Stapianie z sodem metalicznym (proba na siarke, azot, chlorowce)

Wykrywanie pierwiastkow w zwigzkach organicznych polega najczesciej na

przeprowadzeniu ich w potaczenia jonowe.
Do malej proboéwki umieszczonej pionowo w tapie zelaznej wprowadza si¢ kawalek
metalicznego sodu, wielkosci ziarna grochu (0,05g). Nastepnie wprowadza si¢ odrobing
badanej substancji (0.02g lub 2 krople, jezeli substancja jest ciekta). Ogrzewa matym
ptomieniem, az do stopienia sodu, ktorego pary wypetniajg dolng cz¢$¢ probowki, i ponownie
ogrzewa. Na zakonczenie mocno ogrzewa si¢ dno probéwki do zaru. Po ozigbieniu dodaje
si¢ okoto 1 ml etanolu w celu usuni¢cia nadmiaru sodu, ogrzewa ponownie i gorgcg probowke
wrzuca do parowniczki z 10 ml wody destylowanej. Jezeli probowka nie peknie, rozbija si¢
ja szklang pateczka. Ptyn z parowniczki sgczy si¢. Przesacz, ktory powinien by¢ bezbarwny,
stuzy do dalszych badan na azot, siarke i chlorowce.
Jezeli przesacz jest z6lty lub brunatny, probe nalezy powtorzy¢, gdyz rozklad badanej
substancji nie byt catkowity.

Czynnosci zwigzane z ta probg do momentu sgczenia roztworu nalezy wykonywac

w okularach.

PROBA NA SIARKE

Do ok. 1 ml badanego przesaczu o silnie alkalicznym odczynie dodaje si¢ 4-5 kropli
rozcienczonego 0,1% roztworu nitroprusydku sodowego (ktory nalezy §wiezo przygotowac
przez rozpuszczenie matego krysztatka w 2 ml wody). Pojawienie si¢, ciemnopurpurowego
zabarwienia (nie utrzymujacego si¢ dlugo) wskazuje na zawarto$¢ siarki w badanym
zwigzku. Zamiast nitroprusydku sodowego mozna uzy¢ rozcienczonego roztworu octanu
olowiawego po uprzednim zakwaszeniu badanego roztworu rozcienczonym kwasem

octowym. Czarny osad PbS wskazuje na zawartos$¢ siarki.

PROBY NA AZOT

Proba Lesaignea. Ok. 3 ml badanego przesaczu o silnie alkalicznym odczynie ogrzewa sig,
do wrzenia z krysztatkiem (0,1g) siarczanu zelazawego. Po ochtodzeniu dodaje si¢
rozcienczonego kwasu siarkowego do odczynu kwasnego. Jezeli substancja zawierata azot,

wystepuje zielononiebieskie zabarwienie. Po dluzszym staniu wydziela si¢ osad biekitu

pruskiego Fes(Fe(CN)e)s.



PROBA NA CHLOROWCE

Jezeli badana substancja nie zawierala azotu, ani siarki postepujemy nastepujaco: 2ml
badanego przesaczu o silnie alkalicznym odczynie zakwasza si¢ rozcienczonym kwasem
azotowym (wolnym od chlorowca) i dodaje si¢ kilka kropli roztworu azotanu srebra.
Powstanie biatego lub zottego osadu wskazuje na obecnos$¢ chloru, bromu lub jodu.
Natomiast jezeli badana substancja zawierata azot lub siarke to 2 ml badanego przesaczu
o alkalicznym odczynie zakwasza si¢ rozcienczonym kwasem siarkowym i ogrzewa do
wrzenia przez kilka minut do odpedzenia siarkowodoru lub cyjanowodoru. Nastepnie
roztwor zageszcza si¢ do okoto polowy objetosci. Po uzupetieniu woda do pierwotne;j

objetosci, wykonuje si¢ probe z azotanem srebra.

Ustalanie rodzaju chlorowca. Rozpuszczalno$¢ w amoniaku.

Otrzymany w probie na chlorowce osad haloidku srebra, po zdekantowaniu ptynu, ogrzewa
si¢ z uprzednio przygotowanym roztworem 4 cz. nasyconego roztworu weglanu
amonowego zmieszanych z 1 cz. stez. amoniaku.

Rozpuszczanie si¢ osadu AgX w wymienionym roztworze, wskazuje na obecno$¢ chloru.
Jezeli osad jest jasnozotty i rozpuszeza si¢ tylko cze$ciowo, to badana substancja zawiera

brom. Osad zo6tty 1 zupelnie nierozpuszczalny wskazuje na obecnos¢ jodu.

WYKRYWANIE TLENU

1. Zwiazki organiczne zawierajace tlen, dodane do roztworu jodu w benzenie lub
chloroformie, powodujg zmian¢ fioletowoczerwonego zabarwienia na brunatne.

2. Papierki ,,ferrox".
Rozpuszczamy osobno 0,1 g chlorku zelazowego i 0,1 g rodanku potasowego w porcjach
po 1 ml bezwodnego metanolu, zlewamy razem roztwory i po odsgczeniu wydzielonego
KCI nasycamy roztworem paski bibuty. Suszymy je na powietrzu i przechowujemy w
stoikach szklanych.

Badang substancje rozpuszczamy w mozliwie matej ilosci suchego benzenu lub

chloroformu i1 do tego roztworu wktadamy waski pasek papierka ,,ferrox". W przypadku

obecnosci tlenu, roztwor barwi si¢ na czerwono.

UW A G Al Reakeji tej nie dajg niektére chinony, eter dwufenylowy



Weglowodory nasycone

1. Reakcja z dymigcym kwasem siarkowym (20% oleum)

Weglowodory nasycone: alifatyczne 1 alicyklowe - charakteryzuja si¢ odpornoscig na
dziatanie wigkszosci odczynnikéw chemicznych. Weglowodory aromatyczne wykazuja
znaczng aktywno$¢ w reakcjach podstawienia, zwigzang z obecnoscig uktadu aromatycznego,
ulegaja fatwo nitrowaniu, sulfonowaniu, halogenowaniu wobec katalizatorow.

Weglowodory aromatyczne, w odroznieniu od alifatycznych 1 alicyklowych, tworza
zabarwione i charakterystyczne pikryniany.

Najlepszym odczynnikiem odrdzniajacym weglowodory alifatyczne i alicyklowe od
aromatycznych jest 20% oleum (dymiacy kwas siarkowy zawierajacy 20% trojtlenku siarki),

z ktorym reaguja tylko weglowodory aromatyczne.

ArH + HOSO,0H — 4 ArSO,0H + H>0

Wykonanie: 1 ml 20% oleum umieszcza si¢ w suchej probowcee, dodaje 0,2 ml badanej
Substancji 1 mocno wstrzasa.

Weglowodory aromatyczne rozpuszczajg si¢ wydzielajac ciepto, bez objawdéw zweglania.



Weglowodory nienasycone

1. Reakcja z roztworem manganianu(\11) potasu

Zwiazki zawierajace wigzania wielokrotne miedzy atomami we¢gla odbarwiajg 0,1%
roztwor manganianu(VII) potasu (reakcja Baeyera). W obojetnym i zasadowym
roztworze manganian(VII) potasu utlenia substancje, redukujgc si¢ sam do tlenku
manganu(lV):

R R R

N 7 N\
3 JC—C{_+ 4KMnO4+2H;0 —= 6 3C=0 + 4Mn0; +
R R R + 4KOH

R—C=C—R + 2KMnO4 + 2H,0 —> 2R—COOH +

+ 2MnO, + 2KOH
R = alkil lub H

Wykonanie: do ok. 1 ml badanej probki doda¢ kroplami 0,1% roztwoér KMnOg
w acetonie. Po dodaniu kazdej porcji roztwor starannie wymieszac 1 odczeka¢ do zniknigcia
réozowego zabarwienia pochodzacego od roztworu KMnOs4. Odbarwienie si¢ odczynnika
(powyzej dwoch kropli) przy jednoczesnym wytracaniu si¢ tlenku manganu(I'V) wskazuje na
nienasycony charakter zwigzku. Ilos¢ odbarwionego roztworu oraz szybko$¢ jego
odbarwiania zalezy od ilo$ci wigzan wielokrotnych w czasteczce badanego zwiazku.

Nalezy jednoczesnie wykona¢ probe kontrolng, poniewaz zanieczyszczone rozpuszczalniki

organiczne mogg reagowac¢ z manganianem(VII) potasu.

Jakosciowa reakcja z manganianem(VII) potasu z reguly umozliwia jednoznaczne
stwierdzenie obecnosci wigzan wielokrotnych miedzy atomami wegla. Jednak nalezy pamigtac,
ze niektore zwigzki o nasyconym tancuchu weglowym tatwo utleniaja si¢ (na przyktad estry

kwasu malonowego, aldehydy) odbarwiajac roztwdr manganianu(VII) potasu.



2. Reakcja przylaczania (addyciji) bromu

Druga reakcja, pozwalajaca na wykrycie wigzan wielokrotnych, jest przylaczenie bromu.
Jezeli roztwor bromu w lodowatym kwasie octowym lub tetrachlorku wegla odbarwia si¢ pod

wptywem badanej substancji, Swiadczy to 0 obecnosci wigzania wielokrotnego:

T
R R
\C=C/ + Br, — R—C—C—R
R’ R

Br R

Wykonanie:dook.0,5ml badanej probki w kwasie octowym lub innym rozpuszczalniku
organicznym dodawac kroplami 1% roztwér bromu w kwasie octowym (pod wyciaggiem!)
starannie mieszajg zawartos¢ probowki. Pomaranczowe zabarwienie bromu szybko znika, az
do momentu wysycenia wszystkich wigzan wielokrotnych. Odbarwienie si¢ odczynnika
(powyzej dwoch kropli) wskazuje na nienasycony charakter zwigzku. Nalezy uwazac, czy
podczas wkraplania odczynnika nie wydziela si¢ z mieszaniny reagujacej bromowodor, ktory
wykrywa si¢ za pomocg bagietki zwilzonej] wodg amoniakalng (pojawia si¢ mgta bromku
amonu) lub wilgotnego papierka lakmusowego (zabarwia si¢ na czerwono). Odbarwienie si¢
bromu przy jednoczesnym wydzielaniu si¢ bromowodoru nie dowodzi obecno$ci wigzania

wielokrotnego, a wskazuje jedynie na zachodzaca reakcje podstawienia.

Roztwory bromu odbarwiajg si¢ takze pod wptywem zwigzkdéw zawierajacych nasycony
tancuch weglowy a fatwo ulegajacych utlenieniu, dlatego tez pozytywny wynik doswiadczenia

nie daje bezwzglednej pewnosci, ze badana substancja jest zwigzkiem nienasyconym.



Uklad aromatyczny

1. Préba z chlorkiem glinowym i1 chloroformem lub czterochlorkiem wegla

Bezwodny chlorek glinowy reaguje ze zwigzkami aromatycznymi w obecnosci
chloroformu 1lub czterochlorku wegla, dajgc zabarwione zwigzki kompleksowe.
Przyczyna zabarwienia jest powstawanie w wyniku reakcji Friedla-Craftsa zwigzkow

o charakterze soli karboniowych:

AlCl,

5CeH, + 2CHCl, —> (C4H,);CCl + (CH,),CH, + 5 HCI
HC=CH
/ AN

(CIL;),C* (AICL) - & (CgHj),C=C C+—H(AICL,)-
N /
HC=CH

Weglowodory benzenowe 1 chlorowcowe pochodne daja zabarwienie
zottopomaranczowe lub czerwone, weglowodory aromatyczne dwupierscieniowe dajg
zabarwienie niebieskie lub czerwone, zwigzki aromatyczne o bardziej ztozonej budowie

(tr6j- i wielopierscieniowe) daja zabarwienie zielone.

Wykonanie: Do 2 ml bezwodnego chloroformu doda¢ 0,1 g (0,1 ml) badane;j
substancji. Nastepnie miesza¢ starannie, aby zwilzy¢ Scianki probowki. Potem dodac
0,5-1 g bezwodnego chlorku glinowego, starajac si¢, aby cze¢$¢ proszku zatrzymata sie
na S$ciankach. Nalezy obserwowac¢ zabarwienie proszku na S$ciankach probowki
I w roztworze. Zabarwienia, jakie powstaja - od pomaranczowego do z6ttego - wskutek
reakcji zwigzkow aromatycznych z chloroformem 1 chlorkiem glinowym, sa bardzo

charakterystyczne. Zwiazki alifatyczne nie dajg zabarwienia lub bardzo jasno zotte.

Uwaga. Powyzsza proba ma duze zastosowanie w analizie, nie jest jednak catkowicie selektywna.
W nieobecnosci zwigzkow aromatycznych moze powstawac zabarwienie z6ltte, jezeli badana substancja

zawiera brom; natomiast czerwone lub fioletowe, jezeli substancja zawiera jod.



Alkohole

Reakcja acetylowania alkoholi chlorkiem acetylu.

Chlorki kwasowe, w porownaniu z innymi pochodnymi kwasoéw, ulegaja wyjatkowo tatwo
reakcjom podstawienia. Reaktywno$¢ jest spowodowana obecno$ciag w czgsteczce atomu
chloru silnie przyciagajacego elektrony. Bardzo mata zasadowos¢ jonu chlorkowego sprawia,
ze jest on szczegdlnie tatwo odrywajaca si¢ grupg. Jon C1- wykazuje minimalng sktonno$¢
do atakowania grupy karbonylowej w kwasie. Reakcje chlorkéw kwasowych sg zatem prawie
zawsze nieodwracalne, co jest korzystne w preparatyce organicznej.

Chlorki kwasowe reaguja z alkoholami w nastgpujacy sposob:

R—ﬁ—CI + H—O—FR —— R—ﬁ—O—R' + HCI
@) O

Reakcja ta, jako nieodwracalna, zachodzi z doskonala wydajno$cia w przeciwienstwie do

estryfikacji kwasow karboksylowych alkoholami.

Wykonanie: do 1l mln-propanolu w suchej probéwce dodawaé kroplami 1 ml chlorku
acetylu (pod wyciggiem!). Zaobserwowac efekt cieplny i wydzielanie si¢ chlorowodoru. Po
kilku minutach zawarto$¢ probowki wla¢ do okoto 5 ml H20 1 zaobserwowa¢ wytwarzanie
si¢ nierozpuszczalnej warstewki cieczy. Nadmiar kwasu zobojetni¢ dodajgc stopniowo
statego Na,CO3, wyla¢ mieszaning na szkietko zegarkowe i1 zbada¢ won produktu. Owocowy

zapach jest charakterystyczny dla estrow.



Rozroznianie rzedowosci alkoholi

Alkohole I, II 1 III rzedowe zachowujg si¢ r6znie w reakcji z odczynnikiem Lucasa (roztwor
68 g bezwodnego chlorku cynkowego w 52,5 g stez. kwasu solnego).

Alkohole I rzed., nizsze od heksylowych (Ce), nie reagujg z tym odczynnikiem dajac
roztwor klarowny, co najwyzej lekko Sciemnialy.

W obecnosci alkoholi II rzed. nastepuje zmetnienie roztworu, a po 1-1,5 godz.
Rozdzielenie si¢ warstw.

W obecnosci alkoholi III rzed. roztwér metnieje 1 szybko wytwarzaja si¢ dwie
warstwy. Przy czym nalezy podkresli¢, ze alkohole III rzgd. reaguja ze stez. HCI nawet bez
dodatku ZnCl..

R ZnCl R

AN 2 AN

HC-OH + HCl ——2» HXC-Cl + H,0
/

R R

R\ ZnCl3 R\

R-C-OH + HCI — R-C—CI + HYO

R R

Wykonanie: do 3 suchych probowek z korkiem szlifowym, zawierajacych kolejno po
0,5 ml: butanol - I rzed., butanol II - rzed. i butanol - I1I rzgd. umieszczonych w tazni wodnej
o temp. 26°C, doda¢ po 5 ml odczynnika Lucasa. Probowki zakorkowaé, wstrzasac przez
chwile, po czym odstawi¢ 1 zaobserwowaé po jakim czasie utworzy si¢ zmetnienie i

rozdzielenie warstw, wyciaggna¢ wnioski.



Aldehydy

Proba redukcyjna - Tollensa

Grupa aldehydowa, znacznie latwiej niz ketonowa utlenia si¢ do grupy karboksylowe;.
Utlenianie jest mozliwe gdy w mieszaninie reagujacej znajduja si¢ akceptory elektronow.
Najczesciej stosowanymi w analityce akceptorami elektronow przy utlenianiu aldehydow sa
jony metali ciezkich: C*? (proby Fehlinga, Tommera, Hainesa, Benedicta), Bi*® (proba
Nylandera)i Ag".

W prébie Tollensa utlenianie aldehydu odbywa si¢ dzigki redukeji jonu srebrowego do srebra

metalicznego.
AgNO3 + NaOH —— AgOH + NaNOj;
2 AgOH — Ag,0O + H.0

Ag20O + 4 NH4OH — 2 [Ag(NH3)2]OH + 3 HO

R—Cio + 2[Ag(NH3)]JOH —= R—Cfo + 2AgV¥ + 3NH3+ H0
H ONH,4
Wykonanie: dobardzo czystej, odtluszczonej probowki wlac¢ 2 ml 5% roztworu AgNO3
i 1 krople 10% NaOH. Nastepnie dodawa¢ kroplami 2% roztwor NH4OH, jednocze$nie
wstrzasajac, az do zupelnego rozpuszczenia tlenku srebra. Doda¢ 1-2 ml roztworu préby i
wstawi¢ na minute do wrzacej tazni wodnej. Jezeli proba zawierala aldehyd, na $ciankach

probowki pojawia si¢ lustro srebrowe.



Reakcje grupowe aldehydow

Reakcja Schiffa
Fuksyna jest czerwonym barwikiem, ktory pod dziataniem dwutlenku siarki (kwasu
siarkowego) przechodzi w bezbarwny kwas bis-N-aminosulfinowy, tzw. odczynnik Schiffa.
Zwiazek ten reaguje z 2 czasteczkami aldehydu dajac nietrwaty produkt przytaczenia, ktory

traci kwas siarkawy i powstaje fioletowopurpurowy barwnik chinoidowy zgodnie z reakcja:

_0O
HoN c= NH-SOH| + 2R—CT —
2

SO3H
'S
HoN C—— NH-S-C-R —
| v | - HySO4
SO3H O OH 4,
'Sl
“NZQZC: QNH_?IC_R
O OH J,

Wykonanie: do okoto 2 ml proby doda¢ kilka kropli odczynnika Schiffa i lekko
wymiesza¢. Po uptywie 3-4 minut roztwor zabarwia si¢ na kolor purpurowo-fioletowy.

W $rodowisku silnie kwasnym reakcja zachodzi tylko z aldehydem mréwkowym.



Kwasy

1. Badanie kwasnego charakteru kwasow karboksylowych

a) Niebieski papierek lakmusowy zwilza si¢ kroplg wody destylowanej, nakrapla si¢
badany roztwor lub przyktada krysztalek substancji. Zabarwienie papierka na
czerwono wskazuje na charakter kwasny substancji.

b) Dla odrdznienia kwaséw organicznych od nieorganicznych stosujemy probe
z papierkiem Kongo, ktory zmienia si¢ na niebiesko pod wpltywem kwasow
nieorganicznych, zas kwasy organiczne nie zmieniaja go wcale lub na kolor szaro-
fioletowy, ktory po wyschnieciu papierka znika. Kwas szczawiowy zabarwia
papierek Kongo podobnie jak kwasy nieorganiczne.

c) Dla odroznienia kwaséw karboksylowych od fenoli wykonujemy reakcje
z NaHCOs. Kwasy karboksylowe sa mocniejszymi elektrolitami niz kwas

weglowy, ten za§ mocniejszym kwasem niz fenole.

Wykonanie: 1 ml 5% roztworu NaHCO3 umiesci¢ na szkietku zegarkowym, nastepnie dodac
1 krople lub okoto 0,01 g badanej substancji. Wydzielanie si¢ pgcherzykow CO2 moze
wskazywa¢ na obecno$¢ kwasu karboksylowego, natomiast brak tego efektu moze
wskazywaC, ze badang substancja jest fenol, ale na pewno potwierdza brak kwasu
karboksylowego. Jak z tego widaé, proba ta moze by¢ jedynie testem wykluczajacym

obecno$¢ kwasow karboksylowych (i innych mocniejszych).

2. Proba na wytwarzanie estrow

Proby estryfikacji wykorzystywane sg zarowno dla potwierdzenia lub wykluczenia
obecnosci  kwasow lub alkoholi, bowiem powstaly produkt odznacza si¢
charakterystycznymi wlasciwo$ciami, a szczeg6lnie przyjemnym zapachem.

R-OH + HOOC-R T2 R.o-C-R + HO

(II)

Wykonanie: 1 krople lodowatego kwasu octowego ogrzewac tagodnie w suchej probowce z
2 ml absolutnego etanolu i z 1 ml stez. H2SO4 przez 2 min na tazni wodnej, po czym
ochtodzi¢ i wla¢ ostroznie do 10 ml 10% roztworu weglanu sodowego, umieszczonego
w matej parowniczce. Nalezy szybko zaobserwowaé zapach produktu. Estry kwasow

karboksylowych o niewielkiej czasteczce posiadaja zapach owocowy. Estry kwasow o duze;j

czgsteczce sg bezwonne.



Aminy

Badanie odczynu amin

Wykonanie: na papierek uniwersalny zwilzony wodg nanies¢ krople trojetyloaminy, na
drugi papierek w ten sam sposob nanie$¢ krople aniliny. Z r6znicy zabarwienia wskaznika

wyciagna¢ wniosek o charakterze badanych zwigzkow.

Badanie rzedowos$ci amin

Aminy [, IT1 1T rzedowe reaguja z roznymi odczynnikami w sposob specyficzny, co pozwala
czgsto na wykazanie ich rzedowos$ci. Odczynnikiem, ktéry reaguje w sposdb specyficzny
jest kwas azotowy.

Aminy alifatyczne I rzedowe ulegaja przeksztatceniu w alkohole, natomiast aromatyczne
aminy I rzedowe w temp. okoto 0°C tworzg nietrwate zwigzki dwuazoniowe. Po lekkim
ogrzaniu potgczenia te tworza fenole, wydzielajac azot, natomiast podczas reakcji

z fenolami, przeprowadzonej na zimno tworza barwniki azowe:

R—CH,-NH, + H—O—N=0 ——> R-—CH;-OH + Nz + HxO

®
Ar—-NH, + H—0O—N=0 ——> Ar—N=N + HO
cle
chlorek dwuazoniowy

Aminy II rzedowe (alifatyczne i aromatyczne) tworza z HNO:2 z6tto zabarwione, oleiste

nitrozoaminy:

RCH L 4 Heo-NeO R-CHa_

N—N=0O + H,O
R-CHy~ R-CHy~ 2

Aminy III rzedowe alifatyczne nie reagujag z HNO2, natomiast aromatyczne tworzg

pochodne p-nitrozowe.

HsC HsC
SN + H-O-N=0 —> )N@ =0
H3C HBC



Reakcja aminy I rzedowej z HNO>

Amina alifatyczna I rzedowa pod wptywem kwasu azotawego ulega rozktadowi na alkohol,
wodg 1 azot, ktorego wydzielanie si¢ Swiadczy o obecnosci I rzedowej grupy aminowej

W zwigzku.

CHz-CH,-CHo—NH, + H-O-N=0O —— CHz-CH,-CH,-OH + HO + N

Wykonanie: 3 ml roztworu zawierajacego 4% Nn-propyloaminy i 5% HCl ochtodzi¢ w lodzie,
po czym dodawaé powoli, kroplami 1,5 ml 10% roztworu NaNO2 (réwniez chtodzonego).
Mieszaning nastgpnie ogrza¢ ostroznie na tazni wodnej 1 zaobserwowa¢ wydzielanie si¢

pecherzykow azotu.

Reakcja aniliny z HNO»

Wykonanie: 3 ml roztworu aniliny w kwasie solnym (10 ml aniliny w 100 ml stez. HCI)
rozcienczy¢ 5 ml wody i ochtodzi¢ do 0° C dodajac do zlewki 5-10 g lodu (z wody
destylowanej!). Nastepnie dodawac okoto 5 ml 20% roztworu NaNO3, z mieszaniem, az do
uzyskania pozytywnej reakcji z papierkiem jodoskrobiowym. Barwa niebieska papierka
wskazuje na obecno$¢ nadmiaru kwasu azotawego.
a) Reakcja zagotowania:
2-3 ml dwuazowanego roztworu odmierzy¢ do probowki i ogrza¢ na tazni wodnej -
wydzielaja si¢ pecherzyki azotu.

b) Reakcja sprzggania:
2-3 ml dwuazowanego roztworu doda¢ do ozigbionej mieszaniny sktadajacej si¢ z 5 ml
wody destylowanej i 2 ml 5% roztworu [I-naftolu w 10% NaOH. Powstaje

pomaranczowoczerwony barwnik azowy.



Aminokwasy

Reakcja ninhydrynowa

Ninhydryna daje reakcje barwng z a-aminokwasami, a takze z biatkami, z produktami ich
rozpadu oraz z NHs.

Zaleznie od pH, barwa moze by¢ niebieska, fioletowa lub fioletowordzowa. Proba ta wypada
ujemnie z proling 1 hydroksyproling.

Reakcja z ninhydryng jest reakcja grupowa na aminokwasy, ma podstawowe znaczenie
W chemii tych zwigzkow, stuzy do ich wykrywania i iloSciowego oznaczania.

Przebieg reakcji jest nastepujacy:
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zwiazek barwny
Wykonanie:
a) do 1 ml roztworu aminokwasu (lub biatka) doda¢ 2-4 krople roztworu ninhydryny (0,2%
wodny roztwor) 1 podgrza¢ do wrzenia. Powstaje niebieskie zabarwienie.
b) na skrawek bibuly chromatograficznej Whatman 1 (5 cm x 5 cm) nanie$¢ czysta bagietka
krople 1% roztworu glicyny lub kwasu glutaminowego oraz obok kroplge 2% roztworu
proliny. Bibul¢ wysuszy¢ w strumieniu powietrza, a nastepnie spryskac¢ 0,5% roztworem

ninhydryny w acetonie. Po ogrzaniu pojawiajg si¢ barwne plamy.



Ketony

Reakcje grupowe ketonow

Wvykrywanie metyloketondéw - proba Legala

Polega ona na powstawaniu brunatnoczerwonego produktu reakcji metyloketonu

z nitroprusydkiem sodowym.

Wykonanie: maty krysztalek nitroprusydku sodowego rozpusci¢ w okoto 2 ml proby
I pozostawi¢ kilka minut. Nastepnie doda¢ 1 ml 2N NaOH. Roztwoér przyjmuje barwe
pomaranczowa do brunatnoczerwonej. Po dodaniu 1-2 kropli lodowatego kwasu octowego

barwa zmienia si¢ na czerwong lub niebieska.

Reakcja z m-dwunitrobenzenem

I .
Zwigzki zawierajace ugrupowanie  CHs;—C— lub R—(ll—&— daja z m-dwunitrobenzenem
|

zabarwienie fioletowo-czerwone. H

Wykonanie: do okoto 1 ml badanego roztworu doda¢ 2 ml propanolu i kilka krysztatkow
m-dwunitrobenzenu a nast¢pnie kilka kropli 15% roztworu KOH 1 lekko ogrza¢. O dodatnim

wyniku reakcji §wiadczy pojawienie si¢ barw od czerwonej do fioletowoczerwone;.



Wykazywanie grupy karbonylowej

Wspolne reakcje aldehydow i ketonow

Reakcja z fenylohydrazyna

Aldehydy 1 ketony dzieki obecnosci w nich grupy karbonylowe;j >C:O
reaguja z fenylohydrazyng dajac odpowiednie fenylohydrazony o charaktery-stycznych
ksztaltach krysztaléw, zgodnie z reakcja:

H ~
H—N—N<H + 0=C_ —> H-N-N=C{_ + HO

/\

Wykonanie: do okoto 2 ml fenylohydrazyny w kwasie octowym doda¢ 1 ml roztworu préby.
Po starannym wymieszaniu, ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez kilka minut. Wyjac z
tazni, rozcienczy¢ 2 ml wody. W trakcie ozigbiania pojawia si¢ krystaliczny osad

fenylohydrazonu aldehydu lub ketonu.

Reakcja z 2,4-dwunitrofenylohydrazyna

Dwunitrofenykohydrazony aldehydow 1 ketonow sg bardzo trudno rozpuszczalne 1 wytracaja

si¢ natychmiast w postaci krystalicznych osadéw zgodnie z reakcja:

H ~ ~
H—N—N(H + 0=C{_ —> H-N—N=C{_ + H0
NO2 NO»

NO» NO»

Wykonanie: do 1-2 kropli badanego roztworu doda¢ 1 ml odczynnika zawierajacego

2,4-dwunitrohydrazyne i mocno wytrzasna¢. Wytraca si¢ krystaliczny osad.



Peptydy

Wykazanie wiazania peptydowego, proba biuretowa

Proba biuretowa polega na tworzeniu si¢ w srodowisku alkalicznym barwnego zwigzku
kompleksowego miedzi z peptydami zawierajacymi w swojej czasteczce co najmniej dwa
wigzania peptydowe —@—E— . Barwa kompleksu zalezy od dtugosci tancucha peptydowego.
Biatka daja zabarwienie fioletowe, zelatyna (biatko niepelnowarto$ciowe) - niebieskie,
proteozy i peptony - rézowe, peptydy - stabo ré6zowe. Nie daja tej reakcji aminokwasy i
dwupeptydy. Daje ja natomiast biuret (dwumocznik) i stad pochodzi nazwa tej reakcji

biuretowej. Powstaje on przez kondensacje dwoch czasteczek mocznika podczas ogrzewania.

NH Biuret spelnia warunki,
ks NH
e ki poniewaz posiada dwa
AN C=0 wigzania peptydowe.

NH, . \N—H

/
\ C\ZO
NH, NH 3 NH;
C\ZO
NH,

Proba biuretowa jest odczynem grupowym na biatka. Ujemny wynik proby biuretowej
eliminuje obecno$¢ biatka. Reakcje t¢ wykorzystuje si¢ rowniez do kolorymetrycznego,

ilosciowego oznaczania biatka.

Wrykrywanie wigzan peptyvdowych w peptydzie lub biatku

Wykonanie: do probéwki wla¢ 2 ml roztworu bialka, a do drugiej probowki 2 ml hydrolizatu
biatkowego (zawierajacego kilko-peptydy). Do obydwu probéwek doda¢ po 1 ml roztw.
NaOH i dodawa¢ kroplami 10-krotnie rozcienczony, prawie bezbarwny roztwor siarczanu

miedziowego. Ptyn przybiera zabarwienie rozowo-fioletowe.



Préoba ksantoproteinowa

Proba ta jest charakterystyczna dla aminokwaséw aromatycznych (zawierajacych pierscien
benzenowy). Pod wptywem st¢zonego HNO3 zachodzi nitrowanie pierscienia benzenowego,
W wyniku czego powstaja pochodne nitrowe o barwie zottej. Po zalkalizowaniu, zwigzki
nitrowe slabo dysocjuja 1 barwa roztworu zmienia si¢ na pomaranczowg. Probe
ksantoproteinowa, poza aminokwasami aromatycznymi, daja réwniez inne zwigzki

aromatyczne, jak fenol, benzen itp.
Wykonanie: do 1 ml roztworu aminokwasu aromatycznego lub biatka doda¢ 5 kropel stez.

HNOs - wytraca si¢ osad (jesli byto biatko), po podgrzaniu roztwor zotknie. Po ozigbieniu

pod kranem i zalkalizowaniu z6ita barwa przechodzi w pomaranczowa.

Préba cystynowa

Aminokwasy zawierajgce siarke, reaguja z lugiem sodowym wytwarzajac siarczek sodowy
NazS, ktory w reakcji z octanem otowiu tworzy czarny osad PbS. Reakcja wypada dodatnio
z aminokwasami: cysteing, cystyng i1 metioning. Intensywnie dodatni odczyn dajg biatka

zawierajace duzg ilos¢ cystyny (np. keratyna).

Wykonanie: do 1 ml roztworu aminokwasu siarkowego (lub biatka) doda¢ 1 ml 30% tugu
sodowego, gotowac w ciggu 5 minut, a nastgpnie dodawac kroplami roztwor octanu otowiu -

wystepuje zabarwienie czarne lub szaro-brunatne.



Cukry

Liczne proby na cukry oparte sg na redukcji dwuwarto$ciowego jonu miedziowego do
jednowartosciowego jonu miedziawego, s3 to proby: Trommera, Fehlinga, Hainesa,

Benedicta.

Préba Trommera

Nalezy pamigtac, ze w probie tej role solubilizatora wodorotlenku miedziowego spetnia sam
cukier (zamiast winianu sodowo-potasowego, kwasu cytrynowego lub glicerolu) i dlatego
bledem jest dodawanie zbyt duzej ilosci siarczanu miedziowego, gdyz nadmiar
wytworzonego Cu(OH)2 po ogrzaniu przejdzie w czarny CuO i zamaskuje reakcje. W
przypadku, gdy dodano zbyt, duzo CuSOs i1 wytracajacy si¢ wodorotlenek miedzi nie
rozpuszcza si¢, nalezy osad odsaczy¢, po czym dopiero ogrzac probe.

Wykonanie:do 1 mlroztworu glukozy doda¢ 1 ml roztw. NaOH, po czym kroplami
roztworu siarczanu miedziowego dopoéty, dopoki stracajacy si¢ wodorotlenek miedziowy
jeszcze si¢ rozpuszcza przy wytrzasaniu ptynu. Podgrza¢ gérng cze¢s¢ ptynu do wrzenia.

Powstaje zotto-pomaranczowy lub czerwony osad tlenku miedziawego.

Proba Seliwanowa na ketozy

Ketozy w obecnosci mocnego kwasu solnego dajg reakcje barwng z rezorcyng. Probe uwaza
si¢ za dodatnig jedynie wtedy, gdy zabarwienie wystepuje przed uptywem 45 sekund. Przy
dluzszym ogrzewaniu, odczyn ten wypada réwniez dodatnio z sacharoza 1 inuling, ktore pod
wplywem zawartego w odczynniku kwasu solnego ulegaja hydrolizie do fruktozy.

Wykonanie:dol mlodczynnika Seliwanowa (0,05% roztwor rezorcyny w kwasie
solnym rozcienczonym wodg destylowang w stosunku 1:2) doda¢ 1 krople roztworu fruktozy,
zmiesza¢ 1 ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej doktadnie 45 sekund, po czym ozigbic.
W obecnosci ketoz proba barwi si¢ na czerwono, za$ przy duzych ich stezeniach powstaje

osad.



Préoba Fehlinga

W probie Fehlinga po zmieszaniu odczynnikow Fehling | i Il (I - CuSOs5H.0O
w rozcienczonym H2SOs, Il - roztwér winianu sodowo-potasowego i NaOH) powstaje
zasadowy roztwor kompleksu wodorotlenku miedzi z winianem, co zapobiega wytrgcaniu si¢
Cu(OH)2 i maskowaniu koncowego produktu reakcji, czerwonego Cu2O. Dodany cukier
redukujacy ulega utlenieniu oddajac elektrony, ktére przyjmowane sg przez miedz
dwuwartosciowa. W wyniku tego kompleks wodorotlenku miedzi z winianem rozpada sig,

Cu?* redukuje sie do Cu* i po ogrzaniu wytraca sie w postaci osadu tlenku miedziawego

(Cu20).
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Wykonanie: zmiesza¢ po 1 ml roztwordw Fehlinga I 1 II, ogrza¢ do wrzenia (celem
sprawdzenia czy nie wystapi redukcja wtasna odczynnika), po czym dodac¢ kilka kropli cukru
I ponownie ogrzac. Pojawia si¢ osad o barwie od zoltej do czerwonej, co zalezy od stanu

rozproszenia powstajacego tlenku miedziawego.

Proba Molischa z a-naftolem

Wykonanie:do 1l mlroztworu cukru doda¢ 2 krople alkoholowego roztworu
a-naftolu, dobrze wymiesza¢, a nastepnie doda¢ z pipety 1 ml stez. H.SO4, wlewajac go
ostroznie po $ciankach do ukos$nie trzymanej probowki tak, aby kwas utworzyt warstwe
ponizej wodnego roztworu, nie mieszajac si¢ z nim. Po okoto 3 minutach, na granic warstw,
powstaje czerwono-fioletowy pierscien. Czgsto, ponizej pierscienia pojawia si¢ krazek

zielony, ktory pochodzi od zanieczyszczen a-naftolu.



