach,
wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisa¢ réwnanie reakcji):

e préba Molischa

Obserwacje: Whioski:

3. Witasciwosci redukujace cukrow (podac przeprowadzone reakcje dajgce wynik pozytywny i
negatywny np. zmiana barwy, zapach, wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisac
rownanie reakcji).

Uwaga! Pierwszqg wybrang reakcje nalezy przeprowadzi¢ rownoczesnie dla analizowanej substancji
i wzorca — glukozy.

e proba Tollensa

Obserwacje: Whioski:

e  proba Trommera

Obserwacje: Whnioski:

e reakcja z odczynnikem Fehlinga

Obserwacje: Whioski:

e proba Benedicta

Obserwacje: Whioski:

4. Odrdznianie ketoz od aldoz (podac¢ przeprowadzone reakcje dajgce wynik pozytywny i
negatywny np. zmiana barwy, zapach, wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisac
rownanie reakcji).

e prébaz wodg bromowa (nalezy rdwnoczesnie przeprowadzic jq dla analizowanej substancji i
wzorca — glukozy)

Obserwacje: Whioski:

e prdéba Seliwanowa (nalezy rownoczesnie przeprowadzic jq dla analizowanej substancji i wzorca
— fruktozy)
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Obserwacje: Whioski:

e préba z mocznikiem i chlorkiem cynku

Obserwacje: Whioski:

5. Odrdznianie pentoz od heksoz (poda¢ przeprowadzone reakcje dajgce wynik pozytywny i
negatywny np. zmiana barwy, zapach, wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisac
rownanie reakc;ji).

Uwaga! Pierwszqg wybrang reakcje nalezy przeprowadzi¢ rownoczesnie dla analizowanej substancji
i wzorca negatywnego — glukozy.

e préba Biala na pentozy

Obserwacje: Whnioski:

e reakcja z floroglucyna

Obserwacje: Whnioski:

e reakcja Traubera z benzydyng (reakcja wykonywana po konsultacji z prowadzgcym cwiczenia)

Obserwacje: Whnioski:

e prdéba Dischego na deoksyryboze

Obserwacje: Whioski:

6. Odréznianie monosacharydéw od disacharydéw (podac przeprowadzone reakcje dajgce wynik

pozytywny
i negatywny np. zmiana barwy, zapach, wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisac
rownanie reakcji):

Uwaga! Pierwszqg wybrang reakcje naleZy przeprowadzi¢ rownoczesnie dla analizowanej substancji
i wzorca — laktozy.

e reakcja z molibdenianem amonu

Obserwacje: Whnioski:

e préba Barfoeda

Obserwacje: Whioski:

7. Wynik analizy — na podstawie przeprowadzonych reakcji charakterystycznych nalezy okresli¢ czy
badany cukier ma wilasciwosci redukujgce, jest ketoza czy aldozg, pentozg czy heksoza,
monosacharydem czy disacharydem. Przerysuj i uzupetnij ponizszg tabele - wstaw w odpowiednie
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pole ,+” lub ,~", odpowiednio dla pozytywnego lub negatywnego wyniku ) Jezeli wynik analizy

wskazuje na disacharyd nalezy wpisaé¢ ,nd” (nie dotyczy)

CUKIER
REDUKUJACY

KETOZA

ALDOZA

PENTOZA

HEKSOZA

MONOSACHARYD

DISACHARYD
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7.4. Wzbr sprawozdania 3 - Okreslenie grupy funkcyjne;j

Sprawozdanie z éwiczenia: okreslenie grupy funkcyjnej

1. Podaé wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanej substanc;ji
Analiza elementarna:

Temperatura topnienia (dla ciata statego):

Stan skupienia:

Zapach:

Barwa:

Odczyn:

2. Okreslenie grupy rozpuszczalnosci
Poda¢ rozpuszczalniki w kolejnosci uzycia i wynik préby po dodaniu rozpuszczalnika:
Grupa rozpuszczalnosci:

Zwigzki organiczne wystepujace w tej grupie rozpuszczalnosci:

Identyfikacja grup funkcyjnych:

3. Reakcje charakterystyczne ogodlne i analityczne pozwalajace na wykrycie grup funkcyjnych w
okreslonej grupie

(szczegotowo opisacé wszystkie przeprowadzone préby dajgce wynik pozytywny i negatywny np.
zmiana barwy, zapach, wypadajacy osad, wydzielajacy sie gaz itp., napisa¢ réwnanie reakcii)

Reakcja:

Obserwacje:

Whioski:

4. Wynik analizy — podad do jakiej grupy chemicznej nalezy badany zwigzek, jakg ma strukture np.
rzedowos¢, aromatycznosé, podstawniki itp., narysowaé wzér ogdliny

Sprawozdanie nalezy sporzgdzié¢ odrecznie w dzienniku laboratoryjnym, z zachowaniem kolejnosci

numeracji poszczegdlnych czesci i oddac asystentowi prowadzacemu DO ZALICZENIA.
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