Nela Malatesti
Ana FiloSevic¢

Praktikum

organske kemije

za studente Il. godine preddiplomskog studija
Biotehnologija i istrazivanje lijekova

| (1
1 (1
(1 (l
1 1 1 (1 (1
| (l (1 (1
(1 (l
(1 1
(l (1
(1 (l
(l (l (l (1
| (1
(l (1

uni tech



Nela Malatesti
Ana FiloSevi¢

PRAKTIKUM ORGANSKE KEMIJE

za studente Il. godine preddiplomskog studija
Biotehnologija i istrazivanje lijekova



Izdavac:
Sveuciliste u Rijeci, Odjel za biotehnologiju

Za izdavaca:
prof. dr. sc. Snjezana Prijic-Samarzija

Recenzenti:
doc. dr.sc. Gordana Canadi Juresié
doc. dr. sc. Karlo Wittine

Lektura:
Jelena Celcer, prof.

Graficka priprema i prijelom:
Sanja Jovanovi¢

Mjesec i godina objavljivanja:
Studeni 2017.

ISBN 978-953-7720-32-2

Odlukom Povjerenstva za izdavacku djelatnost SveudiliSta u Rijeci KLASA: 602-09/17-01/08, URBROJ:
2170-57-03-17-3, ovo se djelo objavljuje kao izdanje SveudiliSta u Rijeci.

Tiskanje ovog udzbenika omoguceno je uz financijsku potporu Zaklade Sveucilista u Rijeci temeljem
Ugovora (br. N-IZ 6/2017). MiSljenja izrazena u ovom udzbeniku su misljenja autora i ne izrazavaju

nuzno stajaliSte Zaklade Sveucilista u Rijeci.




Nela Malatesti, doc. dr. sc.
Ana FiloSevi¢, mr. sc.

Praktikum organske kemije

za studente Il. godine preddiplomskog studija
Biotehnologija i istrazivanje lijekova

Jarryaniriyuniciyniciyniciyntriyuntciyniriunirit
lrruniciantrrygntrrdgniciyniciantriyniriuniriuni
Jaicianirdnicryniciunicidniouniriyuniriunirit
lrrgnicianirrygnirigniciyniciuntruniriyniriuni
Jalcaniryniciyniciunicidniouniriuniriunini
lrunirianirignteyniciynicianiriuniriunicriuni
Jairtaniruniciyniciynicidniriuntcuniriunirit
irrgnicianiriygnicigniciyniciyniryniriyniriuni
Jarrtyaniriuniciynicignirianiriuniriuniriunirnit
lrrantrigniriantridntcidntruniciuniridniriuni
Jairrtyaniridyniciunicignicidniriuniriyniriuniric
lrryntcanicantrrygntcrdntcryniciuntouniriuni

Odjel za biotehnologiju

B l @ Rijeka, 2017. Sveugiliste u Rijeci






UvOD

Praktikum organske kemije izvodi se u okviru kolegija ,Organska kemija”
(BIL 201) i namijenjen je studentima Il. godine preddiplomskog studija ,Bioteh-
nologija i istrazivanje lijekova” koji se izvodi na Odjelu za biotehnologiju Sveu-
Cilita u Rijeci. Kolegij ,Organske kemije” koncipiran je tako da se prvo izvode
predavanja (45 sati) i seminari (15 sati), a nakon toga vjezbe (60 sati). Usva-
janje znanja iz podrucja organske kemije kontinuirano se prati prema planu i
programu kolegija, medu ostalim i polaganjem meduispita. Znanje se potom
primjenjuje u obliku vjezbi koje, dakle, zovemo Praktikumom organske kemije.

Vecini studenata ovo je prvi susret s prakti¢nim radom u laboratoriju organ-
ske kemije, stoga su vjezbe zami$ljene tako da student(ica), nakon upozna-
vanja s mjerama sigurnog rada u laboratoriju, zapo¢ne rad u Praktikumu os-
novnim postupcima prociS¢avanja i izolacija organskih spojeva. Na taj nacin
postupno stjeCe potrebne vjestine i sposobnosti koje dalje primjenjuje u slo-
Zenijim postupcima i sintezama organskih spojeva. Vecinu vjezbi student(ica)
izvodi samostalno, pojedine se vjeZbe izvode djelomi€no ili u potpunosti kao
pokazne vjezbe, a neke kao grupni rad. Od studenata se oCekuje poznavanje
teorije koja se vezuje uz pojedinu vjezbu, razumijevanje onoga $to ¢e raditi i
kako treba raditi na siguran nacin; sve to provjerava se ulaznim kolokvijem.
Tek nakon uspjesno polozenog ulaznog kolokvija, student(ica) pristupa izvo-
denju vjezbe, a nakon vjezbe pise referat u kojem treba navesti opis postup-
ka, rezultate te zakljucak. U referatu takoder treba rijeSiti zadatak iz propisa
koji upuéuje na dodatno razmisljanje o onome Sto se radilo u vjezbi.

Vjezbe u ovim propisima odabrane su s ciliem savladavanja osnovnih
vjestina i usvajanja metoda rada u laboratoriju organske kemije, tematski se
mogu uklopiti u profil studija na kojemu se izvode te pruzaju Cvrste temelje
za nadogradnju i slozenije postupke na viSim praktikumima organske kemije.
Vjezbe su uglavnom preuzete iz udzbenika nasih poznatih autora (vidi popis
literature na posljednjoj stranici), ali su djelomi¢no modificirane na temelju
viSegodisSnje prakse izvodenja ovog Praktikuma te prilagodene zahtjevima
studija i konkretnih uvjeta u nasim Praktikumima. Stoga propisi sadrzavaju
i veliki broj vrlo specificnih upozorenja studentima i naglasaka na poseban
oprez u nekim postupcima koji se temelje na uo€enim greSkama koje studenti
najc¢eSc¢e rade. U okviru mjera opreza i sigurnosti sve kemikalije koje se upo-
trebljavaju u praktikumu oznacene su s obzirom na moguce opasnosti kako
bi studenti proveli odgovaraju¢e mjere predostroznosti. Kad god je to bilo mo-
guce, opasnije kemikalije zamijenjene su manje opasnima i/ili su upotrijeblje-
ne manje koli¢ine od originalne procedure kako bi se rizik $to vise umanijio.
Pritom se vodilo racuna o tome da vjezbe i dalje budu funkcionalne te daju
odgovarajuce rezultate. Takoder, ovisno o organizaciji Praktikuma, slozenije i
vremenski zahtjevnije vjezbe izvode se u cijelosti ili modificirano, Sto ovisi i o
pripremljenosti i interesu studenata, a propisi se mogu tome prilagoditi.



Teoretske osnove organske kemije tek su se neznatno mijenjale i pomalo
nadopunjavale zadnjih nekoliko desetlje¢a, stoga je i ovdje navedena teoret-
ska osnova poznata i lako dostupna u okviru manje ili vise poznatih udzbenika
organske kemije koji su se u tom razdoblju upotrebljavali. Ovdje se nastoji na-
glasiti nuznost razumijevanja mehanistickih principa reakcija koje su opisane
te povezivanje teoretske osnove s rezultatima vjezbi. Najznacajnije promjene
vezane su uz sve moderniju tehnologiju i instrumente koji se upotrebljava-
ju za analizu i karakterizaciju organskih spojeva. Kako se tehnika nuklearne
magnetske rezonancije (NMR) uci na viSim kolegijima, ovdje se u vjezbama
ogranicilo na upotrebu infracrvene spektroskopije (IR) i ultraljubi¢aste-vidljive
(UV-vis) spektroskopije. Navedeni instrumenti (Agilent Cary 630 FTIR spek-
trofotometar i Cary 60 UV-Vis spektrofotometar) te sva ostala oprema koja se
upotrebljava na Praktikumu organske kemije nabavljena je u okviru projekta
.Razvoj istrazivacke infrastrukture na Kampusu Sveucilista u Rijeci” koji je
financiran iz Europskog fonda za regionalni razvoj (EFRR) te smo zahvalni sto
je mozemo upotrebljavati.

Moje dosadasnje iskustvo pokazalo je da su studenti na ovim vjezbama
iznimno motivirani i angazirani te se nadam da ¢e se takav pozitivan trend
nastaviti i sa svim buduc¢im generacijama.

Nela Malatesti

Rijeka, 2017.
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MJERE OPREZA | SIGURNOST U RADU
U LABORATORIJU ORGANSKE KEMIJE

Praktikum organske kemije najCeSée nije prvi kemijski praktikum u kojemu
studenti provode prakti¢ni dio svoje nastave. Ovisno o studijskom programu,
praktikumu organske kemije najéeSc¢e prethode praktikumi opce i/ili analitiCke
kemije. Na tim se praktikumima studenti obi¢no upoznaju s mjerama opreza
i naCinom sigurnog rada u laboratoriju, u€e kako sprijeCiti nezgode i kako
postupiti ako do nezgoda ipak dode. Sve Sto nauce na prvim kemijskim prakti-
kumima studenti trebaju primjenjivati i na praktikumu organske kemije.

Prije pocCetka rada u laboratoriju student treba znati gdje je izlaz u
slu¢aju opasnosti, gdje se nalazi aparat za gasSenje pozara i gdje se
mogu isprati oCi/koza u slu¢aju kontakta s opasnom kemikalijom.

Specifiénost organskog laboratorija jest to Sto su brojna otapala zapaljiva
i/ili su njihove pare eksplozivne u smjesi sa zrakom. Zato pri radu s takvim
tvarima u blizini ne smije biti upaljen plamenik ili drugi otvoreni izvor topline.
Mnoge su tvari toksi¢ne, kancerogene, korozivne ili opcenito Stetne za zdrav-
ljie, stoga je najbolje svaku tvar tretirati kao opasnu, a za one tvari za koje
postoje preporuke o nacinu rukovanja valja slijediti te preporuke. Rad sa svim
Stetnim tvarima treba izvoditi u digestoru, a Cesto je pozeljno nositi i zastitne
rukavice. Boce s kemikalijama treba prenositi tako da se boca drZi s obje ruke,
pri ¢emu se jednom rukom drzi vrat boce, a drugom se pridrZzava dno boce.
Nakon upotrebe uvijek treba dobro zagepiti sve vrste spremnika s kemikalija-
ma, a ne samo, primjerice, nataknuti primjerice ¢ep na vrh boce, $to studenti
ponekad rade, stvarajuci tako opasne situacije. Opcenito, student treba uvijek
raditi oprezno i o svim nedoumicama pitati voditelja laboratorija (nastavnik
i/ili asistent) i tehnicara/laboranta.

Rad sa staklenim dijelovima i aparaturama

Staklene dijelove aparature treba dobro udvrstiti s pomocéu hvataljki, ali
bez pretjerivanja i prejaka stezanja koje moze dovesti do lomljenja stakla.
Uvijek treba dobro prethodno isplanirati sastavljanje (i rastavljanje!) aparature
tako da se ulvrste najvazniji dijelovi aparature na mjestima koja omogucéavaju
najvecu stabilnost. Istovremeno treba voditi raCuna o tome da se kupelji ili
grijaca tijela ispod staklene aparature u svakom trenutku mogu lako ukloniti
ili zamijeniti. Pri upotrebi plamenika i drugih grijacih tijela treba paziti na to da
su gumeni i elektri¢ni dijelovi aparature na sigurnoj udaljenosti. Gumene cijevi
treba spojiti na hladilo tako da ne dode do prskanja vode i vodu nikad ne treba
otvarati naglo. Naglo otvaranje i posljedi¢no prskanje vode jedna je od naj-
¢es¢ih ,nezgoda” u laboratoriju. lako voda sama po sebi nije opasna, mokre
povrsine u laboratoriju uvijek predstavljaju rizik! Uvijek treba provjeriti koja je
ulazna cijev za hladilo, a koja izlazna jer je i to jedna od naj¢eS¢ih pogresa-
ka studenata. Pri upotrebi lijevaka za odjeljivanje i lijevaka za dokapavanje



student treba provijeriti ,curi” li lijevak prije same upotrebe u eksperimentu.
Naime, lijevci se peru tako da se plasti¢ni dijelovi (pipci) odvoje i potom se
stakleni dio ¢esto susi u suSioniku, a plasti¢ni dijelovi izvan susSionika (i o tome
treba voditi raduna!). Cesto se dogada da se nakon su$enja zamijene pipci za
pojedine lijevke i tada se moze dogoditi da zatvoreni lijevak propusta tekuéinu
zbog neodgovarajuceg pipca.

Opcenito, uvijek treba biti oprezan kad se upotrebljava stakleno posude.
Ako se nesto razbije, treba provjeriti s voditeljem laboratorija $to uciniti u tom
slu¢aju. U nekim slu€ajevima staklopuha¢ moze popraviti razbijeno posude,
a ako popravak nije mogué¢, treba provjeriti gdje je predvideno odlaganje sta-
klenog otpada. Ako student snosi Stetu za razbijeno posude (ali i inace), treba
voditi racuna o tome da je posude s ubrusenim dijelovima dosta skuplje od
istovrsnog posuda bez brusa. Nekad su se busili gumeni ¢epovi kroz koje
su se onda mogle provuci staklene cijevi i tako su se sastavljale aparature,
primjerice za destilaciju, a danas se uglavnom upotrebljava stakleno posude
s brusom odredenih standardnih veli¢ina koje pojednostavnjuje sastavljanje i
rastavljanje aparatura. Kad se posude s brusom upotrebljava u sklopu vaku-
um-uredaja, dobro je uvijek namazati gornji dio brusa silikonskom masti kako
ne bi doslo do sljepljivanja. Ne smije se pretjerivati s upotrebom silikonske
masti i treba paziti da ona ne dospije u reakcijsku smjesu. Posude koje se
upotrebljava pri snizenom tlaku ne smije imati oStecenja, Sto svakako treba
provijeriti prije upotrebe.

Zabranjeno je jesti i piti u laboratoriju. Obavezno oprati ruke na izlasku
iz praktikumal!

Cistoca
Vazan dio sigurnog rada jest i biti uredan, paziti gdje se Sto ostavlja, od-

mah pocistiti proliveno ili prosuto (pritom voditi rauna o kojoj se kemikaliji
radi!). Ne stavljati nepotrebne stvari na radnu povrsinu!

Za svaki termin Praktikuma imenuju se deZurni studenti. DeZurni su stu-
denti odgovorni i kontroliraju je li svaki student svoje radno mjesto ostavio
urednim i €istim — dok dezurni student i/ili voditelj laboratorija ne provjeri radno
mjesto, ostali studenti ne smiju napustiti laboratorij. Pri odlaganju upotrije-
bljenih kemikalija ponovno treba voditi racuna o vrsti kemikalije. U pravilu se
nijedna kemikalija / nijedno otapalo organske prirode ne smije bacati u izljev,
a to vrijedi i za koncentrirane kiseline i luzine! Studenti se trebaju obratiti teh-
nic¢aru/laborantu koji ¢e imati pripremljene odgovaraju¢e posude za otpad.

U laboratoriju je obavezno noSenje zastitne kute i zastitnih naocala.
Zastitna kuta mora imati duge rukave i dosezati barem do iznad koljena

te treba biti zakop€ana! Obuéa ne smije imati otvore za prste, a obuéa
poput sandala i japanki nije dozvoljena. Dugu kosu treba svezati.
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Gasenje pozara

Ako tijekom rada dode do manjeg pozara, ne smije se puhati u plamen jer
se tako raspiruje plamen. Otvor iz kojega izbija pozar treba prekriti (primjerice,
krpom ili satnim staklom za manje lokalne izvore pozara u ¢asi i sli¢no) kako bi
se sprijeCio dovod kisika. U slu€aju veéeg pozara za gaSenje treba upotrijebiti
pijesak ili aparat za gaSenje.

Ako se zapalila zastitna kuta, treba je odmah skinuti, ako je to moguce, i
preklopiti tako da se ugasi vatra. Ako se zapale ostali dijelovi odjece, treba
upotrijebiti tu§, ali samo ako je blizu! Ne tréati jer se tako vatra raspiruje! Vatra
na ¢ovjeku moZe se ugasiti i umatanjem osobe u pokrivac te polijeganjem i
valjanjem na podu. Zapaljena odje¢a i kosa ne smiju se gasiti ugljikovim diok-
sidom zbog opasnosti od gusenja i opeklina.

Zastita oka

U laboratoriju obavezno treba nositi zastitne naocale cijelo vrijeme. Umje-
sto njih dozvoljene su naocale s dioptrijom, ali ni u kojem slu€aju nisu dozvo-
liene kontaktne le¢e. Ako neka kemikalija ipak dospije u oko, treba odmah
poceti ispirati mlazom mlake vode. Kiseline i veéina drugih kemikalija iz oka
se ispiru najmanje 15 minuta, a baze najmanje 30 minuta. U oko se poslije
ispiranja ne smiju unositi sredstva za neutralizaciju.

Zastita koze

Ako koncentrirana sumporna kiselina dospije na koZu, treba je suhom kr-
pom odmah obrisati s kozZe, a zatim koZzu isprati mlazom hladne vode te zasi-
¢enom otopinom natrijeva hidrogenkarbonata, NaHCO,. Pri razrjedivanju i ne-
utralizaciji koncentrirane sumporne kiseline razvija se velika koli¢ina topline,
8to moZe izazvati opekline. Zato koncentriranu kiselinu treba najprije obrisati
suhom krpom, a tek zatim isprati mlazom hladne vode.

Jake baze brzo nagrizaju povrsinski sloj koze pa ih treba odmah ukloniti is-
piranjem mlazom hladne vode. Ostatke luzine treba neutralizirati 2 %-tnom oto-
pinom octene kiseline, CH,COOH, ili 3 %-tnom otopinom borne kiseline, H,BO,.

Pranje laboratorijskog posuda

Pri pranju laboratorijskog posuda treba znati prirodu onecis¢enja kako bi
se upotrijebilo odgovarajuce sredstvo za pranje. To je ujedno razlog zasto
se iza sebe ne smije ostavljati prljavo posude i zasto je svaki student duzan
oprati posude s kojim je radio/la. Najjednostavnije pranje jest ono s vodenom
otopinom deterdzZenta. Pri pranju se upotrebljava spuzva, a za tvrde necistoce
treba upotrijebiti Cetku (postoje odgovarajuce Cetke za epruvete, ali ih treba
pozorno upotrebljavati jer se prejakim guranjem Cetke Cesto probija dno!).
Osim tekucih deterdzenata, mogu se upotrebljavati i abrazivna sredstva za
Ciscenje (pijesak, Vim i sl.). Ako ni to nije dovoljno, a nedistoca je luznatog
podrijetla, upotrebljavaju se razrijedene otopine kiselina, odnosno razrijedene
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otopine luzina ako je necistoc¢a kiselog karaktera. Mnoge necistoce mogu se
ukloniti otapanjem u pogodnom organskom otapalu (etanol, aceton, petroleter
i sl.), ali se to izbjegava jer su to skupe, hlapljive i zapaljive tvari koje doprino-
se oneciscenju okolisa.

Takoder, postoje specijalne otopine za pranje laboratorijskog posuda (La-
bex, Kemex) koje se mogu upotrijebiti u razrijedenom ili koncentriranom obli-
ku. Nakon pranja s bilo kojim sredstvom za pranje posude treba dobro isprati
vodovodnom, a zatim obavezno i destiliranom vodom, ocijediti i suSiti u susi-
oniku na temperaturi od 100 do 110 °C. Graduirano stakleno posude susi se
na temperaturi od 40 °C.

Kad se susi laboratorijsko posude i pribor koji ima i staklene i plasti¢ne
dijelove, plasti¢ne dijelove treba odvaoijiti i osusiti izvan susSionika. Pritom, kao
Sto je veé reCeno, primjerice kod lijevka za odjeljivanje, treba voditi rauna o
tome da se ti dijelovi ne pomijeSaju poslije suSenja, ve¢ da se svaki komad po-
suda ponovno sastavi od jednakih dijelova od kojih je bio prvi put sastavljen.
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PRIPREMA ZA RAD
U PRAKTIKUMU ORGANSKE KEMIJE

Osnovno laboratorijsko posude i pribor; metode rada

Studenti su se s osnovnim posudem i priborom trebali upoznati na Prak-
tikumima opce i analiticke kemije te se oCekuje da to znanje primjenjuju na
Praktikumu organske kemije. Ovdje se navodi osnovno laboratorijsko posude
i pribor koji se naj¢esc¢e upotrebljavaju u laboratoriju organske kemije (slika
1). Prikazano laboratorijsko posude uglavnom je stakleno, izuzev Buchnero-
va lijevka (24) koji je najceSce porculanski, ali moze biti i plasti¢ni. Takoder,
vecina je ovog posuda s brusom, $to omogucava lakSe sastavljanje odgova-
raju¢ih aparatura. Metalni pribor ukljuCuje stalke (22) i hvataljke (,kleme”) s
obujmicama (,mufe”) (23).

» e ()

Slika 1. Najvaznije laboratorijsko posude i pribor

Poveznice u aparaturama razliciti su adapteri (1), nastavci za destilaciju
(2) i nastavci za hvatanje destilata — ,lule” (3) (za obi¢nu i vakuumsku desti-
laciju). Reakcije se najéeS¢e provode u okruglim tikvicama s okruglim dnom
i s jednim (5) ili viSe ,grla” (4). ViSe grla na reakcijskoj tikvici omogucuje, pri-
mjerice, istodobno pracenje temperature reakcijske smjese i dokapavanje re-
agensa. Temperatura se moze pratiti s pomoc¢u termometra s brusom (16) ili
termometra bez brusa koji se umetne u jedno grlo tikvice s pomoc¢u odgova-
raju¢eg adaptera.

Danas se u laboratorijima sve manje upotrebljavaju termometri punjeni Zi-
vom, a najvise se upotrebljavaju oni punjeni alkoholom. Reagensi se dokapa-
vaju s pomocu lijevaka za dokapavanje (11), od kojih se lijevak s dodatnom
cjev€icom za izjednaCavanje tlakova upotrebljava kad je potreban zatvoren
reakcijski sustav. Lijevci za odjeljivanje (10) upotrebljavaju se uglavnom za
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ekstrakcije. Erlenmeyerove tikvice (7) i ¢aSe (8) mogu se naéi u svakom ke-
mijskom laboratoriju, i to u razli€itim veli¢inama/volumenima te za razli¢ite
svrhe. Odmjerno posude, kao $to su menzure (21) i birete (25), takoder se
upotrebljavaju u svim kemijskim laboratorijima. Boca za odsisavanje (6) naj-
¢eS¢e se upotrebljava zajedno s Blchnerovim lijevkom (24) za filtraciju pri
snizenom tlaku. Za filtraciju pri snizenom tlaku moze se upotrijebiti i lijevak
s poroznim dnom (18), a za filtraciju pri atmosferskom tlaku mogu se upotre-
bljavati obi¢ni stakleni lijevci. Obi¢ni lijevci (17) mogu biti i plasti¢ni, a oni s
kratkim vratom mogu se upotrebljavaju za dodavanje praskastog materijala.
Okrugle i kruskolike tikvice (9) obi¢no se upotrebljavaju za uparavanje otapala
na rotacijskom uparivacu. Dugacke cijevi razli€itih duljina i promjera i s pipcem
na donjem suzenom dijelu (12) ¢esto se upotrebljavaju za izvodenje gravita-
cijske kromatografije na stupcu. U aparaturama za refluksiranje (= zagrijava-
nje otopine do temperature vrenja) te za razliCite destilacije upotrebljavaju se
hladila: najjednostavnije je Liebigovo hladilo (13) s ravhom unutarnjom cijevi
koje se upotrebljava pri jednostavnim destilacijama, a bez medija za hladenje
moze se upotrebljavati i kao zra¢no hladilo; Allihnovo hladilo (14) poznatije je
kao hladilo za refluksiranje, a Grahamovo hladilo (15) ima spiralnu unutarnju
cijev. Kod svih navedenih hladila pare otapala koje treba hladiti prolaze kroz
unutarnju cijev, dok medij za hladenje ispunjava vanjsku cijev hladila. Kod ro-
tacijskih uparivaca obi¢no se upotrebljava (Dimrothovo) hladilo u kojemu pare
prolaze kroz vanjsku cijev, a medij za hladenje kroz unutarnju. U laboratoriju
se joS§ moze naci boca ispiralica (19) (Drechselova boca) koja se upotrebljava
za pranje i suSenje plina. Kona¢no, za mijeSanje reakcijskih smjesa najCe-
S¢e se upotrebljavaju magnetske mijesalice (20) s plo€ama za zagrijavanje
ili bez njih.

Tijekom ovog Praktikuma studenti ¢e u sklopu pojedinih vjezbi i sinteza
primjenjivati osnovne metode i tehnike rada koje se primjenjuju za CiS¢enje,
izolaciju i identifikaciju organskih spojeva (filtracija, ekstrakcija, prekristaliza-
cija, destilacija, kromatografija, mjerenje temperature taljenja i vrenja, spek-
troskopske metode). Veci dio tih metoda i tehnika studenti su upoznali i pri-
mijenjivali na prethodnim kemijskim praktikumima. U ovoj skripti detaljnije se
opisuju postupci koji su najznacajniji za primjenu u organskoj kemiji. OCekuje
se da student dobro prouci svaku metodu koja ¢e se primjenjivati u odredenoj
vjezbi prije izvodenja same vjezbe. Poznavanje teoretske osnove tih metoda
trebat ¢e pokazati u okviru ulaznih kolokvija.

Osobni pribor i zastitha oprema
Student na Praktikum treba donijeti:

*  bijelu zastitnu kutu (dugi rukavi!) i zastitne naocale
* gumene rukavice (zastita protiv kemikalija!, preporucuju se nitrilne)
*  dvije krpe
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» upaljac i/ili Sibice

« Skarice

e pincetu

» stare (Ciste!) bocice od lijekova (ili slicno) za kona¢ne produkte reak-
cija (20 - 100 ml)

* marker za staklo

* naljepnice

* veliku biljeznicu s crtama — za vodenje laboratorijskog dnevnika tije-
kom izvodenja vjezbi i za pisanje referata (moze biti u istoj biljeznici,
ali odvojeno).

Priprema za ulazne kolokvije

Prije poCetka rada u Praktikumu i izvodenja odredene vjezbe, student se
treba pripremiti za polaganje ulaznog kolokvija. Studentima koji ne poloze
ulazni kolokvij nece biti dozvoljeno izvodenje vjezbe. Naime, od vjezbe nema
koristi ako se ne razumije $to se i zasto se radi. Usto, takav rad moze biti i
opasan i za onog koji radi i za druge.

Studentu je za pripremu ulaznog kolokvija potreban ovaj udzbenik. Obave-
zno treba prouciti cjelokupni opis vjeZbe, Sto ukljucuje teoretski uvod u vjezbu
i sam opis postupka. Takoder, preporucuje se procitati literaturu navedenu na
kraju ovog udzbenika kao i bilo koji udZbenik organske kemije kako bi se bolje
razumjela teorijska podloga vjezbe koja ¢e se raditi.

Osim ucenja teoretskog dijela vjezbi, student se treba pripremiti i za sigur-
no rukovanje kemikalijama. Stoga ¢e se na svakom ulaznom kolokviju provje-
ravati i poznavanje opasnosti i sigurnosnih mjera vezanih za sve kemikalije
koje se upotrebljavaju u vjezbi. Te podatke student treba potraziti u okviru
»Sigurnosno-tehnickog lista” (engl. (Material) Safety Data Sheet, (M)SDS) koji
se moze lako pronadéi na internetskim stranicama, primjerice na stranici: http://
www.sigmaaldrich.com/european-export.html (odabrati pod Country — Croatia
kako bi se dobio dokument na hrvatskom jeziku). Posebnu pozornost treba
obratiti na oznake upozorenja, izjave opasnosti i mjere predostroznosti, mjere
prve pomoci, prikladna sredstva za gasenje pozara te uvjete koje treba izbje-
gavati (stabilnost i reaktivnost). Najvaznije opasnosti i rizici vezani uz upotre-
bu odredene kemikalije u ovom su udzbeniku istaknuti u popisu materijala/
kemikalija potrebnih za pojedinu vjezbu te se oCekuje da student o tome vodi
racuna prije samog pocetka i tijekom rada.

Oznacavanje boc€ice s produktom dobivenim na kraju vjezbe

Na kraju vjezbe svaki proCiS¢eni i osuSeni produkt sinteze ili izolacije iz
prirodnog materijala treba pohraniti u odgovaraju¢u bocicu za uzorak i pre-
dati voditelju laboratorija. BocCice trebaju donijeti sami studenti prije poCetka
Praktikuma. Obi¢no se upotrebljavaju prazne bocice lijekova koje treba oprati
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i osusiti. Cistu i osu$enu bogicu treba izvagati, prvo praznu, a onda s produk-
tom. Na bocicu treba nalijepiti naljepnicu sa sljedec¢im podatcima:

Datum zavrSetka vjezbe Ime i prezime studental/ice

Broj vijezbe i naziv spoja

tilit=od — do°C B. masa bodice s uzorkom /g

T. masa Ciste prazne bodice /g

N. masa Cistog uzorka / g
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VODENJE LABORATORIJSKOG
DNEVNIKA | PISANJE REFERATA

Tijekom izvodenja vjeZzbe student treba voditi laboratorijski dnevnik.
Vodenje laboratorijskog dnevnika obuhvaca biljeZzenje vaznih podataka tije-
kom samog Praktikuma, primjerice treba zapisati to¢ne koli¢ine upotrijeblje-
nih kemikalija, izmjerene temperature taljenja i vrenja, opaZanja kao Sto su
promjene boje, miris, oslobadanje plina i sli¢no te svako odstupanje od po-
stupka opisanog u propisima. Nakon izrade svake pojedine vjeZbe piSe se
izvjeStaj o provedenoj vjezbi = referat. Referati se piSu u dopisnu knjigu ili
biljeznicu na crte A4 formata. Referati i laboratorijski dnevnik mogu se pisati
u istoj biljeznici, ali ih treba jasno odvaojiti. Laboratorijski dnevnik ine zabi-
lieSke koje sluze samom studentu kao podsjetnik za pisanje referata, sto-
ga se piSu obicnom olovkom i u obliku natuknica. Laboratorijski dnevnik u
pravilu se ne pregledava i ne ocjenjuje pa nije potrebno posebno paziti na
urednost, ve¢ samo na to¢nost zapisanih podataka. S druge strane, referati
se pregledavaju i ocjenjuju pa trebaju biti uredni i Sto detaljniji; piSu se ke-
mijskom olovkom, osim aparatura koje se crtaju obi€¢nom olovkom. Referati
se trebaju predati nakon svake zavrSene vjezbe, a na kraju Praktikuma stu-
dent treba nastavniku za pohranu predati kopije svih pregledanih i ocijenjenih
referata za sve vjezbe.

Na pocetku svakog referata, odnosno u njegovu zaglavlju, treba napisati
datum te broj i naslov vjezbe. Nakon zaglavlja piSu se upotrijebljene kemi-
kalije i njihove koli€ine, ali se ne prepisuje popis posuda i pribor. Upotrijeblje-
no posude i pribor mogu se navesti u opisu vjezbe, primjerice znacajno je da
li se zagrijavalo plamenikom ili grijaéom plo¢om; je li se odsisavanje kristala
izvelo preko Bichnerova lijevka ili lijevka po Hirschu itd. Nakon popisa kemi-
kalija opisuje se postupak. Izvjestaj se vodi u prvom licu jednine te student
opisuje postupak svojim rijeCima i tono onako kako se postupak provodio.
Ne smije se prepisivati postupak iz propisa te ¢e student biti kaznjen smanii-
vanjem ocjene pokaze li se da je doslovce prepisao postupak iz propisa. U
opisu postupka potrebno je zabiljeziti to€énu masu upotrijebljenih reagensa i
veliinu laboratorijskog posuda te vrileme utro$eno na rad. Jednako se tako
bilieze moguca potrebna odstupanja od propisa, ucinjene greske, nezgode
koje rezultiraju gubitkom (dijela) produkta i sli¢no.

Nakon opisanog postupka crtaju se (obicnom olovkom!) skice upotrijeblje-
ne aparature. Uz aparaturu treba napisati naslov, primjerice ,Aparatura za
destilaciju etera”, a na slici oznaciti najvaznije dijelove. Ne treba crtati detalje
poput gumenih cijevi hladila spojenih na vodu, odnosno izljev, ali treba nazna-
Citi mjesto ulaska i izlaska vode iz hladila (npr. strelicama). Treba naznaditi
stalke i hvataljke s obujmicama, ali niSta ne treba crtati ,trodimenzionalno”.
Nakon crteza piSu se kemijska jednadzba reakcije, mehanizmi i ra¢uni te
konacno iskoriStenje reakcije, dakle, eksperimentalni podatci. Osnova za
ovaj racun jest teorijsko iskoridtenje reakcije. Ono se izraunava prema reak-
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tantu koji je u manjku s obzirom na stehiometriju reakcije. Zatim se u postotci-
ma izracunava omijer literaturnog (ako postoji!) i teorijskog iskoristenja, viasti-
tog i teorijskog, te vlastitog i literaturnog iskoristenja. Pri izolacijama prirodnih
spojeva u postotcima se navodi omjer viastitog i literaturnog iskoristenja. Ta-
koder treba navesti izmjerene temperature taljenja i/ili vrenja te treba priloziti
snimljene spektre. Nakon eksperimentalnih podataka piSu se opazanja — ono
Sto se posebno Zeli izdvojiti i naglasiti o reakciji, odnosno eksperimentu koji se
provodio. Potrebno je zapisati sve uo€ene promjene i zapazanja, primjerice
promjenu boje tijekom reakcije, miris, oslobadanje plinovitog produkta, talo-
zenje i sliéno. Slijedi zakljuéak — nekoliko recenica o onome $to se naucilo ili
potvrdilo/dokazalo izvodenjem vjezbe. Na kraju referata treba rijeSiti dodatni
pismeni zadatak iz skripte.

Primjer pisanja referata (pise se kemijskom olovkom):
Datum izvodenja vjezbe

3. Nukleofilna acilna supstitucija — esterifikacija

Sinteza metil-benzoata

KEMIKALIJE:
benzojeva kiselina 6,1 g (0,05 mol)
metanol 12,5 ml (9,88 g, 0,31 mol)
konc. H,SO4 1,5 ml (katalizator) itd.

POSTUPAK: Opisati postupak u 1. LICU JEDNINE onako kako ste zaista
radili — ne doslovce prepisivati propise!!! Posebno naglasiti svaka odstupanja,
neocekivane situacije ili nezgode, to€ne ocitane temperature, posude i pribor
koji su stvarno upotrijebljeni i sl.

SKICA APARATURE: Nacrtati olovkom, naznaditi glavne dijelove, navesti
naziv aparature (npr. Aparatura za filtraciju pri snizenim tlakom; Aparatura za
jednostavnu destilaciju itd.).

MEHANIZAM REAKCIJE: Napisati to€an i $to detaljniji mehanizam reak-
cije (npr. mehanizam nukleofilne acilne supstitucije za dobivanje estera, ovdje
metil-benzoata).

EKSPERIMENTALNI PODATCI: npr. racun iskoristenja (vlastito u odnosu
na teorijsko i u odnosu na literaturno, ako postoji), temperature taljenja ili vre-
liSta, snimljeni spektri spojeva (IR, UV), tablice itd.

OPAZANJA: promjene boje i drugi uo&eni uginci/promjene, posebni uvjeti
reakcije ili bilo $to je vazno za komentirati i naglasiti.
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ZAKLJUCAK: nekoliko reéenica o onome $to je najznacajnije u vjezbi te
Sto ste naucili i usvaojili izvodenjem odredenog eksperimenta. Trazi se vlastiti
osvrt na izvedenu vjezbu!

ZADATAK: Samostalno rijeSiti zadatak iz skripte koji se trazi na kra-
ju vjezbe. Pri rijeSavanju zadatka treba se koristiti cjelokupnom literatu-
rom koja se preporuCuje za kolegij, ali i ostalim dostupnim izvorima, pri-
mjerice internetskim stranicama. Glavni cilj ovog zadatak jest samostalno
rieSavanje, stoga ¢e se svako prepisivanje kaznjavati, i to prvenstveno
smanjivanjem ocjene referata!

Primjer ra€una iskoriStenja

IzraCunati iskoriStenje reakcije esterifikacije u sintezi metil-benzoata: vla-
stito prema teoretskom te vlastito prema literaturnom.

Jednadzba reakcije:

o) o]
H+
OH —_—— OCH,4
+ CH,OH + H,0

M(C,H,0,) = 122,12 M(CH,0) = 32,04 M(C,H,0,) = 136,15 g/mol
Kemikalije:

benzojeva kiselina 6,1 g (0,05 mol)

metanol 12,5 ml (9,88 g, 0,31 mol)

konc. H,SO, 1,5 ml (katalizator)

IzraCunati iskoriStenja ako je student dobio u vjezbi 4,6 g, a literaturno
iskoristenje m,, =6 g.

Radun:

Metanol se upotrebljava u suvidku pa se iskoristenje rauna prema ben-
zojevoj kiselini (0,05 mol). Iz jednadzbe reakcije vidi se da 1 mol benzojeve
kiseline daje 1 mol metil-benzoata (estera) pa je n(estera) = 0,05 mol.

Teoretska masa metil-benzoata:
m,=n xM = 0,05 mol x 136,15 g/mol = 6,8075 g
Iskoristenje (literaturno/teoretsko) n =6/ 6,8075 = 88 %
Iskoristenje (vlastito/teoretsko) n = 4,6 / 6,8075 = 67,6 %
Iskoridtenje (vlastito/literaturno) n =4,6 / 6 = 76,7 %

19






1. Proc¢iSc¢avanje krutine [1] [2]

U okviru sinteze novih organskih spojeva ili izolacije prirodnih materijala
organski kemicar naj¢eS¢e se susreCe s problemom dobivanja Cistog spoja
iz heterogenih ili homogenih smjesa. Metode koje upotrebljava u rjeSavanju
ovog problema uklju€uju klasiéne postupke kao $to su prekristalizacija, filtrira-
nje, razne vrste destilacija, ekstrakcija i kromatografske metode.

Nakon sinteze ili izolacije nekog organskog spoja te njegova procis¢avanja
slijedi identifikacija proci§¢enog spoja. Ako se radi o spoju koji je ve¢ opisan u
kemijskoj literaturi, treba odrediti fizikalna svojstva (taliste, vreliSte, indeks loma,
R-vrijednost) pripravljene supstancije i usporediti ih s podatcima iz literature.

Identifikacija novog spoja koji nije opisan u literaturi mnogo je zahtjevnija i
prvi je preduvjet da tvar bude $to ¢iS¢a. Struktura novog spoja odreduje se pri-
mjenom razli¢itih eksperimentalnih, najviSe spektroskopskih, metoda. Primje-
rice, primjenom infracrvene spektroskopije (IR) utvrduje se koje su funkcional-
ne skupine prisutne u spoju, a ponekad je korisno utvrditi i koje funkcionalne
skupine sigurno nisu prisutne, $to se takoder potvrduje snimanjem IR spekitra.
Tijekom odredivanja strukture organskog spoja neophodna je spektroskopija
nuklearne magnetske rezonancije (NMR), posebice 'H (protonska) i '*C NMR.
Za spojeve koji apsorbiraju u ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom (vis) dijelu elek-
tromagnetskog spektra primjenjuje se i UV/vis spektroskopija. Elementarnom
analizom odreduju se maseni udjeli elemenata u spoju, a masena spektrome-
trija (MS) moze dati informaciju o0 molarnoj masi spoja, ali i 0 nekim znacaj-
kama strukture, ovisno o MS metodi koja se upotrebljava. Kristalografskom
analizom s pomocu x-zraka moze se odrediti raspored svih atoma u prostoru,
dakle, ,stereokemija” spoja.

Valja napomenuti da su uglavnom sve metode identifikacije komplementar-
ne, 8to znaci da se na osnovi samo jedne metode ne moZe utvrditi je li doista
rije¢ o pretpostavljenoj strukturi nekog spoja. Ispitivana tvar moze se sigurno
identificirati samo razmatranjem skupa podataka, i to fizikalnih konstanti tvari,
kemijskih osobina, te interpretacijom spektara spoja. U okviru ovog Praktiku-
ma pretpostavlja se da se studenti prvi put susrecu s organskom kemijom
u praktikumu, stoga nije predvideno utvrdivanje strukture novih spojeva, ali
¢e se nastojati da studenti upoznaju iz prve ruke Sto vide spektroskopskih
metoda snimanjem i analizom spektara poznatih spojeva koji se prireduju u
vjeZzbama ovog Praktikuma.

Jedan od najcesSc¢ih postupaka u kemijskom laboratoriju, pa tako i organ-
skom, jest filtracija. Stoga ¢e se studenti prije izvodenja predvidenih vjezbi
upoznati (ili podsjetiti) s tim postupkom te prirediti nekoliko filtar-papira za
vjezbe koje ¢e izvesti tijekom ovog praktikuma, a koje ukljucuju filtriranje pre-
ko nabranog (naboranog) filtar-papira pri vrucoj prekristalizaciji (slika 2) te
odsisavanije kristala preko Blichnerova lijevka (slika 3).
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Slika 2. Nabrani filtar-papir za vruce filtriranje

Filtracija je postupak odvajanja krute od tekuée faze neke heterogene
smjese preko filtar-papira. U pravilu se razlikuju dvije osnovne vrste filtracija:
ona u kojoj filtracija sluzi kako bi se izdvojio produkt koji je iskristalizirao ili ista-
loZio iz otopine te ona u kojoj je Zeljeni produkt dio filtrata (tekuce faze), a iz te
se otopine Zeli ukloniti neke krute necistoce ili sredstvo za susenje (primjerice,
magnezijev sulfat, MgSO,). Ovisno o cilju filtracije, odabiremo nacin na koji se
ona provodi. Filtracija se najjednostavnije moZe provesti s pomocu gravitacije
tako da se smjesa ulije u obicni lijevak s filtar-papirom u obliku stoSca. Na ovaj
nacin mozemo skupljati kristale produkta na filtar-papiru. Kod vruée filtracije
na filtar-papiru Zelimo zadrzZati krute, netopljive necisto¢e, a vrudi filtrat treba
Sto brZe prodi kroz lijevak kako se produkt ne bi poceo kristalizirati na filtar-pa-
piru. Tada se naj¢eSc¢e upotrebljava nabrani filtar-papir (slika 2) koji ima mno-
go vecu povrsinu od stoZastog, Cime se postize brza filtracija.

Kad zelimo skupiti kristale produkta, filtrat se moze jo$ ucinkovitije i brze
ukloniti filtracijom pri snizenom tlaku koji se postize primjenom vakuumske
sisaljke ili vakuumske pumpe. Aparatura za filtraciju pri snizenom tlaku sastoji
se od Bichnerova lijevka koji je gumenim prstenom pri¢vr§éen na bocu (ili
epruvetu) za odsisavanje (slika 3a), a izmedu odsisne boce/epruvete i va-
kuumske sisaljke ili pumpe uvijek treba biti zastitna (npr. Wulffova) boca (sli-
ka 3b). Za male koli¢ine krutog produkta umjesto Blichnerova lijevka obi¢no
se upotrebljava Hirschov lijevak koji, kao i Blichnerov, ima rupi¢asto dno, ali
nagnute stijenke lijevka (kao kod obi¢nog lijevka). Kad se priprema okrugli
filtar-papir, treba paziti na to da mu promjer bude manji od promjera Bichne-
rova/Hirschova lijevka (papir ne smije dirati stijenke lijevkal), ali papir treba
prekriti perforaciju lijevka. Danas se za filtraciju pri snizenom tlaku sve viSe
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upotrebljavaju stakleni lijevci s poroznim dnom (,sinter” lijevci) u kojima fil-
tar-papir nije potreban, ve¢ se odabire lijevak s potrebnom manjom ili ve¢om
porozno$éu, ovisno o tome je li krutina koja se skuplja u obliku krupnijih ¢esti-
ca ili finog taloga.

Pri izvodenju filtracije pri snizenom tlaku treba voditi raCuna o redoslijedu
radnji. Kad se upotrebljava vodena sisaljka, najprije se otvara voda koja pro-
tjeCe kroz vodenu sisaljku, zatim se zatvara pipac na zastitnoj boci koji omo-
gucava stvaranje vakuuma i tek se onda boca (ili epruveta) za odsisavanje
priklju€uje na vakuum i zapocinje se s filtracijom. Kasa s kristalima koji se Zele
skupiti odsisavanjem prebacuje se u lijevak, a stvoreni podtlak povlaci filtrat u
odsisnu bocu/epruvetu. Kristali u lijevku mogu se pritiskati Spatulom ili stakle-
nim ¢epom kako bi se dodatno ubrzalo uklanjanje filtrata. Kristali se mogu prati
malim koli¢inama otapala, ali tako da se prije svakog dodavanja otapala iskljuci
veza s vakuumom i da se vakuum ponovno priklju¢i nakon dodavanja otapala.
Kad je filtracija zavrSena, najprije se izjednadi tlak sustava s vanjskim tlakom
(otvaranjem pipca na zastitnoj boci), a tek se na kraju prekida mlaz vode. U
protivnome voda iz sisaljke moze doéi u filtrat, a upravo zastitha boca sluzi
kao dodatna zastita da se to ne dogodi. Umjesto vodene sisaljke, za stvaranje
vakuuma Cesto se upotrebljava vakuumska pumpa. Filtracija pri snizenom tla-
ku u radu s vakuumskom pumpom sli¢na je prethodno opisanom postupku s
vodenom sisaljkom. Razlika je u tome $to otvaranje vodenog mlaza u sisaljci
odgovara uklju€ivanju pumpe ili otvaranju vakuum-ventila (u sustavima u koji-
ma je viSe radnih mjesta povezano i priklju¢eno na rad jedne pumpe).

a) b)

Slika 3. a) Boca za odsisavanje; b) Aparatura za filtraciju pri snizenom tlaku

a) Ekstrakcija i talozenje

Ekstrakcija je vrlo vazan postupak izolacije i €iS¢enja organskih tvari, a
podrazumijeva prevodenije tvari iz krute ili tekuce faze u neko otapalo. Kad go-
vorimo o ekstrakciji kao postupku za izolaciju produkta, to obi¢no podrazumi-
jeva da se produkt iz reakcijske smjese prevodi, odnosno ekstrahira, u odgo-
varajuce otapalo, a nedistoce ostaju u polaznoj fazi. Nasuprot tome, ¢iS¢enje
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produkta ekstrakcijom obi¢no znaci da se nusprodukti i ostale necistoce odgo-
varajuc¢im otapalom uklanjaju iz reakcijske smjese. Za provodenje ucinkovite
ekstrakcije u oba slucaja otapalo se ne smije mijeSati s polaznom fazom i tvar
koja se Zeli prenijeti treba u tom otapalu biti topljivija nego u polaznoj fazi. Or-
ganski se spojevi uglavhom mnogo bolje otapaju u organskim otapalima nego
u vodi pa se iz vodenih otopina ili suspenzija sirove tvari ekstrahiraju u organ-
sku fazu. Ako se ekstrahira iz tekuce faze, govori se o ekstrakciji tekuée-teku-
¢e, a u slucaju prijenosa tvari iz Cvrste faze, rije€ je o ekstrakciji Evrsto-tekuce
(najcesce se upotrebljava pri izolaciji prirodnih materijala).

Pri ekstrakciji tekuée-tekuce, tvar se raspodjeli izmedu dviju tekucih faza,
od kojih je jedna obi¢no vodena, a druga organsko otapalo, i koje se uzaja-
mno ne mijesaju. Omjer (mnozinskih ili masenih) koncentracija tvari u dvama
takvim otapalima stalan je i naziva se Nernstovim zakonom razdjeljenja:

K=c,lc,
pri ¢emu je:
K — koeficijent razdjeljenja ili distribucije
(konstantan pri odredenoj temperaturi),
c,, ¢, — koncentracije tvari u dvama otapalima.

Nernstov zakon vrijedi samo za idealne uvjete, za male koncentracije i
kad otopljena tvar u obje faze ima jednak stupanj asocijacije. Osim toga, pri
izboru organskog otapala za ekstrakciju treba voditi rauna da su ispunjeni i
sliedeci uvjeti:

- otapalo ne smije reagirati s tvarima koje se Zele ekstrahirati (mora biti

kemijski inertno prema tim tvarima)

- organska tvar koja se ekstrahira treba biti Sto topljivija u tom otapalu
(Sto veci c,), a Sto manje u drugom, odnosno treba biti Sto veca vrijed-
nost koeficijenta razdjeljenja

- otapalo treba imati $to vecéu razliku u gustoéi od polazne faze

- otapalo ne smije imati previsoko vreliste kako bi se moglo lakSe ukloniti
(do 100 °C)

- prednost se uvijek daje otapalima koja su jeftinija, a manje Stetna
i opasna.

Ekstrakcija tekuée-tekuce izvodi se u lijevku za odjeljivanje gdje je velika
dodirna povrsina izmedu tekucih faza. |lzmucékavanjem se dodirna povrsina
izmedu faza dodatno povecava pa se takvim postupkom pospjesuje brzi pri-
jelaz tvari iz jedne faze u drugu. S obzirom na to da se tvar raspodjeljuje u
dvije faze tako da je konaan omjer koncentracija te tvari u dvije faze uvijek
isti (Nernstov zakon!), bolji u€inak postize se viSestrukom ekstrakcijom ma-
njim obrocima otapala nego jednokratnom upotrebom cijele koli€ine otapala.
U pravilu se ekstrakcija ponavlja tri, a minimalno dva puta.
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Dvije tekuce faze u lijevku za odjeljivanje trebaju se muckati dovoljno snaz-
no kako bi se omogucio prijelaz tvari, ali ne prejako kako se ne bi stvorila
emulzija. Kod tekuéih faza, gdje se primijeti stvaranje emulzije, lijevak treba
njezno njihati umjesto jakog muckanja njegova sadrzaja. Ako je u lijevku za
odjeljivanje ve¢ nastala emulzija, ona se moZe izbistriti zasicenjem vodene
faze natrijevim kloridom ili se lijevak jednostavno ostavi stajati dulje vrijeme.
Pri ekstrakciji tvari koje su djelomi¢no topljive u vodi, natrijev klorid (ili neka
druga anorganska sol dobro topljiva u vodi) ¢esto se dodaje i prije stvaranja
emulzije kako bi se ona sprijeCila i kako bi se smanijila topljivost te tvari u
vodi (tzv. isoljavanje iz vodene otopine). Naime, tada se vrijednost konstante
razdjeljenja K povecava uslijed povecanja ionske jakosti vodenog sloja.

Pri punjenju lijevka za odjeljivanje treba voditi rauna o ukupnom volu-
menu otopine koji ne smije biti veci od 2/3 volumena lijevka. Nakon punjenja
lijevak se zaCepi i preokrene tako da se jednom rukom stalno pridrzava gornji
dio s Cepom, dok je doniji dio lijevka s ispusnom cijevi i pipcem okrenut prema
gore (slika 4). Potom se radi izmuckavanje, a povremeno je potrebno otvarati
pipac kako bi se izjednacili unutarniji i vanjski tlak. Nakon nekoliko izmuékava-
nja i otvaranja pipca (ispusna cijev uvijek je okrenuta prema gore!) lijevak se
ponovo okrene u normalan polozaj i stavi na metalni prsten te odCepi. Treba
napomenuti da studenti dosta Cesto stave lijevak na metalni prsten nakon
muckanja, ali zaborave maknuti Cep. Zbog toga se nekad dogodi da Cep odleti
uslijed pritiska para otapala u lijevku, a nekad se studenti Cude zasto otvara-
njem pipca na lijevku otapalo ne izlazi, a ne primje¢uju da nisu maknuli ¢ep.
Nakon vidljivog odjeljivanja faza donji se sloj ispusti u ¢asu ili tikvicu otvara-
njem pipca, a gornji se sloj izlije preko gornjeg otvora u drugu posudu. Pritom
treba razmisljati o tome S$to se nalazi u gornjem, a $to u donjem sloju, odnosno
je li organsko otapalo koje odvajamo vece ili manje gusto¢e od vode, konac-
no, da bismo znali koji sloj skupljamo, a koji bacamo. Otapala laksa (tj. manje
gustoce) od vode primjerice su dietil-eter i benzen, a teza su klorirana otapala
kao Sto su diklormetan i kloroform. Sve organske faze dobivene visestrukom
ekstrakcijom (rekli smo da se ekstrakcija izvodi najmanje dva, a najcesce tri
puta!) spajaju se i suSe sredstvima za susenje (npr. MgSO,, Na,SO,, CaCl,).
Naime, tijekom ekstrakcije organskih tvari nekim otapalom iz vodene otopine
ili suspenzije, kao i nakon pranja tekucina i otopina, uvijek se otapa i odredena
koli¢ina vode u organskoj fazi pa tu vodu treba ukloniti susenjem. Organsko
otapalo ,susi” se tako da mu se izravno doda sredstvo za susenje u potrebnoj
koli¢ini. Koliko sredstva za suSenje treba dodati ovisi 0 samom uzorku i koliko
zaostale vode zadrzava. U pravilu, uvijek je bolje dodati malo viSe sredstva za
suSenje, nego premalo. Sredstva za suSenje anorganske su soli poput natri-
jeva sulfata koja za ovu svrhu trebaju biti bezvodna, a koja imaju veliki afinitet
za vezanje vode. Zato su sredstva za suSenje naj¢esce u obliku finog praha
dok su suha, a kad u uzorku vezu vodu, stvaraju se njihove nakupine. Tako se
moze vizualno procijeniti koliko sredstva za suSenje treba dodati jer se dodaje
onoliko za koliko se vidi da stvara ,grudice”. Kad viSe nema slobodne vode
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koja bi se vezala, svaka dodatna koliCina sredstva za suSenje ponovo ostaje
praskasta u uzorku. Prije svakog novog dodavanja sredstva za su$enje treba
pomijeSati sadrzaj tikvice. Tikvica s otapalom koje se susi treba biti dobro za-
tvorena cijelo vrijeme tijekom susenja (15 — 30 minuta).

Kod tzv. ekstrakcije reaktivnom otopinom izmuckavanje se izvodi ra-
zrijedenim otopinama luzina, odnosno kiselina da bi se uklonile kisele, odno-
sno bazi¢ne primjese. Pritom treba imati na umu da se pri pranju otopinama
Na,CO, ili NaHCO, razvija CO, te se nastali plin mora Cesto i oprezno ispu-
Stati otvaranjem pipca.

Slika 4. Rad s lijevkom za odjeljivanje (ekstrakcija)

U ovoj vjezbi student treba procistiti benzojevu kiselinu za koju se pret-
postavlja da sadrzava organska oneciS¢enja baznog (B:), neutralnog (N) i
kiselog karaktera (HA).

Shema postupka za procdiS¢avanje benzojeve kiseline:

0O
. HCI

OH
+ N  (otopljeno u diklormetanu)
NaOH|H,0

_talog | CH,CO,H
CeHsCONa HCI CeHsCOH  prekristalizaciia
H,O .

+ Nad 2 + HA filtrat HA
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Kemikalije:
sirova benzojeva kiselina 2,59 nadrazuje diSni sustav, opasno za oci
diklormetan 25 ml nadrazujuce, otrovno (kancerogeno?)

HCI (c = 6 mol/l) 20 ml + za prevodenje benzoata
u benzojevu kiselinu
izaziva opekline, nadrazuje disni sustav

NaOH (¢ = 3 mol/l) 20 ml  izaziva teSke opekline
lakmus-papir

led

Pribor:

Lijevak za odjeljivanje od 100 ml; ¢aSe od 100 do 250 ml; menzure; stakle-
ni Stapic; Buchnerov lijevak; odsisna boca.

Postupak:

Iz uzorka sirove benzojeve kiseline odvoji se nekoliko miligrama (koliko
stane na vrh spatule) i stavi u kapilaru za odredivanje talista. Kapilara se spre-
mi za treéi dio ove vjezbe (c) odredivanje temperature talista). Ostatak dobi-
venog uzorka to€no se izvaze i vrijednost odvage zapiSe se u laboratorijski
dnevnik, a potom se uzorak stavi u lijevak za odjeljivanje od 100 ml. U lijevak
se doda 25 ml diklormetana (radi se u digestoru i s rukavicama!) i, muc¢kajuci
krutine, otopi. Zatim se doda 10 ml solne kiseline (¢ = 6 mol/l) i sadrzaj se iz-
mucka prema prethodno opisanom postupku. Nakon vidljivog razdvajanja dvi-
ju tekucih faza u lijevku, donji se sloj (= diklormetan koji sadrzava benzojevu
kiselinu te neutralne i kisele necistoce) ispusti u ¢asu, a gornji, odnosno vode-
ni sloj odbaci se (sadrzava bazne necisto¢e prevedene u soli topljive u vodi).
Ekstrakcija se ponovi jos jednom tako $to se diklormetanski sloj vrati u lijevak
i doda se novih 10 ml solne kiseline. Sljededi je korak pranje diklormetanskog
sloja od zaostatka kiseline. Dakle, nakon $to se odbacio i drugi vodeni kiseli
ekstrakt, ponovno se u lijevak vrati diklormetanski sloj kojemu se doda 10 ml
vode. Nakon izmuckavanja, slojevi se odijele kao kod prve dvije ekstrakcije i
ponovno se baca gornji, vodeni sloj. Isti postupak pranja vodom treba ponoviti
jo$ jednom. Diklormetanski sloj potom se vraéa u lijevak i dodaje se 10 ml
natrijeva hidroksida (c = 3 mol/l). Nakon izmuc¢kavanja i razdvajanja faza doniji
sloj (sadrzava diklormetan i u njemu otopljene neutralne necistoce) ispusti
se u €asu, a gornji se sloj, koji predstavlja vodeni bazi¢ni ekstrakt (sadrzava
natrijevu sol benzojeve kiseline), prebaci u Cistu ¢asu od 100 ml. Diklormetan-
ski sloj jo$ se jednom vraca u lijevak i ponovno se dodaje 10 ml NaOH te se
sadrzaj izmucka. Doniji, diklormetanski sloj ispusti se u ¢asu i ovaj put baci u
pripremljenu bocu za organski otpad. Gornji sloj, bazi¢ni vodeni ekstrakt, spoji
se s onim iz prethodne ekstrakcije. U tu se ¢asu potom stavi nekoliko komadi-
¢a leda (ili se ¢aSa hladi izvana) i, uz mijeSanje staklenim Stapi¢em, postupno
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zakiseli solnom kiselinom (¢ = 6 mol/l) do pH 3 — 4 (provjerava se lakmus-pa-
pirom). Treba razmisliti koliko ¢e solne kiseline trebati dodati za potpuno ta-
loZenje (obratiti pozornost na koncentracije i volumene koristenih otopina!) i
dodati odmah njezin veci dio, uz oprezno mijesSanje Stapicem i hladenjem. Tek
onda postupno dodavati zadniji dio solne kiseline i Stapi¢éem provjeravati pH
otopine na lakmus-papiru.

Kad se istalozi sva benzojeva kiselina, kristali se odvajaju s pomoc¢u Buch-
nerova lijevka prema prethodno opisanom postupku filtracije pri snizenom
tlaku (slika 3). Kristale (ili talog) benzojeve kiseline treba ispirati u Buchnero-
vu lijevku s malo hladne vode. Ne zaboravite da prije svakog dodavanja vode
za ispiranje kristala treba iskljuciti dovod vakuuma! Kad se ponovno ukljuci
vakuum, kristale treba dobro pritiskati spatulom ili staklenim epom kako bi
se istisnuo viSak vode. Nakon zavrSene filtracije kristale/talog treba prenijeti
na ladicu od grubog filtar-papira i osusiti do kraja u eksikatoru (Studenti Ce-
sto prebacuju talog iz kojeg nije dovoljno istisnuta voda i onda su$enje traje
predugo, stoga svakako treba biti ustrajan s istiskivanjem vode pri filtraciji!).
Na ladici s kristalima treba naznaciti svoje prezime (ili inicijale) kako se uzorci
ne bi pomijeSali, ali nikako ne pisati kemijskom olovkom (moze se napisati
obi¢nom olovkom, i to s vanjske strane ladice). Kad se talog osusi, ponovno
se izdvoji nekoliko miligrama za odredivanje talista.

Zadatak:

Skicirajte shemu, napiSite odgovaraju¢e kemijske jednadzbe te opiSite i
objasnite kako biste ekstrakcijom proCistili anilin (u shemi oznacite sa ,PhNH,")
od kiselih (oznacite sa ,RCOOH”) i neutralnih nedisto¢a (oznacite sa ,N”).

b) Prekristalizacija

Organski spojevi koji su pri sobnoj temperaturi krutine najéeSce se pro-
CiSCavaju prekristalizacijom. Krutina se otopi u vru¢em otapalu, a potom se
otopina polagano hladi, pri ¢emu dolazi do kristalizacije pro¢is¢enog produk-
ta zbog njegove manije topljivosti pri niZim temperaturama. Necistoce ostaju
otopljene u hladnom otapalu, osim ako se radi o netopljivim necistocama.
Netopljivih nedisto¢a rieSavamo se brzom filtracijom vruée otopine. U slu€aju
obojenih necistoéa, vrucoj otopini dodaje se aktivni ugljen i vru¢a se otopina
zatim profiltrira preko nabranog filtar-papira kako bi se uklonile necisto¢e ad-
sorbirane na ugljenu. Nakon hladenja otopine kristali se odvoje odsisavanjem.

Kristali se otapaju u minimalnoj koli¢ini otapala tako da se zagrijavanjem do-
bije zasicena otopina. Ako je otapalo voda, otapanje se izvodi u Erlenmeyerovoj
tikvici, a tikvica se moze zagrijavati plamenikom preko ,azbestne” mrezice (viSe
se ne smije upotrebljavati azbest, ali se joS uvijek upotrebljava ovaj naziv!) ili
izravno preko grija¢e ploce ili magnetske mijesalice. Otapanje se u organskim
otapalima izvodi u okrugloj tikvici s povratnim hladilom (tzv. aparatura za refluk-
siranje; slika 5). Tikvica s organskim otapalom obi¢no se zagrijava preko vode-
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ne kupelji. Mogu se upotrebljavati i tzv. grijace kape. Tvari se pocinju zagrijavati
s malom koli¢inom otapala, a onda se otapalo postupno dodaje kroz hladilo sve
dok se krutina ne otopi. Pri otapanju treba izbjegavati taljenje krutine, Sto se
postize polaganim grijanjem i intenzivnim mijeSanjem. Pri zagrijavanju plame-
nikom i grija¢om plo¢om u tikvicu obavezno treba staviti kamencice za vrenje.
Ako je otopina obojena zbog prisutnih necisto¢a, mora se obezbojiti. U tu se
svrhu dodaje aktivni ugljen te se izvodi vruca filtracija (slika 2).

Slika 5. Aparatura za zagrijavanje s povratnim hladilom (refluksiranje)

Za uspjednu je prekristalizaciju vazan izbor otapala koje mora zadovolja-
vati sliedec¢e uvjete:

- tvar koja se Zeli prekristalizirati treba imati $to vecu topljivost u vru¢em
otapalu, a $to manju u hladnom

- prisutne necistoce moraju ostati otopljene u hladnom otapalu ili se od-
vajaju kao potpuno netopljive vru¢om filtracijom

- otapalo ne smije reagirati s tvarima koje se prekristaliziraju

- otapalo ne smije imati previsoko vreliSte kako bi se poslije moglo lakSe
ukloniti suSenjem kristala

- prednost se uvijek daje otapalima koja su jeftinija, manje Stetna i ma-
nje opasna.

Pri odabiru otapala krec¢e se od kemijskog nacela ,sli¢no otapa sli¢no”. Ako
ne pronademo otapalo koje zadovoljava prethodno navedene uvjete, izvodi

29



se prekristalizacija iz dvaju otapala i to tako da se tvar najprije otopi u vru¢em
otapalu u kojem je dobro topljiva. Potom se u tu vruéu otopinu do zamucenja
dokapava otapalo u kojem je tvar slabo topljiva te hladenjem nastupa krista-
lizacija. Obi¢no se upotrebljavaju parovi otapala: etanol/voda, aceton/voda,
diklormetan/heksan itd.

Ponekad se, unato¢ tome $to smo odabrali pogodno otapalo, hladenjem
vrucih otopina ne izlu€uju kristali. Tada se kristalizacija moze potaknuti trlja-
njem staklenim Stapic¢em uz stijenku tikvice ili ubacivanjem kristalica Ciste
tvari. Zadnja mogucnost jest uparavanje dijela otapala jer se teSko postize
uparavanje upravo potrebne koli¢ine otapala. Treba voditi rauna o tome da
je tvar koju prekristaliziramo djelomi¢no topljiva i u hladnom otapalu, $to znadi
da ¢e nakon hladenja vruée zasi¢ene otopine i nakon kristalizacije procisc¢ene
tvari manji dio ostati otopljen. Zato se za prekristalizaciju uzima minimalna
koli¢ina otapala kako bi gubitci bili Sto manji. Potrebna koli€ina otapala moze
se izraCunati primjenom literaturnih podataka o topljivosti tvari pri temperaturi
otapanja (najcesc¢e jednaka vrelistu otapala) ili se, ako se radi o tvari za koju
takvi podatci ne postoje, izvodi pokus topljivosti (pogodno otapalo jest ono kod
kojeg se 100 mg supstancije moze otopiti u manje od 3 ml vriju¢eg otapala).

Primjer za racun teorijskog iskoridtenja prekristalizacije benzojeve kiseline
iz vode:

1) Ako je potrebno 100 ml vode za otapanje 6,64 g benzojeve kiseline
pri 100°C, za otapanje 5 g benzojeve kiseline pri 100°C potrebno je
75,3 ml vode.

2) Ako iz literature znamo da ¢e se pri 25°C u 100 ml vode otopiti 0,34
g benzojeve kiseline, to znac¢i da ¢e nakon hladenja otopine 5 g
benzojeve kiseline u 75,3 ml vode pri 25°C ostati otopljeno 0,25 g
benzojeve kiseline.

3) Teorijsko iskoristenje prekristalizacije iznosi dakle 5g-0,25g=4,75¢g
benzojeve kiseline.

Kemikalije:
ekstrahirana benzojeva kiselina iz prethodnog postupka, aktivni ugljen.
Pribor:

2 Erlenmeyerove tikvice od 100 ili 200 ml; stakleni lijevak s kratkim vratom
promjera 5 cm; menzura od 100 ml; Blichnerov lijevak promjera 5 cm; odsisna
boca od 100 ili 200 ml.

Postupak:

Benzojeva se kiselina nakon susenja izvaze i zabiljezi se to¢na masa. Ovi-
sno o masi, izraCuna se odgovarajuca koli¢ina vode za prekristalizaciju (6,64
g benzojeve kiseline otapa se u 100 ml vode pri 100°C). U Erlenmeyerovu
tikvicu od 100 ml stavi se ekstrahirana benzojeva kiselina i doda se voda iz
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menzure. Na Erlenmeyerovu tikvicu stavi se stakleni lijevak s kratkim vratom
u kojem se nalazi nabrani filtar-papir koji se malo navlazi. Zatim se tikvica
zagrijava preko elektriCne grijace plo€e do vrenja uz povremeno potresanje.
Ako se tvar nije sasvim otopila, treba postupno dodavati male koli€ine vode,
stalno zagrijavajuci i potresajuci, sve dok se sva benzojeva kiselina ne otopi.
Tada se tikvica makne s grijace ploCe da se otopina malo ohladi, a potom se
doda aktivnog ugljena koliko stane na vrh spatule. Aktivni se ugljen nikako
ne smije dodavati izravno u vruc¢u smjesu jer bi doslo do pjenjenja i moguceg
izbacivanja smjese iz tikvice! Nakon dodavanja ugljena tikvicu vratiti na plo-
¢u i smjesu ponovno kuhati 2 — 3 minute. Zatim lijevak s vlaznim filtar-papi-
rom treba s ove tikvice prenijeti na drugu, pripremljenu Erlenmeyerovu tikvicu
od 100 — 200 ml. Tikvica s vru¢om otopinom obuhvati se oko grla svitkom
(filtar-)papira ili krpom i filtrira kroz lijevak kako bi se uklonio aktivni ugljen.
Studentima se Cesto dogodi da benzojeva kiselina po¢ne kristalizirati ve¢ na
filtar-papiru tijekom same filtracije. Upravo se stoga lijevak s filtar-papirom
prethodno zagrijava, a dobro je i prethodno ugrijati tikvicu u koju se filtrira te
vrucu filtraciju provesti oprezno, ali brzo. Filtrat se nakon toga hladi polagano
(barem pola sata) i bez potresanja, a nastali kristali prebace se na Blichnerov
lijevak na kojem je navlazeni filtar-papir i odsiSu prema istom postupku koji je
opisan kod ektrakcije u prvom dijelu vjezbe (str. 27. — 28.). Pri prebacivanju
kristala upotrebljava se spatula, a zaostale se kristale sa stijenki tikvice ispere
hladnom vodom na lijevak. Ispiranje hladnom vodom po potrebi se ponavlja
nekoliko puta, ali svaki put treba voditi racuna o tome da se dovod vakuu-
ma iskljuci prije dodavanja vode, a tek onda ponovo uklju€i. Prekristalizirana
benzojeva kiselina prenese se na ladicu od filtar-papira i osusi do kraja u
eksikatoru. Nakon su$enja ponovno se uzme dio uzorka na vrhu spatule za
odredivanje talista Ciste benzojeve kiseline. Ostatak uzorka usitni se, izvaze i
spremi u etiketiranu bocCicu — na etiketi su navedeni datum zavrSetka vjezbe,
ime i prezime, naziv spoja, temperatura vreliSta/talista, masa bocice bez uzor-
ka T i s uzorkom B te razlika koja oznacava masu uzorka N (vidi str. 16.). |zra-
¢una se teorijsko iskoristenje prekristalizacije (vidjeti primjer u uvodu vjezbe)
te iskori$tenje vlastitog prema teorijskom.

Zadatak:

Opisite i objasnite cijeli postupak kako biste prekristalizacijom procistili
uzorak salicilne kiseline (o-HOC.,H,COOH) koji sadrzava vrlo male koliCine
necistoca, od kojih je jedna obojena. Masa uzorka jest 4,7 g, a topljivost sali-
cilne kiseline u vodi iznosi 2,5 g/l pri 25 °C, odnosno 81,2 g/l pri 100 °C.

c) Odredivanje temperature taljenja

TaliSte je vazno fizikalno svojstvo krutine i predstavlja temperaturu pri kojoj
se Cvrsta i teku¢a faza tog spoja nalaze u ravnotezi. TaliSta Cistih tvari kon-
stantna su jer gotovo ne ovise o vanjskom tlaku s obzirom na to da je ravno-
tezni tlak para nad krutinom nizak. Stoga je taliSte jedan od vaznih kriterija
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u utvrdivanju Cistoce nekog kristalnog spoja te jedan od kriterija za potvrdu
strukture spoja kojem je od ranije poznata vrijednost talista. TaliSte se obi¢no
mjeri tako Sto se tijekom postupnog zagrijavanja tvari biljezi raspon tempe-
rature od one pri kojoj se uoci stvaranje prvih kapljica oko kristala do one pri
kojoj se uoci potpun prijelaz u tekucinu. Ti rasponi mogu biti i do nekoliko stup-
njeva °C pa se preporuCuje upotreba izraza temperatura taljenja t, odnosno
taliste, umjesto tocke taljenja, $to bi bio izravan prijevod izraza koji se obi¢no
upotrebljava u engleskom jeziku (melting point). Neke organske tvari tale se u
Sirem intervalu uz raspad koji se zamjecuje po pjenjenju i/li karboniziranju pa
se i to mora navesti uz temperaturu (engl. decomp). Takoder se Cesto biljezi
i otapalo koje se upotrijebilo za prekristalizaciju ako je prethodilo mjerenju
talista. Naime, neke tvari mogu kristalizirati u viSe od jedne kristalne strukture
(polimorfizam!) i te razliCite kristalne strukture iste tvari mogu imati razli¢ita
taliSta. Koja kristalna struktura nastaje pri prekristalizaciji esto ovisi o otapalu
i tada je podatak o otapalu vazan pri odredivanju i biljezenju talista.

Uzorak tvari koja ima viSe necisto¢a/primjesa, ima niza talista i tali se kroz
Siri temperaturni interval u usporedbi s istom tvari koja je Cista ili s manje pri-
mjesa. Dakle, to je tvar €i8cCa, to se moze ocekivati viSe taliste i njegov uzi
temperaturni raspon. Na taj se nacin temperatura taljenja, osim za identifika-
ciju neke tvari (usporedbom talista s literaturnim te uz ostale metode identifi-
kacije), upotrebljava i za procjenu Cistoce te tvari.

Thieleov uredaj (slika 6a) medu najpoznatijim je uredajima za odredivanje
taliSta tvari koje se tale do 200 °C. Puni se sumpornom kiselinom ili parafin-
skim uljem (t > 300 °C) u koje se uroni kapilarica s uzorkom. Tekucina se za-
grijava plamenikom preko mreZice, a temperatura se prati termometrom koji
je uronjen u tekucinu zajedno s kapilaricom. Za tvari s vrlo visokim talistima
mogu se upotrijebiti aluminijski blokovi za zagrijavanje. Kod Fisher-Johnsovih
uredaja (slika 6¢) supstancija se stavlja izmedu dva stakalca (mogu posluZziti
pokrovna stakalca) koja se stave na metalni blok koji se potom zagrijava.
Pocetak i otapanje kristala prate se poveéano preko lupe te se istovremeno
ocCitava vrijednost temperature na termometru. Konaéno, danas je najjedno-
stavnije temperaturu taliSta mjeriti digitalnim uredajima (slika 6b).

Kemikalije:

sirova, ekstrahirana i prekristalizirana benzojeva kiselina te kona&ni produkti
iz vjezbi 4, 5. i 7. (p-nitrozofenol, acetilsalicilna kiselina i dibenzilidenaceton).

Pribor:

staklene kapilare; termometar; plamenik; Thieleov uredaj i/ili Fisher-John-
sov uredaj i/ili Stuartov digitalni uredaj za odredivanje talista.

Priprema kapilarica s uzorkom:

Prije odredivanja taliSta tvar je potrebno dobro osusiti i usitniti u Cistom
tarioniku. Tvar se potom unosi u staklenu kapilaru koja je zataljena na jednom
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kraju. Buduci da je otvor kapilare uzak, potrebno je viSe puta otvorom kapi-
lare zahvatiti uzorak, a zatim zataljenim krajem lagano lupkati po laboratorij-
skom stolu kako bi se dobio neprekinuti stupac tvari visine oko 2 mm. Ovo se
jo$ ucinkovitije postize propustanjem kapilare kroz dulju staklenu cijev koja
je okomito postavljena prema tvrdoj podlozi. Za sve uzorke treba napraviti
prvo, brzo mjerenje kojim se odreduje priblizna vrijednost talista, a onda drugo
mjerenje koje je precizno. Za mjerenje taliSta sirove, ekstrahirane i prekrista-
lizirane benzojeve kiseline priredi se po jedna kapilarica za svaki uzorak te
jedna kapilarica za prvo, brzo mjerenje, dakle ukupno cetiri (4) kapilarice. U
kapilaricu za brzo mjerenje najbolje je staviti prekristaliziranu benzojevu kise-
linu. Za sve ostale uzorke iz vjezbi kojima se odreduju talista (p-nitrozofenol,
acetilsalicilna kiselina i dibenzilidenaceton) treba prirediti po dvije kapilarice:
uvijek jednu za brzo, a drugu za precizno mjerenje.

Postupak — Thieleov uredaj:

Pripremljena kapilara uévr§éuje se ,gumicom” na termometar koji se zatim
uranja u tekucinu za zagrijavanje. Pritom se pazi da gumica ostane iznad
tekuéine. Sredina stupca tvari Cije se taliSte mjeri treba se nalaziti na sredini
Zivina rezervoara termometra koji treba smijestiti u sredisnji dio cijevi ispunje-
ne teku¢inom visokog vreli§ta (sumporna kiselina ili parafinsko ulje). Thieleov
aparat brzo se zagrijava preko bocne cijevi malim redukcijskim plamenom
za priblizno odredivanje taliSta, a nakon toga se priceka da se uredaj ohladi
najmanje 10 °C ispod zabiljezene prve, {j. priblizne vrijednosti talista. Precizno
mjerenje s drugom kapilaricom istog uzorka provodi se tako da se u prvom
dijelu mjerenja mozZe malo brze zagrijavati. Brzina zagrijavanja smanji se kad
se dode do vrijednosti koje su blizu (5 do 10 °C ispod) temperature talista.
U laboratorijski dnevnik treba zabiljeziti raspon temperature talista, sto znaci
temperaturu pocetka taljenja i temperaturu pri kojoj je sva krutina presla u
tekuéu fazu. Preostala dva uzorka benzojeve kiseline nakon jednog brzog i
jednog preciznog mjerenja mogu se zajedno ucvrstiti uz termometar i taliste
se moze odrediti istodobno uz polagano zagrijavanje. Tako se bolje i to¢nije
mogu uociti razlike u talistima. Zavrsetak svih preciznih mjerenja studenti tre-
baju izvoditi u prisutnosti nekog od asistenata ili laboranata!

Postupak — Stuartov digitalni uredaj:

Mjerenje se provodi prema uputama na uredaju. Kao i kod Thieleova ure-
daja, upotrebljavaju se kapilarice s uzorkom i radi se prvo, brzo mjerenje, a
potom precizno. Kod Stuartova uredaja moguce je odabrati brzinu zagrija-
vanja pa se za brzo mjerenje preporucuje odabrati brzinu zagrijavanja od 10
°C u minuti, a za precizno mjerenje 1 — 2 °C u minuti. Zagrijavanje zapocinje
pritiskom na tipku Start, a zaustavlja se pritiskom na tipku Stop. Pritiskom na
tipku Hold moZe se zadrzati vrijednost temperature na digitalnom displeju kad
je potrebno ocitati i zabiljeziti temperaturu talista. Ako se otprilike zna pri kojoj
bi se temperaturi uzorak mogao rastaliti, moze se upotrijebiti opcija Plateau
— vrijednost koja se odabere znaci da ¢e se uredaj zagrijati do te temperature
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brzinom od 20 °C u minuti, a potom se moze krenuti s preciznim mjerenjem.
Za vrijednost Plateau treba odabrati onu temperaturu koja je oko 10 °C ispod
ocCekivane vrijednosti talista.

Postupak — Fisher-Johnsov digitalni uredaj:

Nekoliko kristalica (manje od 1 mg) osuSenog uzorka stavi se izmedu dva
stakalca (mogu se upotrijebiti pokrovna stakalca za mikroskopiranje) i sve
zajedno se stavi na metalni blok za zagrijavanje. Preko uzorka namjesti se
lupa i uredaj se upali (ujedno se uzorak osvijetli). Kontrolni gumb namjesti
se na 100 i uzorak se brzo zagrije za priblizno odredivanje talita. Uredaj se
nakon toga treba ohladiti na barem 10 — 15 °C ispod vrijednosti taliSta. Tada
treba odabrati sporije zagrijavanje za precizno odredivanje temperature talista
prema dijagramu na slici 6d. Primjerice, ako se oCekuje temperatura taliSta na
130 °C, kontrolni gumb treba namijestiti na 54. Pratiti uzorak kroz povecalo i
zabiljeziti temperaturu kod prve pojave kapljice te kod potpunog prelaska kru-
tine u tekuée stanje (raspon temperature talista!)!

Zadatak:

Napisite u nekoliko recenica kako biste u¢enicima 5. i/ili 6. razreda osnov-
ne Skole objasnili $to je temperatura taljenja neke tvari, kako se ona moze
izmijeriti i $to nam ta vrijednost govori o nekoj tvari.
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Slika 6. Uredaji za mjerenje temperature taljenja: a) Thieleov uredaj; b) digitalni
uredaj za odredivanje temperature taljenja (Stuart); c) Fisher-Johnsov
uredaj; d) graf za uskladivanje brzine zagrijavanja na Fisher-Johnsovu
uredaju s oCekivanom temperaturom talista

34



2. Kromatografija [1] [2]

Uz prethodno opisane, kromatografija je joS jedna Cesta metoda prodi-
S¢avanja organskih spojeva i izolacije produkata iz reakcijskih smjesa. Kro-
matografijom se pojedine komponente odjeljuju iz smjese na temelju njihove
razliCite adsorpcije na tzv. stacionarnoj fazi i/ili na temelju njihove razli€ite dis-
tribucije izmedu stacionarne i tzv. mobilne faze (eluens). Stoga se kromato-
grafija obi¢no dijeli na adsorpcijsku i particijsku (razdjelnu). Pri adsorpcijskoj
kromatografiji stacionarna je faza kruta, a mobilna faza teku¢a (kromatografija
na stupcu, tankoslojna kromatografija, kromatografija na papiru), dok je pri
particijskoj kromatografiji stacionarna faza teku¢a, a mobilna faza moze biti
tekuca ili plinovita (plinska kromatografija, GC).

Kromatografija se odvija uspostavljanjem dinami¢ke ravnoteze nekog spo-
ja izmedu stacionarne faze i eluensa. Dakle, dio neke tvari nalazi se adsorbi-
ran i/ili razdijeljen na stacionarnoj fazi (kruta ili tekuca), a dio te tvari raspodi-
jeljen je u mobilnoj fazi (tekuéa ili plinovita). Gibanjem mobilne faze dolazi do
naruSavanja te ravnoteZe i molekule putuju u smjeru gibanja eluensa. Razlici-
te vrste spojeva putuju razli¢itim brzinama i tako dolazi do njihova razdvajanja
i mogucnosti njihova odjeljivanja.

Na uspjesSnost kromatografije utjeCe veéi broj razli€itih ¢imbenika kao $to
su veli¢ina i oblik Cestica adsorbensa (ako je stacionarna faza kruta), brzina
i sastav mobilne faze, omjer mase tvari koja se odjeljuje i stacionarne faze,
temperatura sustava itd. Jedan od najvaznijih faktora za uspjeSnu kromato-
grafiju jest pravilan izbor stacionarne i mobilne faze. U adsorpcijskoj kromato-
grafiji tvar se veze, odnosno adsorbira na krutu stacionarnu fazu. S obzirom
na to da su stacionarne faze najCesce polarne (silikagel i Al,O,), polarne tvari
iz smjese jaCe se adsorbiraju od manje polarnih, odnosno, nepolarnih tvari.
Mobilna je faza otapalo ili smjesa otapala kojima se eluiraju pojedine tvari iz
smjese sa stacionarne faze. Ovisno o polarnosti otapala, razlikuje se njihova
sposobnost eluiranja pojedinih tvari pa, prema poznatom pravilu ,sli¢no ota-
pa sli¢no”, polarna otapala lak$e eluiraju polarne tvari, a nepolarna otapala
nepolarne. Stoga pri izboru najprikladnijeg otapala (ili smjese otapala) treba
voditi raCuna o tome gdje se pojedino otapalo nalazi u tzv. eluotropnom nizu
otapala. Eluotropni niz najvaznijih otapala, poCevsi od najpolarnijeg otapala
(voda) i u kojem se polarnost smanjuje u nizu, jest:

voda > metanol > etanol > propanol > aceton > piridin > etil-acetat >
dietil-eter > kloroform > diklormetan > toluen > tetraklormetan > ciklo-
heksan > petroleter, heksan.

a) Tankoslojna kromatografija (TLC = thin layer chromatography)

Tankoslojna kromatografija (TLC) vrsta je adsorpcijske kromatografije u
kojoj se adsorbens (najcesce silikagel ili aluminijev oksid) nanosi u tankom
sloju na staklenu plocu ili foliju, a eluens je otapalo koje se zbog kapilarnih
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sila uspinje po krutom adsorbensu. Ta se metoda naj¢eSc¢e primjenjuje za
brzo utvrdivanje (broja) razli¢itih sastojaka smjesa, produkata neke reakci-
je ili izoliranog prirodnog materijala. Upotrebljava se za pracenje reakcije jer
se na kromatogramu moze pratiti postupno nestajanje reaktanata i stvaranje
produkata. Naposljetku, prije svake kromatografije na stupcu treba s pomocu
tankoslojne kromatografije pronaci otapalo optimalne polarnosti koje ¢e dobro
odvajati komponente.

Nacin izvodenja TLC-a opisan je u nastavku. Vrlo mala koli¢ina otopljenog
uzorka nanese se kapilarom na adsorbens. Nakon $to otapalo ishlapi (zato je
poZeljno upotrebljavati otapalo s niskim vreliStem!) plo€ica se uroni u otapalo
u prozirnoj posudi s poklopcem kao na slici 7a. Koli€ina otapala u posudi za
TLC treba biti ona koja ¢e prekriti dno i biti visine do 1 cm, a uzorak na plocici
treba biti minimalno 1 cm od ruba — kad se plo€ica uroni u otapalo, uzorak
mora ostati iznad razine otapala. Da bi se posuda dobro zasitila parama ota-
pala i tako pospjeSilo uspinjanje otapala, Cesto se stavlja i filtar-papir uro-
njen u otapalo. Mjesto na plo€ici na koje se nanosi uzorak oznacava se kao
startna linija, a prije nego $to se fronta otapala priblizi gornjem rubu plocice,
ploCica se vadi iz otapala i oznaCava se frontna linija, odnosno razina koju je
otapalo dosegnulo na plocici. Plocica se osusi i detektiraju se zone u kojima
se nalaze pojedine komponente. Taj postupak zove se obrada kromatogra-
ma, a detekcija pojedinih komponenti kromatograma ovisi o tome jesu li one
obojene. Mrlje obojenih tvari razdijeljene duz plo¢ice mozemo vidjeti ve¢ na
dnevnom svjetlu (slika 7b). Bezbojne tvari promatraju se pod ultraljubi¢astim
svjetlom (ako su ,UV aktivne”, odnosno ako apsorbiraju UV zraCenje) ili se
u€ine vidljivim (,vizualiziraju se”) prskanjem odredenih reagensa, primjerice
otopine sumporne kiseline (nakon ¢ega plocicu treba malo zagrijati), otopine
vanilina ili izlaganjem plocice parama joda. Kad se upotrebljava sumporna
kiselina, na mjestima gdje su pojedine komponente ostat ¢e crne mrlje zbog
karbonizacije organskih spojeva. Tako se mogu detektirati gotovo svi organski
spojevi, ali je nedostatak metode upotreba (prskanjem!) opasne kiseline. Ta-
koder, izlaganje ploCice parama joda treba raditi u digestoru, ali kromatogram
¢e biti vidljiv samo za one spojeve koji reagiraju s jodom (primjerice adicij-
ske reakcije!), s time da se i takvo obojenje stajanjem naj¢eSée gubi (zato
ga odmah treba oznaditi olovkom!). Za detekciju UV svjetlom upotrebljavaju
se tankoslojne plocice kod kojih sloj stacionarne faze sadrzava fluorescen-
tni indikator. Ako se takva plocica osvijetli UV svjetlom, na mjestima gdje se
nalazi adsorbirana tvar pojavljuju se tamne (ili fluorescentne) zone koje tada
treba oznaciti olovkom.

Osnovni kriterij za identifikaciju spoja jest njegova brzina kretanja na ploci-
ci, Sto se izrazava s pomocu R-vrijednosti. To je omjer udaljenosti od startne
linije koju je proSla mrlja (x) i udaljenosti do koje je stigla fronta otapala (y),
dakle R, =x1/y.
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Slika 7. Aparatura za tankoslojnu kromatografiju (a) i kromatogram smjese pigmenata izoliranih
iz Spinata (b)

Tankoslojna kromatografija moze se upotrebljavati i u preparativne svrhe.
Tada se upotrebljavaju tzv. preparativne plo€e (obic¢no staklene) koje su pre-
svucene debljim slojem krutog adsorbensa. Smjesa se nanosi na startnu liniju
Sirinom cijele ploce, kromatogram se razvije, a nakon vadenja ploCe iz otapala
i detekcije pojedinih vrpci, slojevi na kojima se nalaze pojedine komponente
sastruzu se s ploCe i ekstrahiraju otapalom. Silikagel se ukloni filtracijom, a
otapalo se upari kako bi se izolirala Cista komponenta.

b) Kromatografija na stupcu (koloni)

Kromatografija na stupcu vrsta je adsorpcijske kromatografije u kojoj se
kao stacionarna faza najCe$ce upotrebljavaju silikagel (SiO, - nH,O) ili alu-
minijev oksid (aloks, Al,O,). Za razliku od tankoslojne kromatografije koja se
uglavnom upotrebljava za identifikaciju sastojaka smjese, kromatografija na
stupcu (koloni) primjenjuje se za njihovo odjeljivanje. Stacionarna se faza
moze dodavati u kolonu (= najcesce staklena cijev s pipcem ili zrac¢no hladilo)
suspendirana u otapalu ili se kao suhi prah polako dodaje u kolonu napunjenu
otapalom. Silikagel se u kolonu uvijek ulijeva u obliku suspenzije koja se pri-
premi tako da se silikagel pomijeSa u ¢asi s otapalom. Aluminijev oksid obi¢no
se dodaje praskast, odnosno nesuspendiran. U kolonu se ulije eluens, dok se
aluminijev oksid lagano usipava, uz neprestano lupkanje kolone. Na dno kolo-
ne prije adsorbensa se obi¢no stavlja vata ili staklena vuna, a na vrh dodanog
adsorbensa tanak sloj pijeska ili filtar-papir. Tanak sloj pijeska moze se staviti
i na vrh vate/staklene vune prije dodavanja adsorbensa. Kao mobilna faza
upotrebljava se neko organsko otapalo ili smjesa otapala, a eluens protjece
kroz kolonu pod utjecajem gravitacije.

RazliCite su tvari razli€ito razdijeljene izmedu eluensa i adsorbensa pa ko-
lonom putuju razli€itom brzinom i postupno se razdvajaju. Pojedine se kom-
ponente, tako razdvojene, jedna za drugom eluiraju s kolone. Kad se radi o
obojenim spojevima (primjerice biljni pigmenti), izvodenje kromatografije na
koloni jednostavnije je jer se zone Cistog spoja mogu lakSe pratiti. Mnogo
CeS¢e pojedine komponente nisu ,vidljive” pa je potrebno skupljati eluat u
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frakcijama malog volumena. Potom se sastav i Cistoca svake frakcije provjere
TLC-om ili plinskom kromatografijom. Tada se istovrsne frakcije spajaju, ota-
palo se ukloni uparavanjem i tako se izoliraju Ciste komponente smjese.

Brzina kretanja tvari niz stupac ovisi o jakosti vezivanja tvari na stacionar-
nu fazu i o topljivosti te tvari u eluensu. Kao i kod TLC-a, kruti je adsorbens
polaran (SiO,, Al,O,) pa se polarne tvari (karboksilne kiseline, amini, alkoholi)
jaCe adsorbiraju od manje polarnih (alkil-halogenida, aldehida, ketona, este-
ra). Upotrebom nepolarnog otapala kao eluensa nepolarne tvari putuju brze
i tako se odvajaju od polarnih tvari koje zaostaju. Za eluiranje polarnih tvari
treba upotrebljavati polarna otapala koja ih bolje otapaju. Osim polarnosti, i
molekulska masa tvari utje€e na brzinu kretanja niz stupac (kromatografija na
temelju veli¢ine molekula upotrebljava se kod kromatografije iskljuéenjem ili
gel-filtracijom).

Prije razdvajanja smjese na koloni potrebno je pronaci odgovarajuée ota-
palo za eluiranje. Stoga prvo treba provesti TLC uzorka smjese. Optimalno
otapalo jest ono kod kojeg su R, vrijednosti najmanje polarne i najpolarnije
tvari izmedu 0,2 i 0,8, a razlika Rf-vrijednosti pojedinih komponenata = 0,1.
Ako nema takva otapala, upotrebljava se smjesa otapala ili se otapalo mijenja
tijekom razdvajanja. S kolone se najprije uklanjaju nepolarne tvari, $to znaci
da eluiranje obi¢no zapocinje nepolarnim otapalom, a zatim se postupnim
povecavanjem polarnosti otapala eluiraju polarne tvari. S druge strane, postoji
kromatografija s reverznom fazom kod koje se kolona puni hidrofobnim adsor-
bensom i u tom je slu¢aju pocCetni eluens vrlo polaran, najéeSce je to smjesa
vode i organskog otapala.

Da bi razdvajanje na koloni bilo uspjesno, treba voditi rauna o masi staci-
onarne faze (adsorbensa). Masa stacionarne faze trebala bi biti 25 — 30 puta
veca od mase smjese. Ako se razdvajaju spojevi sli¢nih karakteristika, tada
masa adsorbensa treba biti i vec¢a i/ili kolona dulja (prema tablici 1).

Masa Masa adsorbensa/g Duljina kolone/cm Promijer kolone/cm
uzorkalg
0,1 3 70 (30 — 50)° 0,7 (1,5-2)
1 30 150 (75— 100)2 1,5(2-3,5)2
3 90 250 (100)? 2(3-5)

a Za istu masu uzorka mogu se upotrebljavati i krace kolone veéeg promjera

U pripremi kromatografske kolone veoma je vazno kako se puni staklena
cijev te podeSavanje brzine protjecanja eluensa. Stacionarna faza mora biti
jednoli€no i kompaktno rasporedena u cijevi. U suprotnome, brzina protjeca-
nja otapala nije svugdje jednaka i tada nastaju razvucene i nepravilne zone.
Neovisno o tome puni li se kolona suspenzijom adsorbensa u otapalu ili se
adsorbens nesuspendiran dodaje u kolonu s otapalom, vazno je da tijekom pu-
njenja pipac na dnu kolone bude otvoren i da se tako osigura stalno protjecanje
otapala kroz kolonu kako u stupcu adsorbensa ne bi zaostajali mjehurici zraka.
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Nadalje, na vrh adsorbensa obi¢no se stavi komadic filtar-papira ili tanak sloj
Cistog pijeska kako se tijekom nanoSenja uzorka, kao i tijekom eluiranja, ne bi
poremetila ravna povrsina adsorbensa. U suprotnome bi se sve nepravilnosti
s vrha adsorbensa prenijele na zonu putovanja uzorka i komponente se ne bi
mogle dobro odijeliti.

U sljedecoj su vjezbi dane upute za TLC i kromatografiju na stupcu smjese
biljnih pigmenata koji se izoliraju iz pinata (slika 8). Dio vjezbe radi asistent
(priprema uzorka, priprema kolone i nano$enje uzorka), a studenti sudjeluju
u eluiranju i skupljanju frakcija tijekom kromatografije na stupcu te rade TLC
(pojedinacno ili u grupi).

B-karoten

Slika 8. Strukturne formule najvaznijih biljnih pigmenata iz Spinata
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Kemikalije:
metanol 100 ml lako zapaljivo, otrovno

petroleter (30 — 60 °C) 100 ml lako zapaljivo, nadrazujuce za kozu, otrovno

Na,SO,, bezvodni za susenje

kloroform za razvijanje kromatograma i za ekstrakciju po potrebi
jako otrovno, potencijalni kancerogen!

silikagel 1049 ne udisati!

staklena vuna ili vata

heksan 100 ml lako zapaljivo, nadrazujuée za kozu, otrovno

aceton 10 ml  lako zapaljivo, nadrazuje oCi

Alu-ploce silikagel za TLC

Pribor:

tarionik od 250 ml; 2 Erlenmeyerove tikvice od 250 ml; lijevak za odje-
ljivanje od 250 ml; tikvica s okruglim dnom od 250 ml; lijevak; kolona za
kromatografiju, ¢ase.

Postupak:

Ekstrakcija pigmenata

U tarioniku (slika 9) se izgnjeci otprilike 6 g smrznutog Spinata u 50 ml
metanola. Zgnjeceni Spinat treba dobro ocijediti i odvoijiti otopinu metanola
(koja sadrzava vodu iz $pinata!) te je predati tehni¢aru. Spinat se potom stavi
u Erlenmeyerovu tikvicu u koju se doda 25 ml metanola i 35 ml petroletera
te se sve zajedno mijesa 5 minuta preko magnetske mijesalice. Ekstrakt se
profiltrira u lijevak za odjeljivanje, a kruti se ostatak ponovno mijesa s jo$
25 ml metanola i 75 ml petroletera. | drugi se ekstrakt profiltrira u lijevak za
odjeljivanje te se sadrzaj lijevka izmucka. Ispusti se donji sloj (metanol koji
sadrzava vodu iz Spinata) i vrati tehniaru, a gornji se sloj (sadrzava pigmen-
te!) dva puta izmucka s po 50 ml vode. Ako se pri muckanju stvara emulzija,
treba dodati malo kalcijeva klorida. Donji se vodeni slojevi odbace, a gorniji
se sloj susi 10 minuta u suhoj Erlenmeyerovoj tikvici preko bezvodnog na-
trijevog sulfata. OsuSeni petroleterski ekstrakt profiltrira se preko nabranog
filtar-papira u tikvicu s okruglim dnom i otapalo uparava na rotacijskom upari-
vacu dok ne preostane oko 2 — 2,5 ml otopine (nikako ne do suhog!) koja se
upotrebljava za kromatografiju.
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Slika 9. Tarionik

Tankoslojna kromatografija (TLC)

Prije odvajanja smjese kromatografijom na stupcu treba razviti kromato-
gram smjese TLC-om kako bi se utvrdile R-vrijednosti pojedinih komponenti.
Na plocici se olovkom (upotrebljava se obi¢na, ne tehni¢ka olovka!) oznadi
startna linija 1 — 1,5 cm od ruba plocice. Otopina (dobiveni ekstrakt) se uzima
kapilarom i laganim dodirivanjem povrsine silikagela ispusti u jednu to¢ku na
plocici (na startnoj liniji!). Pritom se pazi da promjer nanesenog uzorka bude
Sto maniji. Kapilaru je potrebno drzati okomito (ne pod kutom!) i treba viSe puta
dodirnuti povrsinu silikagela (izmedu dodavanja ¢ekati da se mrlja osusi). Kad
se uzorak na plocici posusi, ploCica se uroni u ¢asu ili cilindar s razvijatem
(kloroform), a pritom se pazi da nacrtana startna linija bude iznad razine ota-
pala u ¢asi. Dobro je u posudu prethodno staviti komad filtar-papira uronjenog
u otapalo da se prostor za kromatografiju zasiti njegovim parama. Posuda se
poklopi i pusti da se otapalo (eluens) s pomocu kapilarnih sila dize uz plocicu
i eluira sastojke smjese (= razvijanje kromatograma). Prije nego Sto otapalo
dode do vrha plocice, plocica se izvadi i olovkom oznadi do kuda se popelo
otapalo (= frontna linija) i zatim se plocica osusi. IzraCunaju se R-vrijednosti
pojedinih komponenata na plogici, a onda se plocica pogleda i pod UV-svje-
tlom te se oznace sve one mrlje koje se dotad nisu uocile. Potom se pristupi
odjeljivanju smjese kromatografijom na stupcu. Nakon odjeljivanja pigmenata
na koloni treba ponoviti TLC s odvojenim komponentama i usporediti s pocet-
nim TLC-om smjese! U referatu treba skicirati TLC plocicu, oznaciti sve mrlje
(obajiti ih odgovarajuc¢om bojom) i navesti njihove R-vrijednosti.

Priprema kolone za kromatografiju

U kolonu za kromatografiju duzine otprilike 40 cm i promjera 2 — 2,5 cm
ulije se malo heksana na dno cijevi (kolona je zatvorena). Zatim se s pomocu
duzeg staklenog Stapic¢a na dno cijevi stavi malo staklene vune ili vate, i to
tako da se s pomocu cijevi istisne sav zrak. U zasebnoj ¢asi suspendira se
10 — 15 g silikagela u 30 — 40 ml otapala (eluensa). Eluens je smjesa acetona
i heksana u omjeru 1 : 9. Nastala se suspenzija dobro promijeSa (mora biti
bez mjehuri¢al) te se preko obi¢nog lijevka ulijeva u kolonu kojoj je pipac otvo-
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ren tako da otapalo polagano kapa iz kolone. Laganim lupkanjem (gumenim
¢epom kapalice) po stijenkama kolone postize se jednoli¢no i gusto pakiranje
nepokretne faze. Kad se adsorbens slegne, otapalo se ispusti do samog ruba
stacionarne faze. Cijelo vrijeme treba paziti da iznad adsorbensa uvijek bude
barem mala koli¢ina otapala, odnosno kolona nikad ne smije ostati suha.

Slika 10. Aparatura za kromatografiju na stupcu (a) i frakcije odvojene kromato-
grafijom na stupcu smjese pigmenata iz Spinata (b)

NanoSenje uzorka

Uzorak se kapalicom pozorno ispusti uz stijenku kolone §to blize povrsSini
adsorbensa. Otvaranjem pipca podesi se sporo kapanje otapala iz kolone u
Erlenmeyerovu tikvicu, pri ¢emu uzorak ulazi u stupac adsorbensa. Kad se
sloj ekstrakta gotovo upije, stijenka se ispere s malo eluensa. Time se ekstrakt
ujedno potpuno upije na adsorbens.

Eluiranje uzorka

Eluira se najprije smjesom aceton : heksan (1 : 9). Eluat se hvata u Erlen-
meyerovu tikvicu. Kad se pojavi prva obojena kap, tikvica se zamijeni i eluira
narancasta karotenoidna frakcija do gubitka obojenja. Nakon toga se eluens
zamijeni Cistim acetonom. Acetonom se nastavi eluirati zelena klorofilna frak-
cija. Istovrsne se frakcije spoje i prebace u tikvice s okruglim dnom te upare
na rotacijskom uparivau na volumene 2 — 3 ml.

(U slu¢aju da se klorofil presporo eluira klorofilna se komponenta moze
izolirati tako da se jo$ vlazan stupac silikagela, nakon odjeljivanja karoteno-
ida, polako uz potresanje ispusta kroz gornji otvor kolone. Zeleno obojena
zona izdvoiji se i ekstrahira s 20 — 30 ml kloroforma ili diklormetana, profiltrira
se i upari na mali volumen.)
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I I
Eluens smjesa aceton:heksan (1:9) Eluens aceton

Slika 11. Eluiranje pigmenata iz Spinata

Identifikacija izoliranih spojeva

Cistocéa pojedinih frakcija potvrdi se tankoslojnom kromatografijom (odmah
nakon kromatografije na stupcu) te UV/vis spektroskopijom. Treba snimiti UV/
vis spektar zelene (vjezba 9), odnosno naranCaste frakcije i usporediti sa
spektrima na slici 12. Snimanjem apsorbancije na 642,5 i 660 nm mogu se
to€no identificirati klorofili a i b, dok B-karoten apsorbira pri 452 nm.

100

klorofil a
klorofil b
Apsorpcijski spektar klorofila a
.S — karotenoidi
Q i
s 2
8 § 50
1] g
2 g
2 £
< /
T 7 = T - T @
B OE T T T T T
400 500 . 600 400 450 500 550 500 850 700
Valna duljina (nm) Valna duljina (nm)

a) b)

Slika 12. UV/vis spektar biljnih pigmenata: a) zajednic¢ki UV/vis spektar karotenoida (8 -karoten),
klorofila a i b [3]; b) UV/vis spektar klorofila a [4]

Zadatak:

Opisite kako biste napravili TLC smjese pigmenata ekstrahiranih iz (A) na-
ribane mrkve ili (B) koncentrata rajcice te u nastavku odgovorite na sljedec¢a
pitanja u vezi s jednim od ta dva ekstrakta (po izboru, Aili B):

1) Kaoji pigment prevladava u ekstraktu, a koji je pigment drugi po
zastupljenosti?

2) Nacrtajte strukture dvaju pigmenata koje ste naveli i usporedite njihovu
polarnost. Za koji od ta dva pigmenta oCekujete vecu R, vrijednost?

3) Za koji od dva pigmenta oCekujete vece A__ vrijednosti u UV-Vis
spektru i zasto?
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3. Nukleofilna supstitucija prvog reda (S, 1):
Sinteza tert-butil-klorida [5]

Hidroksilna skupina (OH) slaba je odlazeca skupina (engl. leaving group)
te se Cesto prevodi u alkil-halogenide kad je potrebna dobra odlazec¢a skupina.
Postoje tri glavne metode za prevodenje alkohola u alkil-halogenide, ovisno o
vrsti alkohola i potrebnom halogenidu. Reagensi koji se pritom mogu upotrije-
biti jesu fosforov tribromid (PBr,), tionil-klorid (SOCI,) i halogenovodici (HX).

U ovoj vjezbi prireduje se tert-butil-klorid iz tercijarnog alkohola, 2-metil-
propan-2-ola (= tert-butanol) i HCI. Za razliku od alkohola, alkil-halogenid koji
nastaje kao produkt reakcije je netopljiv je u reakcijskoj smjesi pa dolazi do
zamucenja reakcijske smjese i produkt se moZe izdvojiti ekstrakcijom kao gor-
nji sloj (tert-butil-klorid ima manju gusto¢u od vode!).

Mehanizam ove reakcije moze se opisati kao monomolekulska nukleofilna
supstitucija ili S 1-reakcija. Prvi korak te reakcije jest kiselo-bazna reakcija,
odnosno protoniranje alkoholnog kisika, ¢ime se dobije voda kao bolja od-
lazec¢a skupina od OH-skupine. Protoniranje je u ovoj reakciji moguce jer je
reagens jaka mineralna kiselina, koncentrirana solna kiselina. Ovaj je korak

brz i reverzibilan:
+
OH HOH
| A |

H,C——C——CHj H;C—C——CHj,

CH, CH,

U sljede¢em koraku dolazi do kidanja C-O veze, uz gubitak dobre odlazece
skupine (H,O) te nastanak karbokationskog meduprodukta. Ovo je najsporiji
i stoga stupanj koji odreduje brzinu reakcije (kidanje veze jest endotermno).
Sredidnji ugljikov atom u ovom stupnju prelazi iz Cetverovalentnog u trova-
lentno stanje, odnosno iz tetraedarskog u planarni oblik (iz sp*-hibridiziranog
ugljika u sp?-hibridizirani ugljik):

-+
G

H;C—C—CH,

+
H,C—C—CH; + H,0

CH, CH,4

Drugi, brzi stupanj reakcije jest napad nukleofilnog kloridnog iona na elek-
trofilni karbokation i nastanak tert-butil-klorida.

/’\ Cl
+ _ |
H;C—C—CH; + CI @ ——> H;C—C—CH;4

CH; CH,
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Primarni se alkoholi teZze prevode u alkil-halogenide od tercijarnih pa se
za reakciju s primarnim alkoholom upotrebljava reaktivniji HBr umjesto HCI.
Primjerice, butil-boromid moze se dobiti refluksiranjem smjese butanola i kon-
centrirane otopine HBr. Mehanizam te reakcije opisuje se kao nukleofilna sup-
stitucija drugog reda ili S, 2-reakcija.

Opce karakteristike S, 1 i S, 2 reakcija, odnosno usporedba tih dvaju meha-

nizama, mogu se prikazati sljede¢om tablicom:

S, 1 S,2
Mehanizam |dva stupnja jedan stupanj
Kinetika prvog reda drugog reda
Nukleofilnost |nevazna za brzinu, nukleofil | koncentracija nukleofila utjeCe
reagensa ne utjeCe na brzinu reakcije |na brzinu reakcije, bolji su jadi
(neutralne molekule, moze |nukleofili (anioni)
biti otapalo = solvatacija)
Struktura povoljna rezonancijska nepovoljne stericke smetnje,
zasicenog  |stabilizacija 3°>>2°>1°  |reaktivnost CH,> 1°> 20> 30
C-atoma
Utjecaj pogoduju ioniziraju¢a utjecaj otapala obi¢no malen,
otapala otapala (polarna protonska |vodikove veze inhibiraju
otapala) nukleofil, zato su bolja polarna
aprotonska otapala
Stereokemija |racemizacija do inverzije inverzija
Uvjeti reakcije | obi¢no kiseli ili neutralni obi¢no bazi¢ni ili neutralni
Pregradnje moguce pregradnje (nasta- |bez pregradniji
je stabilniji karbokation)

Fizikalna svojstva:
tert-Butil-klorid (C,H,Cl, M = 92,567) bezbojna je i zapaljiva tekucina gu-

sto¢e 0,84 g cm™; t = 50-52 °C; t, = —26 °C i indeksa loma svjetlosti 1,385 pri
20 °C. Tesko je topljiv u vodi, mijeSa se s alkoholom i eterom.

Kemijska reakcija:

CH;

HC——C——OH

CHj3

+ HCl
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Kemikalije:
tert-butanol 9,9 ml (7,8 g; 0,11 mol) zapaljivo

HCI (konc.) 35 ml izaziva opekline,
nadrazuje diSni sustav

NaHCO, (w =5%) 5mL

MgSO,, bezvodni za susenje nadrazujuce
CaCl,, bezvodni oko 1 g (za suSenje) nadrazuje oCi
Pribor:

Erlenmeyerova tikvica od 200 ml s plutenim ¢epom,; stakleni Stapi¢; men-
zura (10 ml i 50 ml); lijevak za odjeljivanje od 100 ml; Erlenmeyerova tikvica
od 50 ml sa staklenim Eepom; tikvica s okruglim dnom od 25 ml; hladilo; lula;
Casa za vodenu kupel;.

Postupak:

U Erlenmeyerovu tikvicu od 200 ml ulije se 35 ml koncentrirane solne kise-
line. U radu s koncentriranom solnom kiselinom treba biti oprezan, upotreblja-
vati rukavice i paziti da ne dode do izlijevanja i prskanja. Potom se u tikvicu s
kiselinom oprezno doda 9,9 ml tert-butanola. Temperatura talista tert-butanola
jest t, = 25 — 26 °C, stoga je moguce da na sobnoj temperaturu bude u kru-
tom stanju i tada bocu s alkoholom treba staviti u toplu vodenu kupelj dok se
ne otopi. Nakon dodavanja alkohola u tikvicu s kiselinom smjesa se mijeSa
oko 5 minuta, odnosno dok bistra reakcijska smjesa ne postane mutna zbog
nastanka produkta koji se ne mijeSa s vodenom otopinom kiseline. Tikvica s
reakcijskom smjesom lagano se zacepi plutenim epom i ostavi oko pola sata,
uz Cesto potresanje.

Nakon stajanja i jasno uoCenih slojeva reakcijska se smjesa prelije u lije-
vak za odjeljivanje i odvoji se donji (vodeni) sloj. Gornjem sloju, koji sadrzava
produkt, doda se 5 ml razrijedene otopine natrijeva bikarbonata (5 %-tna oto-
pina), pozorno se izmucka uz Eesto otvaranje pipca (razvija se plin — koji?) i
ponovno se odvoji donji sloj. Sirovi tert-butil-klorid (,gornji sloj”) prenese se u
suhu Erlenmeyerovu tikvicu i suSi preko magnezijeva sulfata ili kalcijeva klori-
da (oko 1 g) 15-ak minuta.

Osuseni tert-butil-klorid ulije se preko suhog nabranog filtar-papira u ti-
kvicu s okruglim dnom (Nakon su$enja organske frakcije preko magnezijeva
sulfata ili drugog sredstva za suSenje treba ukloniti sredstvo za susenje filtra-
cijom. Nerijetko studenti navlaze filtar-papir vodom misleci da ¢e tako ubrzati
filtraciju ili zato Sto su tako radili kod vruce filtracije u prvoj vjeZbi kod prekrista-
lizacije benzojeve kiseline iz vode, §to je, naravno, ovdje pogresno; za ovakvu
filtraciju treba upotrijebiti SUHI nabrani filtar-papir). Zatim se sastavi aparatura
za jednostavnu destilaciju (slika 13). Za zagrijavanje tikvice upotrebljava se
vodena kupelj, a skuplja se destilat s temperaturom vrenja 48 — 52 °C. Pritom
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treba zabiljeziti to¢nu temperaturu pri kojoj alkil-halogenid pocne destilirati i
raspon vrelista. Destilat se hvata u suhu, prethodno izvaganu bocicu za uzor-
ke. Literaturno iskoriStenje reakcije za produkt jest 76 %.

Zadatak:

Opisite jedan primjer reakcije koja se u bioloskom sustavu odvija S, 2 ili
S, 1 mehanizmom. Objasnite jasno mehanizam i o Cemu ovisi brzina te reak-
cije i naglasite zna€aj odabrane reakcije u zivim sustavima (Mozete odabrati
primjer S, 2 ili S 1 mehanizma ili po jedan primjer za oba mehanizma).

zagrijavanja
(plamenik,
magnetska
mijesalica 1s1.)

Slika 13. Aparatura za jednostavnu destilaciju (ako se destilira zapaljiva
tekuc¢ina, onda se zagrijava preko vodene ili uljne kupelji, pret-
hodna slika)
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4. Elektrofilna aromatska supstitucija — nitroziranje:
Sinteza p-nitrozofenola [1] [2]

Karakteristicne reakcije aromatskih spojeva jesu reakcije elektrofilne sup-
stitucije. NajceS¢e i najpoznatije reakcije elektrofiine aromatske supstitucije
(EAS) jesu nitriranje, Friedel-Craftsovo alkiliranje, Friedel-Craftsovo aciliranje,
halogeniranje i sulfoniranje. Sve ove reakcije karakterizira upotreba kiselog ka-
talizatora koji je potreban za dobivanje odgovarajucéeg elektrofila. Tako je za ni-
triranje potrebna kiselina jac¢a od du$i¢ne te se naj¢eSce upotrebljava sumpor-
na kiselina s pomocu koje nastaje nitronijev elektrofil (NO,*). Pri halogeniranju
i Friedel-Craftsovim reakcijama upotrebljavaju se naj¢esce Lewisove kiseline
(AICI,, FeBr, i sl.), dok se sulfoniranje obi¢no provodi s pomocu koncentrirane
ili dimec¢e sumporne kiseline (oleuma).

NO,
e H,SO, R
‘ +HNO; ——— ‘ nitriranje
= s (0]
T Alcy, T R+ HCl
‘ +RCOCI ‘
aciliranje (Friedel-Crafts)
/ /
Br
TR FeBry T
‘ + Bn ‘ halogeniranje
/ /
SO;H
T H,80, T
‘ +80; ———= ‘ sulfoniranje
= =

Mehanizam:

Elektrofiine aromatske supstitucije reakcije su koje se odvijaju u dva stup-
nja. Prvi je korak sli¢an elektrofilnoj adiciji na alkene i ukljuuje napad elektrofila
na m—elektronski sustav, pri ¢emu nastaje kationski meduprodukt (arenijev kar-
bokation). Taj je korak spor i energetski nepovoljan (endoterman) jer se njime
gubi aromati¢nost, ali je arenijev ion ipak rezonancijski stabiliziran.

H g B
+ — E
. sporo E  brzo © IB

(arenijev ion -
rezonancijski stabiliziran)
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Kod reakcija adicija na alkene, u drugom stupnju, koji se odvija brzo, nu-
kleofil napada nastali karbokation (=elektrofil) te nastaje stabilan adicijski pro-
dukt. Medutim, kod reakcija elektrofiine aromatske supstitucije, u drugom je
stupnju energetski mnogo povoljnije odcjepljenje jednog protona, dakle elimi-
nacija, jer se pritom ponovno uspostavlja aromatski sustav. | ovdje je taj drugi
korak brz, ali je rezultat cijele reakcije supstitucija, stoga se reakcija naziva
elektrofilnom (prvi je korak napad na elektrofil) aromatskom (odvija se kod
aromatskih spojeva) supstitucijom (ukupni rezultat reakcije jest zamjena
protona drugim elektrofilom).

Elektrofilna aromatska supstitucija benzena daje produkte u kojima je ben-
zenska jezgra supstituirana i ti vezani supstituenti utje€u na nove elektrofilne
supstitucije tako Sto aktiviraju ili deaktiviraju aromatski prsten, odnosno imaju
induktivan i/ili rezonancijski u¢inak. Opc¢enito, elektron-donirajué¢e skupine ak-
tiviraju benzenski prsten jer ¢ine benzensku jezgru bogatijom elektronima, sto
olakSava napad elektrofila. Takve se reakcije obiéno mogu odvijati uz blaze
uvjete i s boljim iskoriStenjima. Suprotno tome, elektron-akceptorske skupine
,odvode” elektrone i tako osiromasuju benzensku jezgru te se napad elektro-
fila odvija teze, odnosno sporije.

Aktivirajuce skupine, dakle one koje aktiviraju benzensku jezgru u reakcijama
elektrofilne supstitucije, ujedno su i ortho- i para-usmijerivaci, $to znaci da usmje-
ravaju vezanje drugog supstituenta u ortho- i para-polozaje (o,p) na benzenskoj
jezgri. S obzirom na to koliko su elektron-donori jaki, razlikujemo jako aktiviraju¢e
skupine (amino-skupina, -NH,; supstituirana amino-skupina, -NHR ili -NR'R"; hi-
droksilna skupina; -OH, fenoksidna skupina, -O), umjereno aktiviraju¢e skupine
(amidna, -NHCOR; alkoksidna, -OR) i slabo aktiviraju¢e skupine (alkilne, -R).

Deaktivirajuée skupine, dakle one koje deaktiviraju benzensku jezgru u re-
akcijama elektrofilne supstitucije, uglavnhom su meta-usmjerivaci i usmjerava-
ju vezanje drugog supstituenta u meta-polozaj (m). JaCe elektron-akceptorske
skupine uglavnom su i jako deaktivirajuce skupine (nitro-skupina, —NO,; kva-
terne amonijeve soli, -NH,*, -NR," i sl.; trifluormetilna skupina, -CF; triklorme-
tilna skupina, -CCl, itd.), a umjereno aktivirajuce skupine jesu sve karbonilne
skupine u kojima je skupina vezana na benzenski prsten preko karbonilnog
ugljika (nitrilna skupina, -CN; aldehidna skupina, -CHO; keto-skupina, -COR;
amidna -CONH,, esterska, -COOR isl.) te sulfonska skupina (-SO,H).

Halogeni elementi jesu slabo deaktivirajue skupine jer induktivnim efek-
tom deaktiviraju benzensku jezgru, ali pripadaju ortho- i para-usmijerivacima,
8to se moze pripisati rezonancijskom efektu zbog moguceg doniranja elek-
tronskog para.

Nitroziranje: Sinteza p-nitrozofenola

Nitroziranje je elektrofilna aromatska supstitucija u kojoj se elektrofil, nitro-
zonijev ion (NO*) oslobada protoniranjem dusikaste kiseline (HNO,). Dusika-
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sta kiselina slaba je kiselina, ali i vrlo nestabilna jer se brzo raspada, stoga se
priprema in situ reakcijom natrijeva nitrita i jake, najéeS¢e sumporne, kiseline:

NaNO, + H,SO, — HNO, + NaHSO,

HO—NO + H,S0, NO® + HSO, + H,0

Za razliku od, primjerice, nitronijeva iona (NO,") koji je jako reaktivan elek-
trofil, nitrozonijev ion (NO*) slabije reagira i takva se supstitucija teSko odvija
na benzenu. Zbog toga se nitroziranje izvodi samo na aktiviranim aromatskim
prstenovima kao $to su fenol, naftol, N,N-dimetilanilin i naftilamini. Ove akti-
viraju¢e skupine ujedno i usmjeravaju nitrozonijev ion u ortho i para polozZaj
fenola. Para polozaj obi¢no se preferiran u odnosu na ortho zbog manje ste-
rickih smetnji, ali kad je para polozaj zauzet, onda je vecinski produkt ortho.
Nitrozospojevi su vazni kao meduprodukti jer se mogu prevesti u druge du-
Sikove spojeve, primjerice oksidacijom u nitrospojeve ili redukcijom u amine.

Fizikalna svojstva:

p-Nitrozofenol (C,H,NO,, M = 123,11) pri sobnoj temperaturi dolazi u obli-
ku svjetlosmedeg praha, temperatura taljenja iznosi t = 144 °C (raspada se).
Vrlo je dobro topljiv u acetonu, eteru i etanolu; a topljivost u vodi pri 38 °C
iznosi 0,32 g na 100 ml vode.

Kemijska reakcija:

- NaNoO, / 3{2304 S B / \ i
0-5°C

Kemikalije:

fenol 3,13 g (0,033 mol)  otrovno ako se udise, u dodiru s
kozom i ako se proguta, izaziva
opekline, Stetno, moguéa opa-
snost od neprolaznih ucinaka

NaOH u granulama 1,4 g (0,035 mol) izaziva teSke opekline

NaNO, 2,8 g (0,04 mol) otrovno, u dodiru sa zapaljivim
materijalom moze uzrokovati
pozar (oksidirajuce)

konc. H,SO, 4,2 ml (0,08 mol) izaziva teSke opekline

led, NaCl
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Pribor:

¢asa od 250 ml i 100 ml; trogrla tikvica od 250 ml; Erlenmeyerova tikvica
od 100 ml; lijevak za dokapavanje od 50 ml; termometar; ledena kupelj; odsi-
sna boca od 300 ml; Buchnerov lijevak ¢ 5 cm; filtar-papir.

Postupak:

U Erlenmeyerovoj tikvici od 100 ml priredi se vodena otopina NaOH tako
Sto se otopi 1,4 g krutog NaOH u 75 ml destilirane vode. U ¢asi od 250 ml
izvaze se 3,13 g fenola (u digestoru!) i doda se pripremljena vodena otopina
NaOH te se smjesa mijeSa staklenim Stapicem. Uz stalno mijeSanje, smjesi se
doda 2,8 g NaNO,, a potom se smjesa ohladi izvana smjesom leda i kuhinjske
soli na 0 °C. Kad se smjesa ohladi na 0 °C, prebaci se u trogrlu tikvicu od 250
ml u Cije se jedno grlo stavi termometar, u drugo lijevak za dokapavanje, dok
se trece grlo zaCepi Cepom. Trogrla tikvica stavi se u ledenu kupelj koju &ini
smjesa vode, leda i kuhinjske soli. U ¢a8i od 100 ml priredi se vodena otopina
sumporne kiseline tako Sto se u 21 ml destilirane vode u ¢asi oprezno i polako
dodaje 4,2 ml H,SO, (nikad ne dodavati obratno, odnosno vodu u kiselinu!!!),
a zatim se €aSa hladi izvana sve dok se temperatura otopine ne spusti ispod
3 °C. Ovako priredena i rashladena otopina H,SO, stavi se u lijevak za doka-
pavanje na trogrloj tikvica koja se cijelo vrijeme hladi u ledenoj kupelji. Vodena
otopina sumporne kiseline dodaje se postupno tijekom pola sata iz lijevka za
dokapavanje:Cijelo se vrijeme reakcijska smjesa mijeSa preko magnetske mi-
jeSalice te se prati njezina temperatura koja ne smije prijeéi 5 °C (inace dolazi
do osmoljavanja!). Ako temperatura po¢ne rasti, treba priviemeno prestati s
dodavanjem sumporne kiseline. Nakon sto se dodala sva otopina kiseline iz
lijevka, reakcijska se smjesa mijesa jos pola sata tijekom kojih se stvara smedi
talog produkta. Produkt se odsiSe preko Blichnerova lijevka i ispere hladnom
vodom te dobro ocijedi s pomocu Spatule ili staklenog ¢epa. Dobiveni talog
prebaci se na ladicu od finog filtar-papira i susi na zraku. Produkt se izvaze
i izraCuna se iskoristenje prema teoretskom i literaturnom (literaturno iskori-
Stenje iznosi 3,1 g) te se izmjeri taliSte kako je opisano u vjezbi 1.c (str. 31.).

Vrijeme i H,SO, (aq)

Slika 14. Aparatura i izvodenje reakcije nitroziranja fenola
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Zadatak:

Napisite Kolbe—Schmittovu reakciju i jasno objasnite njezin mehanizam.
Navedite najvazniju primjenu ove reakcije i opiSite kako se ona izvodi u indu-
strijskim uvjetima.
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5. Nukleofilna acilna supstitucija — esterifikacija:
Sinteza acetilsalicilne kiseline [5]

U najvaznije derivate karboksilne kiseline (RCOOH) ubrajamo sljedece
spojeve s karbonilnom skupinom: acil-halogenidi, anhidridi, esteri i amidi. Za-
jedni¢ka osobina svih ovih spojeva jest da na ugljik karbonilne skupine imaju
vezanu skupinu koja je slaba baza ili skupinu koja se lako moze prevesti u
slabu bazu, dakle, dobru izlazec¢u skupinu (L). Zato ovi spojevi podlijeZu reak-
cijama nukleofilne acilne supstitucije, za razliku od aldehida i ketona kojima su
karakteristiCne reakcije nukleofilne adicije:

Nukleofilna
— — + L7 acilna
N supstitucija
karboksilne kiseline i derivati
. NuKleofilna
R'iliH R'iliH s es
adicija

(0
R R'ili H
Reakcija nukleofilne supstitucije u kojoj karboksilna kiselina i alkohol daju
ester naziva se joS i Fischerova esterifikacija prema njemackom kemicaru
Emilu Fischeru. Reakcija je reverzibilna, a reakcija koja se odvija u obrnutom
smjeru jest hidroliza estera.

R

(%*o

(%

aldehidi i ketoni

Mehanizam reakcije:

Slobodan elektronski par na kisiku karbonilne grupe moze se protonirati
samo s pomocu jake kiseline (zato se u reakcijama esterifikacije upotrebljava
koncentrirani HCI ili, najcesc¢e, H,SO,). Protoniranje pretvara ugljik-karbonilne
skupine u snazan elektrofil. lako jake kiseline reverzibilno protoniraju mali dio
molekula karboksilne kiseline (kataliticki!), takve molekule postaju izvanredan
supstrat i za slabije nukleofile kao sto je alkohol. Pritom se stvara tetraedarski
adukt koji je nestabilan jer tezi ponovnom stvaranju karbonilne skupine te se
ponovnim protoniranjem (jedne od dviju OH skupina) stvara dobra izlazna
skupina (H,O). Jednako bi tako izlazna skupina mogla biti ROH, pri ¢emu bi
se dobile pocetne molekule kiseline i alkohola, stoga je reakcija reverzibilna.
Gubitak vode usmjerava reakciju prema nastajanju estera:

u
R EE— (r
tetraedarski

Oz
OH
R .O.H adukt

" H — H
oH H C “OH / +to— 0
o or o "
R- S — R \-"\H —_— R R
0O—R' R 0O—TR o}

o}

—FR'
tetraedarski
adukt



Gubitak vode iz tetraedarskog adukta takoder je reverzibilan te, kao Sto
alkohol ROH napada protoniranu karboksilnu kiselinu RCOOH, tako i H,O
napada protonirani ester (= hidroliza estera). Zapravo, svaki je korak u nizu
od karboksilne kiseline do estera u ravnotezi, a kona¢na konstanta ravnoteze
iznosi priblizno 1. Stoga, da bi reakcija esterifikacije bila iskoristiva, potrebno
je pomicati ravnotezu udesno, $to se postiZe ili dodavanjem jednog od rea-
gensa u suvisku (alkohol ili karboksilna kiselina) ili odvodenjem produkata.
Reagens koji se dodaje u suvisku najéesce je onaj kaiji je jeftiniji te se obi¢no
reakcija odvija u otopini alkohola ili karboksilne kiseline (ne upotrebljava se
posebno organsko otapalo za odvijanje reakcije), a voda se naj¢esce uklanja
iz reakcije istovremeno kako nastaje destilacijom ili se reakcija odvija u prisu-
stvu dehidratacijskog sredstva (primjerice silikagela).

Primjerice, u reakciji octene kiseline s etanolom konstanta ravnoteze iznosi
priblizno 4. To znadi da se, kad se polazi od 1 mola kiseline i 1 mola alkohola,
nakon uspostavljanja ravnoteze u reakcijskoj smjesi nalazi priblizno 2/3 mola
estera, odnosno vode, i 1/3 mola octene kiseline i etanola. Nastali ester ima
nize vreliste od vode (¢, etil-acetata jest 77 °C) pa se tijekom reakcije uklanja
iz smjese destilacijom. Medutim, destilat nije Cisti etil-acetat, ve¢ smjesa 83 %
etil-acetata, 8 % etanola i 9 % vode koja vrije pri 70 °C (= ternarni azeotrop).
Cisti etil-acetat iz ove se smjese moze dobiti ekstrakcijom.[7]

Umijesto iz karboksilne kiseline, esteri se mnogo lakSe i s vec¢im iskoriSte-
njima mogu dobiti iz acil-klorida ili anhidrida i alkohola. Reakcija esterifikacije
iz acil-klorida i alkohola obi¢no se provodi uz neku bazu (primjerice, piridin)
koja veze HCI, nusprodukt ove reakcije. Na taj se na¢in moze posti¢i potpu-
na ireverzibilnost reakcije te, ako se provodi u suhim uvjetima, ne¢e doéi do
hidrolize nastalog estera. Nastala piridinijeva sol lako se ekstrakcijom odvaja
od esterskog produkta.

U reakciji anhidrida i alkohola nastaju ester i karboksilna kiselina, a nastala
karboksilna kiselina moze se reciklirati tako da se ponovno dobije anhidrid
koji se upotrebljava za esterifikaciju. Acetilsalicilna kiselina ili aspirin prvi je
i najpoznatiji analgetik, antiinflamatorik (ima protuupalni ucinak) i antipiretik.
U laboratoriju, ali i industrijski, najéeSce se prireduje reakcijom esterifikacije u
kojoj se kao alkoholna komponenta upotrebljava fenolna OH skupina salicilne
kiseline u reakciji s acetanhidridom. Kao katalizator se upotrebljava jaka mi-
neralna kiselina, najéeS¢e sumporna ili fosforna. U industrijskoj se proizvodniji
octena kiselina, koja se dobije uz produkt (aspirin), reciklira i iz nje se ponovno
prireduje acetanhidrid koji se opet moze upotrijebiti za esterifikaciju. Stoga
ovaj postupak ima prednost pred upotrebom acetil-klorida za esterifikaciju u
reakciji s OH-skupinom salicilne kiseline jer se u reakciji s acetil-kloridom oslo-
bada solna kiselina Cije uklanjanje u industrijskim uvjetima poskupljuje cijeli
proces i €ini ga manje ekoloski prihvatljivim.
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Fizikalna svojstva:

o-Acetilsalicilna kiselina (2-acetoksibenzojeva kiselina) (C,H,O,, M =
180,16) dolazi kao kristalini¢ni prah bez boje (ili bijele boje) i bez mirisa, ima
temperaturu taljenja t, = 135 °C te vreliSta t = 140 °C (raspada se), a gustoca
joj je u teku¢em stanju p = 1,40 g/ml. Topljivost joj u vodi iznosi 3 mg/ml pri 20
°C, a u DMSO-u 30 mg/ml pri 20 °C.

Kemijska reakcija:

o]

0
TR OH e f H30" Sy OH
+ 0 * 0 + CH:COOH
A OH H30‘< 7 o—<
0 CHs
Kemikalije:
salicilna kiselina 29 (0,015 mol)  Stetno ako se proguta i za oci

acetanhidrid (p 1,082 g/ml) 5 ml (0,053 mol) zapaljivo, izaziva opekline

konc. H,SO, 5 kapi izaziva teSke opekline
etanol 8 ml lako zapaljivo, Stetno
led

Pribor:

Erlenmeyerova tikvica od 100 ili 150 ml; menzura; ¢asa za vodenu kupelj;
posuda za ledenu kupelj; Blichnerov lijevak ¢ 5 cm; ¢asa.

Postupak:

Odvaze se 2,0 g salicilne kiseline i stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 100
ili 150 ml. Doda se 5 ml anhidrida octene kiseline i 5 kapi koncentrirane sum-
porne kiseline (oprezno dodavati u digestoru!). Reakcijska se smjesa pozor-
no zagrijava u vrijucoj vodenoj kupelji (kristalizirka ili ¢a8a s vodom) desetak
minuta. Tikvica se potom izvadi iz vodene kupelji te se doda 10 ml destilirane
ledene vode kako bi se raspao viSak anhidrida. Otopina se hladi u ledenogj
kupelji, uz povremeno mijeSanje staklenim Stapi¢em, sve do prestanka stva-
ranja kristala acetilsalicilne kiseline. Sastavi se aparatura za vakuum-filtraciju
te se kristali produkta prebace na Blchnerov lijevak. Isperu se s 10 ml hlad-
ne vode, a potom suSe na zraku. Mogu se susiti u susioniku na temperaturi
od 100 °C oko pola sata ili se ostave do sljedeceg termina vjezbi u eksika-
toru. lzvaze se suha acetilsalicilna kiselina, odredi se temperatura taljenja
i izraCuna iskoristenje.
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Ako temperatura taljenja odstupa od literaturne vrijednosti za Cistu acetil-
salicilnu kiselinu (135 °C) za viSe od 10 °C, treba je prekristalizirati iz etanola.
Kristale acetilsalicilne kiseline tada treba staviti u ¢asSu i dodati 8 ml etanola
i 25 ml vode. Smjesa se zagrijava preko vodene kupelji na 60 °C dok se sva
kiselina ne otopi. Casa se potom prekrije satnim staklom, izvadi iz kupelji i
ostavi hladiti. MoZe se staviti u ledenu kupelj da se potakne kristalizacija. Kri-
stali se odvoje od filtrata vakuum-filtracijom te isperu hladnom vodom. Nakon
susenja izvaze se prekristalizirana acetilsalicilna kiselina i izracuna iskoriste-
nje te se odredi temperatura taljenja kako je opisano u vjezbi 1.c (str. 31.).
Snimi se IR spektar Cistog produkta (viezba 9) i usporedi se s IR spektrom
andola (u Dodatku V).

Zadatak:

Paracetamol je joS jedan poznati analgetik i antipiretik. Navedite i opiSite
dvije poznate sinteze kojima se dobije paracetamol, po€evsi od fenola. Napi-
Site sve odgovarajuce jednadzbe reakcija te pokusajte usporediti i procijeniti
prednosti i nedostatke jedne i druge sinteze. Kojem biste postupku ipak dali
prednost i zasto?
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6. Cannizzarova reakcija:
Sinteza benzojeve kiseline i benzil-alkohola [1] [2]

Oksidacija je proces otpustanja elektrona, stoga rezultira pove¢anjem ok-
sidacijskog broja nekog atoma, a redukcija je suprotan proces u kojem se
oksidacijski broj smanjuje zbog primanja elektrona. Oksidacija i redukcija dva
su komplementarna procesa jer je oksidacija jedne kemijske vrste vezana
uz redukciju druge (,redoks-reakcije”). U organskoj kemiji oksidacija se Cesto
moze prepoznati kao reakcija kojom organski spoj povecava udio kisika i/ili
smanjuje udio vodika u molekuli, a redukcija, suprotno tome, povecava udio
vodika i/ili smanjuje udio kisika.

Oksidacijsko stanje organskih molekula odreduje se uz pretpostavku da
oksidacijsko stanje elementarnog ugljika iznosi nula. Vezanje s atomom koji je
elektronegativniji od ugljika naziva se oksidacijom, a stvaranje veze s atomom
koji je elektropozitivniji (manje elektronegativan) od ugljika naziva se redukci-
jom. Prema tome se racuna i oksidacijski broj ugljika u organskim spojevima:
za svaku vezu ugljika s elektropozitivnijim atomom (vodik i metali) oksidacij-
sko se stanje ugljikova atoma mijenja za -1. Za svaku vezu s elektronegativ-
nijim atomom, poput vecine heteroatoma (N, S, O, F, Cl), oksidacijsko stanje
ugljiika mijenja se za +1. Dvostruke, odnosno trostruke veze izmedu ugljika i
elektronegativnijeg heteroatoma rac¢unaju se kao dva, odnosno tri puta (+1).
Veze medu atomima ugljika ne raCunaju se pri odredivanju oksidacijskog sta-
nja, odnosno ne mijenjaju oksidacijski broj.

Za oksidaciju, odnosno redukciju organskih spojeva, obi¢no se upotreblja-
vaju anorganski reagensi. UobiCajeni oksidansi spojevi su kroma s visokim
oksidacijskim brojem, npr. kromna kiselina, zatim dusicna kiselina (HNO,),
kalijev permanganat (KMnO,), ozon (O,) i slicno. Primjerice, Jonesov reagens
(smjesa CrQ, ili Na,Cr,O, u sumpornoj kiselini koja stvara kromnu kiselinu in
situ, a kao otapalo se upotrebljava aceton) upotrebljava se za oksidaciju pri-
marnih alkohola u karboksilne kiseline te sekundarnih alkohola u ketone.

Za redukciju se upotrebljavaju reagensi kao 5to su nascentni vodik (=
atomski vodik u nastajanju) dobiven djelovanjem kiselina ili alkohola na meta-
le (Fe, Sn, Li, Na, Cu), elementarni vodik uz katalizator (Ni, Pd, Pt), polisulfidi
te kompleksni metalni hidridi (LiAIH,, NaBH,). Postoji jo§ mnogo drugih rea-
gensa za redoks-reakcije, a $to ¢e se upotrebljavati za odredenu reakciju ovisi
o vrsti oksidacije ili redukcije, trazenoj stereokemiji, potrebnoj selektivnosti s
obzirom na razli€ite skupine koje se mogu oksidirati ili reducirati i sli¢no.

Posebna vrsta redoks reakcije jest Cannizzarova reakcija koja se odvija
kad se aldehidi koji nemaju a-vodik (npr. benzaldehid i furfural) stave u otopi-
nu hidroksida. Tada se jedna molekula aldehida oksidira s pomocu druge koja
se reducira pa kazemo da se molekule aldehida disproporcioniraju, stoga ne
treba dodavati reducens, odnosno oksidans. Ostali aldehidi, koji imaju a-vo-
dik, u otopini hidroksida podlijezu aldolnoj reakciji (vidi sliedecu vjezbu!).
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Mehanizam reakcije:

Prvi korak Cannizzarove reakcije jest nukleofilna adicija hidroksilne sku-
pine na karbonilnu skupinu aldehida. Nastali adicijski meduprodukt jest redu-
cens jer otpusta hidridni ion koji se adira na karbonilnu skupinu druge molekule
benzaldehida i tako je reducira. Ovaj je korak, dakle, oksidacijsko-redukcijski
te nastaju alkoksid i benzojeva kiselina. Nastala benzojeva kiselina, kao jaca
kiselina, protonira alkoksid (ja¢a baza) i u ovom se koraku reakcija odvija u
jednom smijeru, za razliku od prethodnih koraka koji su reverzibilni. Naime,
nastaje par slabije kiseline (benzil-alkohol) i slabije baze (benzoat), stoga je
ravnoteza reakcije na strani produkata. Benzoat se od benzil-alkohola odvaja
ekstrakcijom i s pomocu jake mineralne kiseline prevodi u benzojevu kiselinu:

— H H
|~ } [
\ / C—0O + OH C—oO0
\_/ |
OH
adicijski meduprodukt
C=—0 + @C—O_ c—o 1= Cc=—0
o alkoksid 11 G
H
| 5t
- @?_OH + TZO @COOH
H o~
Dbenzil-alkohol benzoat benzojeva kiselina

Fizikalna svojstva:

Benzil-alkohol (C,H,O, M = 108,10) pri sobnoj je temperaturi bezbojna
tekucina temperature vrelista t = 205,4 °C i gustoce p = 1,049 g/ml, a tempe-
ratura taljenja iznosi t, = -15,3 °C. Topljivost u vodi mu je 4 g/100 ml pri 17 °C,
u etanolu 66,7 g/100 ml, a topljiv je i u eteru.

Benzojeva kiselina (C,H.O, M = 122,10) dolazi u obliku bezbojnih mo-

762
noklinski igliCastih kristala temperature taljenja t, = 122,4 °C i vrelista t = 249,2

°C te gustoce p = 1,2659 g/ml. Slabo je topljiva u vodi, vrlo dobro u etanolu,
dok je u eteru netopljiva.

Kemijska reakcija:

(o]
2 QC/ %QCOO' + @CHQOH
\
H
g
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Kemikalije:

benzaldehid 8 mi Stetno ako se proguta
(o = 1,045 g/ml; 8,36 g; 0,078 mol)
NaOH (w = 25 %) 20 ml izaziva teSke opekline
diklormetan 30 ml nadrazujuce, otrovno
(kancerogeno?)
MgSO, (bezvodni) za susenje nadrazujuce
HCI koncentrirana izaziva opekline,

nadrazuje disni sustav
lakmus-papir
aktivni ugljen
Pribor:

tikvica s okruglim dnom od 100 ml; Liebigovo hladilo; lijevak za odjeljivanje
od 100 ml; Erlenmeyerove tikvice od 100 ml; lijevak; odsisna boca 150 — 200
ml; Blchnerov lijevak; vodena kupelj; uredaj za destilaciju s tikvicom od 100 ml i
25 ml; (vakuum-) lula.

Postupak:

Za reakciju je vazno da se upotrebljava svjeze destilirani benzaldehid
(t, =178 — 179 °C). Naime, na zraku se benzaldehid lako oksidira u benzo-
jevu i perbenzojevu kiselinu (tehni¢ki benzaldehid moze se prodistiti prema
postupku opisanom u Dodatku I!). U tikvicu s okruglim dnom od 100 ml stavi
se 20 ml otopine natrijeva hidroksida (w = 25 %) i 8 ml svjeZe destiliranog ben-
zaldehida te se smjesa dobro (ru¢no) mucka desetak minuta, uz povremeno
otvaranje tikvice. Treba voditi rauna o tome da otopina hidroksida nagriza
staklo pa se tikvica nikako ne smije ostaviti zaepljena staklenim ¢epom dulje
vrijeme ili se umjesto staklenog moZe upotrijebiti pluteni €ep. Muékati treba
kako bi nastala gusta emulzija i tada se tikvica ostavi preko nodi, ali prije stav-
ljanja Eepa brus tikvice iznutra treba obrisati Cistom krpom (oprezno jer otopi-
na natrijeva hidroksida izaziva opekline!). U sljede¢em terminu vjezbi u tikvicu
se stave kamencici za vrenje, a na tikvicu se stavi povratno hladilo. Ponovno,
da ne bi doslo do sljepljivanja aparature zbog otopine hidroksida, na gornji dio
brusa okrugle tikvice moZe se tanko namazati sloj silikonske masti prije stav-
ljanja hladila. Reakcijska se smjesa refluksira zagrijavanjem preko elektricne
grijace plo¢e (treba klju€ati, ali ne preburno!) otprilike 0,5 — 1 sat, pri ¢emu
uljasti sloj benzaldehida treba potpuno nestati. Reakcijska se smjesa ohladi
(ako se natrijev benzoat po¢ne taloZiti, treba dodati vode dok se ne otopi) i
prenese u lijevak za odjeljivanje. Benzil-alkohol ekstrahira se triput iz vodene
otopine s po 10 ml diklormetana. Vodeni sloj u kojem je otopina natrijeva ben-
zoata (razmislite koji je to sloj, gornji ili donji?) spremi se za drugi dio vjezbe.
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Ekstrakt diklormetana zatim se susi u suhoj zaCepljenoj Erlenmeyerovoj tikvici
preko bezvodnog natrijeva ili magnezijeva sulfata (susi se barem pola sata;
za to vrijeme sastaviti aparaturu za jednostavnu destilaciju, slika 13). Suhi
diklormetanski ekstrakt filtrira se preko lijevka sa suhim nabranim filtar-papi-
rom u uredaj za jednostavnu destilaciju s tikvicom od 100 ml. Diklormetan se
ukloni destilacijom na vodenoj kupelji (vreliste 40 °C) ili s pomocu rotacijskog
uparivaca. U prvom sluc€aju u tikvicu treba staviti kamencice za vrenje ako se
za zagrijavanje vodene kupelji upotrebljava grija¢a ploca. Sirovi benzil-alkohol
potom se prebaci u manju okruglu tikvicu (od 25 ml) s kamenci¢ima za vrenje
i destilira pri 198 — 205 °C (zabiljeziti tocnu temperaturu vrelista!) izravnim
zagrijavanjem tikvice mikroplamenikom i preko zra¢nog hladila (ili se iz Liebi-
gova hladila ispusti voda!) te se destilat skuplja u izvagani predlozak. lzvaze
se i izracuna iskoristenje (literaturno iskoristenje jest 2,3 g; treba izraCunati
teorijsko iskoristenje i vlastito iskori$tenje u odnosu na teorijsko i literaturno).

Vodenoj otopini natrijeva benzoata uz mijeSanje se dodaje koncentrirana
solna kiselina do pH 2— 3 (dodaje se polako i provjerava lakmusom). Protoni-
ranjem benzoata nastaje benzojeva kiselina netopljiva u vodi i stoga se talozi
(bijeli talog). Talog se skupi filtracijom kako je opisano u 1. vjezbi i osusi na
zraku. Cista se benzojeva kiselina izvaZe i izradunaju se iskoristenja (literatur-
no iskoristenje jest 3,0 g).

Snimite i usporedite FT-IR ili ATR spektre benzaldehida i produkata (vjez-
ba 9; teorija spektroskopije i postupak opisani su u Dodatku Ill!). Za FT-IR
tekuéi se uzorci nanose na plocice od natrijeva klorida. Treba izbjegavati do-
dirivanje glatke povrsine plocice NaCl golim prstima jer vlaga otapa plocice.
Nakon snimanja plocicu treba isprati suhim diklormetanom (ili kloroformom) i
osusiti. Spektar krutog uzorka (benzojeve kiseline) treba snimiti tehnikom KBr
pastile. Pri snimanju ATR spektara, uzorci se, tekuci i kruti, stavljaju izravno na
uredaj (ATR kristal, dijamant i sl.), bez prethodne pripreme.

Napomene:

Umjesto diklormetana, za ekstrakciju benzil-alkohola moZe se upotrijebiti
jednaka koli€ina dietil-etera. Nakon su8enja za otparavanje etera u digestoru
se sastavi aparatura za jednostavnu destilaciju, ali se umjesto obi¢ne stavlja
vakuum-lula koja je gumenom cijevi spojena s izlievom (slika 15). Zagrijava
se magnetskom mijeSalicom s grijanjem vodene kupelji na 50 — 60 °C. Kad se
upotrebljava magnetska mijeSalica, magneti¢ u tikvici ima ulogu kamencic¢a za
vrenje. Ako je to moguce, eter se mnogo brzZe i sigurnije moZe oddestilirati u
rotacijskom uparivacu.
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Zadatak:

OpiSite Swernovu oksidaciju i objasnite njezin mehanizam. Navedite pri-
mjenu ove reakcije i jasno naznacite $to se oksidira, a $to reducira u ovoj re-
akciji te oznacite oksidacijske brojeve na ugljikovim atomima koji se mijenjaju
u reakciji. KritiCki se osvrnite na ovu reakciju i istaknite neke njezine prednosti
i nedostatke u usporedbi s drugim sli€nim redoks-reakcijama.

Slika 15. Aparatura za destilaciju (otparavanje) etera
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7. Aldolna kondenzacija:
Sinteza dibenzilidenacetona [2]

Ako se aldehid koji ima a—proton (proton na ugljiku koji je vezan na kar-
bonilni ugljik) stavi u otopinu hidroksida, nastaje enolatni ion koji kao nukleofil
napada elektrofilni ugljik karbonilne skupine druge molekule aldehida. Dolazi
do aldolne reakcije i nastaje B-hidroksialdehid (= ALDOL). Cesto u sljede-
¢em koraku, a joS i lakSe ako se reakcija zagrijava, dolazi do dehidratacije i
nastaje a ,B-nezasi¢eni aldehid pa onda kazemo da se odvija aldolna kon-
denzacija. Aldolna se reakcija moZe odvijati i kod ketona, ali teZe jer su ketoni
slabije reaktivni od aldehida; kako su ove reakcije reverzibilne, kod ketona je
ravnoteza obi¢no viSe na strani ketona, a manje na strani $-hidroksiketona.

Aldolna kondenzacija €esto je primjenjivana reakcija za sintezu novih C-C
veza. U reakciji se mogu upotrijebiti i dva razli¢ita aldehida, dva razliCita keto-
na ili aldehid i keton te se takve reakcije nazivaju mijeSanima (ili unakrsnim)
aldolnim reakcijama. Teoretski, takve reakcije mogu istovremeno dati Cetiri
razliCita produkta, $to sintetski najéeS¢e nije korisno. Stoga se obi¢no primje-
njuje varijanta mijeSane aldolne reakcije, tzv. Claisen-Schmidtova konden-
zacija. Kod takvih mijeSanih aldolnih reakcija obi¢no se upotrebljava keton u
reakciji s aldehidom bez o -protona kako bi samo keton dao enolatni ion koji
napada karbonilnu skupinu aldehida. Budu¢i da je karbonilna skupina keto-
na slabije reaktivnha od aldehidne, enolatni ion koji potjeCe iz ketona reagira
prvenstveno s aldehidom, a ne s drugom molekulom ketona. Kako bi se to
jos viSe pospjeSilo, aldehid se stavlja u otopinu hidroksida, a keton se onda
dodaje postupno u manjim obrocima.

Aceton ima dvije metilne skupine s o -protonima, stoga u reakciji s ben-
zaldehidom u otopini hidroksida moZe doci do dvije aldolne kondenzacije. Do
kondenzacije dolazi spontano vec i pri sobnoj temperaturi jer nastaje spoj u
kojemu su karbonilna i dvostruka veza konjugirane i s aromatskim prstenom.
Pritom prvo vjerojatno nastaje (mono)benzilidenaceton (C,H,CH=CH,COCH.)
koji je reaktivniji od samog acetona, stoga u drugom koraku stvara enolat-ani-
on koji reagira s jo§ jednom molekulom benzaldehida. Kona&ni produkt, di-
benzilidenaceton, spoj je koji se nekad upotrebljavao kao aktivan sastojak
krema za suncanje zbog dobre apsorpcije Stetnih UV zraka (A =331 nm).

Ukupna reakcija:

H H
o]
o /ﬂ\ o NaOH etanol
i H,C CH, 20 25 °C
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Mehanizam reakcije:

U pocetnom stupnju dolazi do uklanjanja protona metilne skupine (o -pro-
ton!) s pomocu hidroksida i nastaje enolat acetona. Enolat acetona rezonan-
cijski je stabiliziran:

0] (O o
t o4 —— OH, + N —— A
H,C CHS‘\/ H,C CH, H,C CH,

Potom dolazi do nukleofilnog napada enolata na ugljikov atom aldehidne
skupine benzaldehida:

o
7)) )
o /_\ 0 OH ©
)k - + [ +H,0
CH; CH, _
-~ OH

B-hidroksikarbonilni spoj ponovno se deprotonira na a-ugljikovu atomu
te dolazi do eliminacije OH skupine i nastaje prvi produkt, (mono)benzilide-
naceton:

OH O

Bududi da se u reakciji dodaje benzaldehid u suviSku, cijela se reakcija
ponavlja i na drugoj metilnoj skupini koja potjece iz acetona. Dakle, nakon §to
se proton a,B-nezasi¢enog karbonilnog spoja ukloni s pomoc¢u hidroksidnog
iona ponovno nastaje enolat:

(
0 /\ « ™ «
CH CH
N CH, + -OH OH, 2 2
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Slijedi nukleofilni napad enolata na ugljikov atom aldehidne skupine druge
molekule benzaldehida te jednak mehanizam kao s prvim molom benzaldehida:

0 ‘kol o o
e —
0 o (0] OH
AN + OH2 AN O

-OH

Fizikalna svojstva:

Dibenzilidenaceton (dibenzalaceton, 1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-on;
C,,H,0, M = 234,29) dolazi u obliku zutih kristala i ima temperaturu taljenja
t, =112 — 114 °C. Ne otapa se u vodi, slabo je topljiv u eteru i alkoholu, ali se

dobro otapa u acetonu i kloroformu.

Kemijska reakcija:

H H
o)
@/KO )L 0 NaOH etanol
T H,CT TCH, T 20-25°C

Kemikalije:

benzaldehid 3,0 ml (3,15 g; 0,0297 mol)  Stetno ako se proguta

aceton 1,0 ml (0,79 g; 0,0135 mol)  lako zapaljivo,
nadrazuje oCi

etanol (w =95 %) 25 ml + za prekristalizaciju lako zapaljivo, Stetno
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NaOH (w=10%) 5ml izaziva teSke opekline

5 % CH,COOQH u etanolu lako  zapaljivo, Stetno,
octena kiselina izaziva
opekline

Pribor:

2 Erlenmeyerove tikvice od 100 ml (jedna sa Sirokim grlom, jedna s Ce-
pom); staklena ¢a8a od 50 ili 100 ml; menzura od 25 ml; odsisna boca; Blich-
nerov lijevak; elektriCna grijac¢a ploca; lakmus-papir.

Postupak:

U Erlenmeyerovoj tikvici od 100 ml otope se benzaldehid i aceton u eta-
nolu. Otopina natrijeva hidroksida razrijedi se s 25 ml vode i postupno doda
reakcijskoj otopini uz ru¢no mijeSanje. Reakcijska se tikvica zatvori i intenziv-
no mijeSa/mucka 10 minuta uz povremeno otvaranje tikvice kako bi se tlak u
tikvici izjednacio s atmosferskim.

Smjesa se potom ostavi 45 minuta na sobnoj temperaturi uz povremeno
mijesanje (otvarati povremeno tikvicu radi izjednacavanja tlakova!). Pri mije-
§anju nastaje dibenzilidenaceton u obliku emulzije, a nakon toga se kristalizira
u obliku Zutih kristala. Kristali se odsiSu s pomoc¢u Bichnerova lijevka i isperu
s 10 ml vode. Lakmus-papirom treba provjeriti je li filtrat pri izlazu iz Buchne-
rova lijevka luznat. Ako filtrat reagira luznato, kristale prebaciti u okruglu tikvi-
cu i dodati oko 10 ml hladne 5 %-tne octene kiseline u 95 %-tnom etanolu.
MijeSati suspenziju i zatim ponovno filtrirati preko odgovaraju¢eg Blchnerova
lijevka. Kristale u lijevku isprati malom koli¢inom (< 1 ml) hladnog 95 %-tnog
etanola. Kristali se suse medu listovima grubog filtar-papira. Suhi se kristali
prekristaliziraju u Erlenmeyerovoj tikvici (100 ml sa Sirokim grlom) preko elek-
tricne grijace plocCe iz vru¢eg etanola (postupno dodavati minimalne koli€ine
etanola!). Nakon suSenja izvagati Ciste kristale, izmjeriti temperaturu talista
kako je opisano u vjezbi 1.c (str. 31.), snimiti UV-spektar (vjezba 9) i izracunati
iskoriStenje. Literaturno iskoriStenje iznosi 2,0 g.

Zadatak:

Pronadite u literaturi izvor koji opisuje upotrebu dibenzilidenacetona u
kremama za sun&anje. Citirajte taj izvor i ukratko opiSite na ¢emu se bazi-
ra zastita ovim spojem od Stetnog sunceva zraCenja. Navedite joS neke pri-
mjere aktivnih tvari u kremama za sunc€anje i navedite na kojem principu
djeluju zastitno.
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8. Izolacija kazeina, albumina i laktoze iz mlijeka [1] [7]

Izolacija je, u Sirem smislu, izdvajanje produkta iz reakcijske smjese. Pri-
tom se primjenjuju metode procis¢avanja koje su uglavhom opisane u pret-
hodnim vjezbama. U uzem smislu, izolacija znaci izdvajanje nekog spoja iz
prirodnog materijala. lako je organska sinteza znacajno napredovala te se
danas sintetski moze prirediti veliki broj organskih spojeva koji su poznati u
prirodi (prirodni spojevi) kao i sasvim novih spojeva (sintetski spojevi), izola-
cije prirodnih materijala jo$ su uvijek veoma znacajne. Naime, mnogi prirod-
ni spojevi imaju primjenu u svakodnevnom Zivotu ¢ovjeka, a sintetski se ne
mogu dobiti ili je njihova sinteza zahtjevna i skupa. Primjerice, kazein koji se
upotrebljava kao ljepilo, jo$ uvijek se dobiva samo izolacijom iz mlijeka. Osim
toga, postoje i polusintetski spojevi koji se dobivaju tako Sto se prirodni spo-
jevi izolirani iz prirodnih materijala sintetski modificiraju za odredenu upotrebu
(npr. brojni polusintetski antibiotici dobiveni modifikacijama penicilina).

Mlijeko u prosjeku sadrzava oko 87 % vode i 13 % suhe tvari. Sadrzava
vazne vitamine, minerale, proteine, ugljikohidrate i lipide, gotovo sve §to je po-
trebno za rast i razvoj, osim vitamina C i Zeljeza. Punomasno mlijeko sadrza-
va oko 4 % lipida (masti). Masnoc¢e u mlijeku uglavnom su trigliceridi; zasicene
su oko dvije trecine svih masnih kiselina, a jednu trecinu Cine nezasi¢ene
masne kiseline. Ostali lipidi uklju¢uju malu koli¢inu kolesterola, fosfolipida i
lecitina (fosfolipida konjugiranog s kolinom). U mlijeku se prisutni globularni
proteini, i to kazeini, albumini i laktoglobumini, a glavni ugljikohidrat u mlijeku
jest disaharid laktoza. U mlijeku sisavaca ima priblizno oko 5 % (+)-laktoze i
3 % kazeina.

Kazein je fosfoprotein (proteid) i najvazniji protein u mlijeku, a dolazi u obli-
ku kompleksne kalcijeve soli — kalcijeva kazeinata. Kazein je zapravo smjesa
nekoliko srodnih proteina poznatih kao a-, B- i k-kazeini. Ni alfa- ni beta-ka-
zein nisu topljivi u mlijeku pojedinacno ni u kombinaciji, ali ako se jednom ili
drugom ili njihovoj kombinaciji doda kapa-kazein, nastaje kazeinski kompleks
koji je topljiv zbog formiranja micele.

Kazein se sastoji od stotina aminokiselina, a njihovi bo¢ni lanci sadrzavaju
karakteristicne skupine kao Sto su hidroksilna, amino, karboksilna i amidna
skupina. Sadrzava otprilike 0,9 % fosfora koji se nalazi u fosfatnim skupina-
ma vezanima na hidroksilne skupine treonina i serina. Ove fosfatne skupine
s kalcijevim ionima tvore soli, a dodatkom kiseline neutralizira se negativno
nabijena povrsina micele i tada se kazein talozi.

—H_CH_C—NJ\I\I‘J\I\/\/\J\NN—CH—C—NJ\/\/\ proteinski
| H H H | H H lanac
C|Hz o CH3—C|:H o]
T C|)
'O—ﬂ—o Ca** 'O—ﬂ—o Ca>*
% o
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Disaharid laktoza ili mlije¢ni Secer jedini je ugljikohidrat koji sisavci mogu
sintetizirati. Industrijski se dobiva iz sirutke, a djelovanjem enzima emulzina
(koji cijepa samo pB—glikozidne veze!) dobivaju se jednake koli¢ine D(+)-glu-
koze i D(+)-galaktoze. Laktoza je, dakle, B-glikozid u kojem glukopiranozna
jedinica Cini reducirajuci dio molekule.

Reduktivni Seceri, kao $to su laktoza, glukoza i galaktoza te brojni drugi
(svi koji imaju slobodnu poluacetalnu skupinu!), reagiraju s fenilhidrazinom, ali
za razliku od tipi¢nih karbonilnih spojeva (aldehidi, ketoni), ugljikohidrati rea-
giraju s tri mola reagensa i daju 1,2-difenilhidrazonske derivate tzv. osazone.
Nastajanje osazona karakteristi¢no je za a-hidroksi aldehide i a-hidroksiketo-
ne. Mehanizam, pretpostavlja se, zapocinje reakcijom karbonilne skupine s
prvim molom fenilhidrazina jednako kao $to aldehidi i ketoni reagiraju s hidra-
zinom dajuci hidrazone, a potom se i a-hidroksilna skupina oksidira fenilhidra-
zinom. Osazoni su bili prvi kruti derivati koji su se upotrebljavali pri prou¢ava-
nju strukture i stereokemije Secera. Njemacki kemi¢ar Emil Fischer otkrio je da
dvije aldoheksoze, (+)-glukoza i (+)-manoza te ketoheksoza (+)-fruktoza daju
isti osazon, Sto upucuje na istu konfiguraciju na ugljikovim atomima 3, 4 i 5.
Glukoza i manoza razlikuju se samo prema konfiguraciji na atomu ugljika C-2
i takvi sterecizomeri nazivaju se epimerima:

o) 0

Hcé HC¢

| HC =N — NH,CHs H,C —OH
HO — b
CH H(|Z OH — N — NH,CHs o)
HO—CH HO—CH
HO—CH HO—CH
+ | 3CHSNHNH, | 3CgH;NHNH,

HC —OH HC—OH —» HC — OH HC —OH

HC —OH HC — OH HC — OH HC —OH

H,C —OH H,C —OH H,C — OH H,C —OH
(+)-manoza (+)-glukoza (+)-fruktoza

Osazoni su Cesto obojeni spojevi karakteristiCne kristalini¢ne strukture pa
se, uz mjerenje temperature taljenja, Cesto upotrebljavaju i ove znacajke osa-
zona u identifikaciji pojedinih Secera (boja i oblik kristala). U principu, fenilhi-
drazinski test moZe se upotrebljavati za dokazivanje svih reduktivnih ugljiko-
hidrata, ali sam spoj fenilhidrazin i fenilhidrazinski reagens veoma su Stetni te
Se U ovoj vjezbi za dokazivanje laktoze primjenjuje Benedictova test-reakcija.

U ovoj vjezbi za izolaciju kazeina i laktoze upotrebljava se evaporirano
obrano mlijeko koje sadrzava otprilike 4 % vode, 29 % kazeina, 7 % albumina,
0,5 % masti, 51 % laktoze i 8,5 % minerala. Izolacija je lak$a ako se upo-
trebljava mlijeko sa $to manje mlije€ne masti. Proteini se u postupku taloze
promjenom pH-vrijednosti (kazein) i djelomiénom denaturacijom pri zagrija-
vanju (albumin). Ti se proteini zatim odjeljuju filtriranjem, a iz mati¢nice se
izolira laktoza.
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Izolirani kazein i laktoza dokazuju se test-reakcijama. Kazein se dokazu-
je Biuret testom. Biuret test ukazuje na prisutnost ostataka aminokiselina
peptida koji sadrzavaju dva aminokiselinska ostatka ili viSe aminokiselinskih
ostataka te se stoga upotrebljava za odredivanje prisutnosti proteina. Ovaj
test temelji se na Cinjenici da aminokiselinski ostaci formiraju kompleks (ljubi-
¢astoplavi) s Cu?* ionom (svjetloplavi) u bazicnom mediju:

) =c\ 0 =c\ =0
NH NH HN
yd 2+ 5 A L
5 Teh _Cu”,HO _ R—¢f el CH—R
| | iy |
0 —c\ 0=c__ e o=
NH H i

Laktoza se, kao i drugi reduktivni Seceri, moze dokazati test-reakcijama
kao Sto su testovi po Benedictu i Tollensu (tzv. reakcija srebrnog zrcala).
Tollensov reagens jest otopina kompleksnog Ag(NH,),* iona koji se u reak-
ciji s aldehidnom skupinom reducira u elementarno srebro (,srebrno zrcalo”).
Aldehidna skupina RCHO pritom se oksidira do karboksilata RCOO-. Benedi-
ctov reagens jest otopina natrijeva citrata, natrijeva karbonata i modre galice
(CuSO, x 5 H,0) u vodi. U bazi¢noj otopini Cu* ioni (plave boje) se, takoder
u reakciji s aldehidnom skupinom, reduciraju i nastaje netopljivi talog Cu,O
crvene ili smede boje. Otopina treba biti alkalna i zato se dodaje natrijev kar-
bonat, a natrijev citrat dodaje se kako ne bi istalozio netopljiv CuCO,. Citrat
s Cu?* ionom formira kompleks topljiv u vodi plave boje pa je test pozitivan
kad se izgubi plavo obojenje, odnosno kad nastane crveno-smedi talog (boja
taloga ili zamucenja ovisi o Seceru!). Benedictova test-reakcija upotrebljava
se i za dokazivanje prisutnosti glukoze u urinu (indikacija za dijabetes!). Za
utvrdivanje dijabetesa Benedictov test treba napraviti dva sata poslije jela.

Fizikalna svojstva:

Laktoza (4-O-(B-D-galaktopiranozil)-D-glukopiranoza; C, H,O,, M =
342,30), ima temperaturu taljenja t, = 253 °C; p = 1,59 g/ml; [a]*°, = 34,2 °.
Vrlo je dobro topljiva u vodi, djelomi¢no topljiva u etanolu, netopljiva u eteru.

Strukturna formula laktoze:

OHOLH
OH
H o H
" \\’/ "
o
HO = o
OH HO OH
H H H OH
H H

(+)-laktoza (B-anomer)
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Kemikalije:

obrano mlijeko u prahu 10¢g

octena kiselina (w=10%) ~3-5ml zapaljivo, izaziva teSke opekline
aceton 30 ml lako zapaljivo, nadrazuje o€i
Ca(OH), 39 nadrazuje disni sustav i kozu
Na,CO, 0,14 g nadrazuje oCi

CaCQO, praskasti 39

etanol (w = 96 %) 10 ml lako zapaljivo, Stetno

(+ za prociscavanije)

Za Biuret-test: 10 %-tna otopina NaOH (1 ml) i 2 %-tna otopina CuSO,
(do 10 kapi)
(modra galica Stetna je ako se proguta, nadrazuje oci i kozu, NaOH uzrokuje
teSke opekline).

Za Benedictov test: 173 g natrijeva citrata, 100 g Na,CO, i 17,3 g modre
galice otopi se u vodi do kona¢nog volumena od 1 litre.

Za Tollensov test: 5 %-tna otopina AgNO,, 10 %-tna otopina KOH i nekoli-
ko kapi koncentriranog amonijaka.

Pribor:

¢aSe od 250 i 50 ml; alkoholni termometar; menzure od 10 i 100 ml; Er-
lenmeyerova tikvica od 100 ml; Hirschov lijevak; lijevak ¢ =6 — 7 cm (i maniji
~ 4 cm); odsisna boca; vodena kupelj; porculanska zdjelica za uparivanje ¢ =
6 — 7 cm; tikvica s okruglim dnom od 20 ml; Liebigovo hladilo.

Postupak:
a) Izolacija kazeina

U ¢asu od 250 ml stavi se 10 g obranog mlijeka u prahu i otopi se u ~ 100
ml destilirane vode. Otopina se uz mijeSanje alkoholnim termometrom zagrije
preko elektricne grijace plo¢e na 40 °C i uz dalje mijeSanje dokapava se razri-
jedena octena kiselina (w = 10 %) do prestanka izluCivanja kazeina. Octena
se kiselina dodaje postupno kako visak ne bi prouzroc€io hidrolizu laktoze na
glukozu i galaktozu (ukupno ¢e se dodati oko 3 — 5 ml razrijedene octene ki-
seline, a pH smjese na kraju trebao bi biti 4,6). Kad se kazein istalozi, odlije se
Sto je moguce viSe bistre otopine iznad taloga, a zatim se sadrzaj ¢ase filtrira
preko navlazenog grubog naboranog filtar-papira. Talog se s filtar-papira pre-
nese na Buchnerov lijevak i Sto bolje odsiSe te se mati¢nica spoji s prethod-
nim. Mati¢nica sadrzava albumin i laktozu te sluzi za drugi dio vjezbe. Dobive-
ni kazein prebaci se u ¢asu od 50 ml, doda se 15 ml acetona, dobro promijesa
i ponovno odsiSe preko Blichnerova lijevka. Ispiranje taloga acetonom ponovi
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se jo$ jednom na jednak nacin. Svrha ovog ispiranja acetonom jest uklanjanje
vode i male koli€¢ine masti iz kazeina. Vlazni kazein stavi se u tarionik i susi
uz povremeno mrvljenje tu¢kom kako bi se dobio praskasti produkt. Najbolje
je susiti preko no¢i (do sljedeceg termina vjezbi), ali nikako ne ostaviti na fil-
tar-papiru. Suhi produkt izvaze se te se izraCuna maseni udio u mlijeku. Malo
kazeina otopi se u 1 ml vode i napravi test za proteine naveden u nastavku.

Biuret test

U epruveti njezno pomijeSati 1 ml 10 %-tne otopine NaOH s 1 ml vodene
otopine kazeina. Dodati jednu kap 2 %-tne otopine bakar(ll)-sulfata. Mijesa-
ti dok se ne uodi ruzi€asto ili ljubi¢asto obojenje. Ako se ono ne pojavljuje,
dodati jo$ jednu kap otopine bakar(ll)-sulfata (do 10), mijeSati nakon svakog
dodatka. Nastanak ruzi€aste ili ljubi€asto-plave otopine znadi pozitivan test.

Kazeinsko ljepilo

U digestoru (ne smije se udisati prah kalcijeva hidroksida!) se u tarioniku
pomijeSa 1 g praskastog kazeina, 3 g kalcijeva hidroksida i 0,14 g bezvodnog
natrijeva karbonata i sve se zajedno dobro izmrvi. Dobiveno suho ljepilo stavi
se u bocicu s ¢epom, a mokro se ljepilo priredi tako §to se postupno i uz mije-
Sanje dodaje 1 g suhog ljepila u 2,5 ml vode.

b) lzolacija albumina

U mati¢nicu odvojenu od kazeina doda se 3 g praskastog kalcijeva karbo-
nata kako bi se neutralizirao viSak octene kiseline. PromijeSa se i zagrijava 15
minuta pri temperaturi vrenja, pri éemu se gotovo sav albumin istalozi (koagu-
lacija proteina temperaturom!). Vruéa se otopina filtrira uz odsisavanje preko
zagrijanog Buchnerova lijevka — filtrat se upotrebljava za izolaciju laktoze u
postupku c).

c) lzolacija laktoze

Filtrat se prenese u ¢asu od 250 ml i s pomocu grijace plo€e upari na vo-
lumen ~ 20 — 30 ml. Pri koagulaciji albumina i uparivanju filtrata ¢esto dolazi
do lupanja i stvaranja pjene, §to se sprjeCava mijeSanjem staklenim Stapi¢em
i puhanjem. Ako se pri uparivanju izlu¢i dodatna koli¢ina albumina, treba ga
ponovno ukloniti vru¢om filtracijom preko naboranog filtar-papira. Zatim se
bistri filtrat prebaci u porculansku zdjelicu te se nastavi s uparivanjem na vo-
denoj kupelji (= ve¢a ¢asa s vodom) do priblizno 5 ml. U jo$ vruc¢u otopinu u
porculanskoj zdjelici doda se 10 ml etanola (w = 96 %) i ostavi bez protresiva-
nja da se iskristalizira laktoza (mozZe se ostaviti do sljedeceg termina vjezbi).
Iskristalizirana laktoza odvoji se filtriranjem preko Hirschova lijevka, osusi i
izvaze (iskoriStenje priblizno 2,5 g). Sirova se laktoza mozZe prekristalizirati
iz minimalne koli¢ine vru¢e vode uz dodatak dvostrukog volumena etanola
(w =0,96). Produkt se osusi i izvaze (iskoristenje priblizno 1,5 g). U malo vode
otopi se nekoliko kristali¢a laktoze i upotrebljava za Benedictovu test-reakciju.
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Benedictova test-reakcija

U epruvetu se stave 3 ml Benedictova reagensa i zagrije do vrenja u vo-
denoj kupelji (€a8a s vodom) jednu minutu. Doda se 8 kapi otopine laktoze u
vodi i dalje se zagrijava u vriju¢oj vodenoj kupelji 4 — 10 minuta. Treba pratiti
i zabiljeziti sve promjene boje. Saharoza nije reduktivan Secer te otopina ne
mijenja boju i ostaje plava, glukoza daje crveno-plavu otopinu, a galaktoza
narancasto-crvenu. Kakva je promjena boje kod laktoze? Isprobajte ovaj test
s jo$ nekim Secéerima (fruktoza, maltoza, trehaloza itd.).

Tollensov test

U staklenoj epruveti otopi se sedan od reduktivnih Seéera tako da se na
vrh spatule doda mala koli¢ina Secera koja se potom otopi s 1 ml destilirane
vode. U novoj epruveti priredi se svjeZi Tollensov reagens tako da se doda
oko 1 ml 5 %-tne otopine AgNO, i nekoliko kapi 10 %-tne otopine KOH, pri
¢emu nastaje tamnosivi talog. U otopinu s talogom potom se doda nekoliko
kapi koncentriranog amonijaka, pri ¢emu dolazi do potpunog otapanja taloga.
Sadrzaj dviju epruveta nakon toga se pomijeSa i stavi u vodenu kupelj te za-
grijava 10 minuta do pojave elementarnog srebra u obliku zrcala na stijenka-
ma epruvete.

R |

Slika 16. Benedictov test Slika 17. Tollensov test

Kvantitativno odredivanje glukoze upotrebom Benedictova reagensa
(vidi Dodatak [I')

Zagriju se po 1 ml otopine glukoze razli¢itih koncentracija (0, 1, 3, 7, 10,
20 i 50 mM) i 1 ml Benedictova reagensa. Reakcijska se smjesa ohladi te joj
se snimi spektar na valnoj duljini od 735 nm, $to je maksimum apsorbancije
bakrova(l) oksida (Cu,O), produkta Bendictove reakcije. Napravi se kalibracij-
ska krivulja koja predstavlja linearnu ovisnost poznatih koncentracija glukoze
i apsorbancije pri valnoj duljini od 735 nm (Sto je ve¢a koncentracija gluko-
ze u uzorku, to ¢e apsorbancija biti ve¢a). Potom se linearnom regresijom
odredi jednadzba pravca — iz ovog je pravca moguce izracunati koncentra-
ciju za bilo koji uzorak otopine glukoze nepoznate koncentracije na temelju
oCitane absorbancije.
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Zadatak:

Napisite kemijske jednadzbe svih reakcija (reakcije tijekom izolacije i sve
test-reakcije) koje ste napravili u vjiezbi i objasnite njihov mehanizam. Kod
mehanizma hidrolize Seéera naznacite stereokemiju reaktanata i produkata.
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9. UV-vis i FTIR/ATR spektroskopija

Teorija i principi UV-vis i IR spektroskopije opisani su u Dodatku Il ove skripte.

a) UV-vis spektroskopija
Materijali i metode:

UV-vis spektrofotometar (Cary 60); kvarcne kivete; ¢aSe; kapalice; otopina
B-karotena (iz vijezbe 2); otopina klorofila a i klorofila b (iz vieZzbe 2); dibenzili-
denaceton (iz vjezbe 7) otopljen u etanolu; heksan; aceton.

Postupak:

Snimiti uzorke dobivene u vijezbama 2. i 7. tako da se najprije snimi uzorak
Cistog otapala (upotrebljava se ono otapalo u kojem je otopljen uzorak), a potom
otopina uzorka. U referatu navesti zajedniCke materijale i metode, opisati po-
stupak i kao rezultat priloZziti slike snimljenih spektara. Ispod svake slike spektra
navesti naziv slike (npr. Slika 3, UV-vis spektar dibenzilidena u etanolu) te potom
opisati sliku. Slika se opisuje tako da se navedu maksimalne valne duljine i ras-
pon valnih duljina apsorpcije te treba objasniti i povezati te valne duljine sa struk-
turom spoja. Ako se radi o smjesi spojeva, navesti kojem spoju pripadaju poje-
dine vrpce apsorpcije u spektru. Izvedite svoj zaklju€ak o primijenjenoj metodi.

b) FTIR/ATR spektroskopija
Materijali i metode:

FTIR spektrofotometar (Cary 630) s ATR dodatkom; Spatule; vata; kapa-
lice; salicilna kiselina i acetilsalicilna kiselina (iz vjezbe 5); benzaldehid, ben-
zil-alkohol i benzojeva kiselina (iz viezbe 6); aceton ili etanol.

Postupak:

Snimiti uzorke dobivene u viezbama 5. i 6. upotrebom ATR dodatka. Uzorci
se stavljaju izravno na dijamant ATR-a koji se prethodno treba odistiti acetonom
ili etanolom. Prije snimanja uzorka treba snimiti ,pozadinu” (engl. background),
a to je spektar zraka. Tekuéi uzorak stavi se na vrh dijamanta ako je dovolj-
no viskozan. Kruti uzorak stavi se na vrh dijamanta i zatim usitni dodatkom
na ATR-u (,presa”). U referatu treba navesti zajednicke materijale i metode,
opisati postupak i kao rezultat priloZiti slike snimljenih spektara. Ispod svake
slike spektra navesti naziv slike te potom opisati sliku. Slika se opisuje tako da
se navedu najvaznije apsorpcijske vrpce karakteristi€éne za svaki spoj te treba
objasniti i povezati ove valne brojeve sa strukturom spoja (funkcionalne sku-
pine!). Usporedite spekire reaktanata i produkata iz pojedine vjezbe (spektre
salicilne i acetilsalicilne kiseline te spektre benzaldehida sa spektrima ben-
zil-alkohola i benzojeve kiseline). Naglasite po ¢emu ste zakljucili da ste dobili
(ili niste!) trazeni produkt. Izvedite svoj zaklju¢ak o primijenjenoj metodi.

Zadatak:
Usporedite ukratko primijenjene metode UV-vis i FTIR/ATR spektroskopije!
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DODATAK UZ VJEZBE

l. ProcgiSéavanje tehnickog benzaldehida (uz 6. i 7. vjezbu)

50 g (48 ml) tehnickog benzaldehida ispire se u lijevku za odjeljivanje naj-
prije s 20 ml (3 puta) 10 %-tne otopine Na,CO, (tj. dok se vise ne razvija CO,),
zatim s vodom, a potom se susi preko 5 g bezvodnog MgSO, ili CaCl,,. Dodati
0,5 g hidrokinona ili katehola za vrijeme suSenja. Dekantirati kroz mali smotu-
ljak staklene vune (ili filtar-papir) u tikvicu od 100 ml te destilirati uz vakuum.

Tlak / mmHg 760 50 30 25 20 15 10
Vreliste / °C 179 95 84 79 75 69 62

U destilirani produkt staviti oko 0,05 g hidrokinona ili katehola (= antioksi-
dansi) da bi se sprijeCila autooksidacija benzaldehida (nastaju peroksibenzo-
jeva i benzojeva kiselina).

Il. Kvantitativho odredivanje glukoze upotrebom Benedictova reagensa
(uz 8. vjezbu)

Za kvantitativno odredivanje glukoze u uzorku upotrebljavaju se razliciti bio-
kemijski eseji kao &to su alkalni ferocijanid, aromatski amini poput anilina, ben-
zidina, 2-aminodifenila i o-toluidina koji u reakciji s glukozom upotrebom tople
otopine octene kiseline daju obojene derivate. Koncentracija glukoze odredi se
snimanjem produkata reakcije pri odredenoj valnoj duljini, ovisno o upotrijeblje-
nom reagensu. Medutim, jedan od glavnih nedostataka navedenih metoda jest
kancerogenost reagensa te se zbog toga naj¢esce primjenjuje kolorimetrijska
reakcija Benedictova reagensa u prisustvu reducirajucih Secera.

Zagrijavanjem smjese Benedictova reagensa i reduciraju¢eg Secera do-
lazi do promjene boje otopine iz plave u zelenu, potom u crvenu i na kraju u
smedu boju. Reakcijska se smjesa ohladi te joj se snimi spektar na valnoj du-
ljini od 735 nm upotrebom UV-VIS spektrofotometra. Odabrana valna duljina
predstavlja maksimum absorbancije bakrova(l) oksida (Cu,O) koji je produkt
Bendictove reakcije. Za odredivanje koncentracije glukoze u uzorku nepozna-
te koncentracije najprije treba napraviti kalibracijsku krivulju koja predstavlja
linearnu ovisnost poznatih koncentracija glukoze i apsorbancije pri valnoj du-
ljini od 735 nm (Sto je veca koncentracija glukoze u uzorku, to ¢e apsorbancija
biti ve¢a). Potom se linearnom regresijom odredi jednadzba pravca s pomocu
koje je moguce izraCunati koncentraciju za bilo koji uzorak na temelju ocitane
absorbancije. Upotrebom Benedictova reagensa moguce je odrediti koli€inu
reducirajuéih Secera u razli€itim uzorcima hrane s napomenom da je u tom
slu€aju potrebno upotrijebiti odgovarajuci protokol za izolaciju Seéera iz kom-
pleksne matrice (uzorka). Ova metoda upotrebljava se za odredivanje gluko-
ze u urinu u bolesnika s dijabetesom.

Kolorimetrijski su testovi vrlo robusni i mogu biti iznimno precizni, ali imaju
nekoliko velikih nedostatka. Prvi je nedostatak ograniCeni koncentracijski ras-
pon u kojem se povec¢ava odgovor u promjeni boje u odnosu na koncentraciju
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glukoze. Drugi je nedostatak mogucénost ocitavanja krivih vrijednosti absor-
bancije jer se test temelji se na jednoj valnoj duzini svjetla zbog rasprsenja
svjetla uzrokovanog necistim posudem ili uzorkom te u slu€aju da je uzorak u
kojem se odreduje glukoza obojan. Metoda detektira sve reducirajuc¢e Secere
te nije selektivna iskljucivo za glukozu.

lll. Spektroskopija (uz viezbe 2. - 7.)

Pri interakciji elektromagnetskog zraCenja i materije dolazi do apsorpcije
zra€enja. Ovisno o valnoj duljini primijenjenog zracenja, mozemo imati elek-
tronske (UV-VIS), vibracijske (IR) i rotacijske (MW) spektre. Kako je ener-
gija zraCenja obrnuto proporcionalna valnoj duljini, zracenje manje valne
duljine imat ¢e vecu energiju i obrnuto. Kvantno-mehanicka proporcionalnost

dana je izrazom:
E=hv=h(c/A) > A=hc/AE
gdje je:
A = valna duljina (nm)
h = Planckova konstanta (6,626 *10-3* Js)
¢ = brzina svjetlosti (3*10% m/s)
AE = razlika u energiji (J)
v = frekvencija (s™).
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Slika 18. Spektar elektromagnetskog zracenja [6].

ELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA (UV-VIS)

Apsorpcijska spektroskopija ultraljubi¢astog (engl. ultraviolet, skraéeno UV)
(200 — 380 nm) i vidljivog (engl. visible, skraéeno VIS) (380 — 780 nm) zragenja
jest mjerenje autenacije (slabljenja) upadne zrake zraéenja nakon njezina
prolaska kroz uzorak ili poslije refleksije na povrsini uzorka. Apsorpcija
se moze mijeriti na jednoj valnoj duljini ili vise valnih duljina, ovisno o primjeni
metode. Dio molekule koja je apsorbirala UV/Vis zraenje naziva se kromofor.
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Lambert-Beerov zakon

Pri prolasku zrake svjetlosti kroz uzorak dolazi do smanjenja intenziteta
upadne zrake | . ZraCenje koje preostaje nakon prolaska zrake svjetlosti kroz
uzorak naziva se transmitirano zraCenje i ima maniji intenzitet nego |,. Ap-
sorpcija zraCenja dana je izrazom:

A=log(ll)=ccl
pri ¢emu je:
A = apsorbancija
| = intenzitet transmitiranog zracenja
l, = intenzitet upadnog zracenja
¢ = koncentracija uzorka (mol/l)
| = duljina opti¢kog puta (cm)
€ = molarni apsorpcijski koeficijent (I/mol acm).
Transmitancija je dana izrazom: T=I/,.

Buduc¢i da je apsorpcija zraCenja proporcionalna koncentraciji, povec¢anje
koncentracije dovest ¢e do povecanja apsorbancije u spektru. Ovo svojstvo
upotrebljava se za odredivanje nepoznate koncentracije uzorka kojem je pret-
hodno snimljen bazdarni dijagram za razli¢ite koncentracije na istoj valnoj du-
ljini (maksimumu absorbancije).

vy
vy

Slika 19. Prikaz smanjenja intenziteta upadne zrake nakon prolaska kroz uzorak [10]

Elektronski prijelazi

U pravilu, energetski favorizirani pomak elektrona ide od najviS§e popu-
njene molekulske orbitale HOMO (engl. highest occupied molecular orbital)
prema najnizoj nepopunjenoj molekulskoj orbitali LUMO (engl. lowest unoc-
cupied molecular orbital), a nastala vrsta naziva se pobudeno stanje. Kad se
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uzorak obasja svjetloSc¢u koja ima energiju potrebnu za prijelaz elektrona unu-
tar molekule, apsorbira se dio svjetlosne energije. Spektrometar biljezi valne
duljine na kojima dolazi do apsorpcije, ¢ime nastaje grafi¢ki prikaz spektra pri-
kazanog kao ovisnost apsorbancije (A) o valnoj duljini (A). Moguéi elektronski
prijelazi izmedu molekulskih obritala prikazani su na slici 20.

oc* (protuvezna)

n* (protuvezna)

n (nevezna)

Energija

-+»Tt -

mnt (vezna)

o (vezna)

molekulske orbitale

Slika 20. Elektronski prijelazi izmedu HOMO i LUMO

*

o—0

Dogada se kad elektron uslijed apsorpcije zralenja prijede iz o vezne
molekulske orbitale u o" protuveznu molekulsku orbitalu. Za ovakav prelazak
elektrona potrebna je velika energija koja za primjer molekule metana, koja
ima Cetiri jednostruke veze ugljik-vodik (Cetiri o veze), daje apsorpcijski mak-
simum na 125 nm.

n—o*

Ova vrsta elektronskih prijelaza dogada se kad molekula kojoj zelimo sni-
miti UV-VIS spektar ima atom s nepodijeljenim elektronskim parovima (N, S,
O, CI, Br, F). Za ovaj prelazak potrebno je manje energije, ali se apsorpcijski
maksimumi nalaze na oko 200 nm. U prisutnosti polarnih otapala kao S$to su
voda i etanol (sadrzavaju atom kisika s nepodijeljenim elektronskim parom)
dolazi do pomaka apsorpcijskog maksimuma prema manjim valnim duljinama.

n—Tr

Ova vrsta elektronskih prijelaza karakteristi¢na je za organske spojeve s kar-
bonilnom skupinom (aldehidi, ketoni i esteri). Kako je za ovakav prijelaz elektro-
na potrebna manja energija, prijelaz se dogada u UV i vidljivom dijelu spektra.

*

m—TT

NajCesc¢i elektronski prijelaz koji daje apsorpcijski maksimum kod organ-
skih molekula te je karakteristiCan za spojeve s nezasi¢enim ugljik-ugljik ve-
zama (alkene i alkine) kao i spojeve s aromatskim sustavima (benzen, nafta-
len, antracen).
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Pomaci u spektru

Povec¢anjem broja dvostrukih veza u konjugiranom 1r-elektronskom sustavu
dolazi do pomaka apsorpcijskog maksimuma prema vec¢im valnim duljinama.
Takoder, molarni apsorpcijski koeficijent (€) gotovo dvaput raste povecanjem
konjugiranih dvostrukih veza u molekuli. Termini koji se pritom upotrebljavaju
jesu: batokromni pomak — pomak prema vecéim valnim duljinama, hipsokro-
mni pomak — pomak prema manjim valnim duljinama, hiperkromni pomak
— pomak prema vecoj apsorbanciji te hipokromni pomak — pomak prema
manjoj absorbanciji. Dakle, konjugacija opcenito rezultira batokromnom i hi-
perkromnom promjenom apsorpcije. Nadalje, pojava nekoliko apsorpcijskih
pikova ili ,ramena” za odredeni kromofor svojstvena je visokokonjugiranim
sustavima, a €esto ovisi o otapalu.

R{CH=CH},R I

100.000F

0 —3=

50,000

200 300 380
— h{nm) —

Slika 21. Prikaz utjecaja konjugacije veza na

pomake u spektru [11]

Priprema uzoraka

S pomoc¢u UV-VIS metode mogucée je snimati tekuce i krute uzorke. Za pri-
pravu tekuéih uzoraka vazno je odabrati otapalo koje ne apsorbira u podrucju
u kojem se zeli snimiti spektar. Za snimanje se upotrebljavaju kivete od kvarca
(propusnost 200 — 700 nm) te kivete od stakla i plastike (za UV i VIS zrace-
nje). Krute je uzorke moguce izravno snimati u ¢vrstom stanju pripremanjem
KBr pastila ili uzoraka bez posebne priprave. U biotehnologiji se uglavhom
upotrebljavaju tekuci uzorci.
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[zvedba instrumenta

U pravilu postoje dvije izvedbe uredaja: jednosnopni i dvosnopni UV-VIS
spektrofotometar (slika 22). Razlika je u nacinu snimanja slijepe probe (ota-
pala). Kod jednosnopnog se uredaja slijepa proba snima prije uzorka, dok se
kod dvosnopnog uredaja slijepa proba i uzorak snimaju simultano.

uzorak
monokromator

izlazna ® h

pukotina iiazria % '
razdvajanje %

3 '
1zvor disperzni izvor pukotina i detektor
zradenja S arna dio zralenja D - - .ﬁ

® pukotina

Slika 22. Prikaz izvedbe jednosnopnog i dvosnopnog UV-VIS spektrofotometra [10]

monokromator

detektor

izlazna
pukotina

slijepa
proba

disperzni
dio

uzorak

Primjena u biotehnologiji

DNA i RNA nukleobaze dobri su kromofori s maksimumom apsorban-
cije na 260 nm pa se to svojstvo primjenjuje za odredivanje koncentracije
DNA i RNA produkta nastalog PCR metodom potrebnih za daljnje biotehno-
loSke pokuse. Jednako se svojstvo moze primijeniti za odredivanje tempera-
ture mekSanja DNA (slika 23).

meksanje
DNA
Apsorbancija dvolanc¢ana . jednolan¢ana
(260 nm) DNA . DNA
e me ot :‘ temperatura
' meksanja
temperatura

Slika 23. Odredivanje temperature mekSanja DNA upotrebom UV-VIS spektrofo-
tometrije [12]

UV-VIS se moze upotrebljavati za pracenje kinetike enzimski katalizi-
rane reakcije, primjerice tako S$to se prati nestajanje NAD* (ima apsorpcijski
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maksimum na 260 nm) i nastajanje NADH koji, uz 260 nm, ima apsorpcijski
maksimum i na 340 nm (slika 24).

Aminokiseline koje su prirodni kromofori u proteinima aromatski su su-
stavi fenilalanina (apsorpcijski maksimum na 250 nm), tirozina (apsorpcijski
maksimum na 274 nm) i triptofana (apsorpcijski maksimum na 280 nm). UV-
VIS spektrometrija moze se upotrebljavati za praéenje koncentracije pro-
teina (obi¢no se prati apsorpcija pri 280 nm) te za studije konformacijskih
promjena nastalih uslijed promjena u okolini proteina.

Apsorbancija

250 300 350 400 450 500
Valna duljina (nm)

Slika 24. UV-VIS spektar NADH i NAD* [12]

VIBRACIJSKA SPEKTROSKOPIJA (IR)

Vibracijska (infracrvena) spektroskopija jedna je od najces$c¢e upotre-
bljavanih metoda za odredivanje funkcionalnih skupina u uzorku. Razlicite
funkcionalne skupine apsorbiraju na karakteristicnim valnim brojevima upotri-
jebljenog zracenja. Infracrveni dio spektra definiran je kao:

BLISKI IR:

12 500 — 4 000 cm™ — podrugje preklapanja spektara, upotreba multivari-
jantnih matematickih metoda

SREDNJI IR:
4 000 — 1 300 cm™ — podrucje funkcionalnih skupina
1 300 — 650 cm™" — podrucje ,,otiska prsta”

DALEKI IR:
650 i nize — anorganske krutine i tezi atomi.

IR spektroskopija prati promjenu dipolnog momenta kod polarnih i ne-
polarnih molekula. Spektar je definiran polozajem vrpce u spektru (defini-
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rana jakoS¢éu veze koja vibrira i masi atoma) te intenzitetom vrpce u spektru
(veli€¢ina promjene dipolnog momenta). Valni broj definiran je kao:

1 |k
V= m E
gdje je:
v = valni broj (cm™)
¢ = brzina svjetlosti (3*108 m/s)
k = konstanta veze
M = reducirana masa.

Reducirana masa molekule definirana je kao:

m, +my
p=——""-
my Xm;

porast k

C=C > C=C > C-
2150 1650 1200

porasty

C-H > Cc-C > C-O > CCl >
3000 1200 1100 750 650

Slika 25. Utjecaj k i y na pomak vrpce u spektru

Ovisno o prirodi vibracije koja se moze odrediti s pomocu simetrije moleku-
le, vibracije mogu biti aktivne ili neaktivne u infracrvenom spektru. Svaki atom
neke poliatomne molekule ima tri stupnja slobode,

Vibracije istezanja Vibracije savijanja ili deformacije

U ravnini Van ravnine

RAEVIRVS

simetriéno (V)

strizenje (5) uvijanje (T)

o e

> :

zibanje (p) Kklacenie (@)

4,

i,

asimetriéno (Vas)

Slika 26. Glavni vibracijski modovi nelinearne metilenske
(CH,) skupine [13]
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$to za takvu molekulu znaci ukupno 3n stupnjeva slobode. Medutim, tri stup-
nja slobode potrebna su za translaciju cijele molekule u prostoru i jos tri za
rotaciju, dakle osnovni broj vibracija neke nelinearne poliatomne molekule
je 3n — 6, dok za linearnu iznosi 3n — 5 zato $to su takvoj molekuli potrebna
samo dva stupnja slobode za rotaciju. Ukupni broj opazenih vibracijskih vrpci
uglavnom je razli¢it od ukupnog broja osnovnih nacina vibriranja zbog toga
Sto su u infracrvenom spektru aktivne samo one vibracije kod kojih dolazi do
promjene dipolnog momenta. Dvije najvaznije vrste molekulskih vibracija jesu
vibracije istezanja i vibracije savijanja ili deformacije (slika 26).

Funkcionalne skupine

Spektar IR moze se kvalitativno interpretirati u vidu funkcionalnih skupina
prisutnih u uzorku. Podruc¢je od 4 000 do 2 500 cm™ jest podrucje vibracije
jednostrukih veza H-X (X= O, N, C). Podrucje od 2 500 do 1 540 cm™' jest po-
drucje nezasi¢enih veza, od ¢ega je dio od 2 500 do 2 000 cm™ podrucje tro-
strukih, a od 2 000 do 1 540 cm" dvostrukih veza. Podrucje od 1 300 do 650
cm™ jest podrudje jednostrukih veza te skeletnih vibracija poliatomnih prstena.
Podrucje od 650 do 10 cm™' jest podrucje metal-nemetal veza u anorganskim,
koordinacijskim i organometalnim spojevima.

O-H,N-HiC-H

Ove funkcionalne skupine razlikuju se prema obliku i finoj strukturi ap-
sorpcijskog spektra.

O-H skupina prisutna je u spektru u podrucju od 3 650 do 3 200 cm™ te
predstavlja oblu vrpcu bez dodatnih cijepanja.

N-H skupina prisutna je u spektru u podruc¢ju od 3 600 do 3 300 cm™ te
predstavlja vrpcu s dodatnim cijepanjima u spektru.

Karbonilna skupina C=0

Karboksilne kiseline 1 700 cm™ (uz istezanje veze O—H od 3 400 do 2 400
cm™' i istezanje veze C—O pri 1 240 cm™)

Amidi
a) primarni 1 680 — 1 660 cm™' (uz antisimetri¢no istezanje veze N-H od 3 360
do 3 340 cm™ i simetri¢no istezanje veze N-H od 3 190 do 3 170 cm™)

b) sekundarni 1 680 — 1 640 cm™ (uz istezanje veze N-H od 3 300 do
3250 cm™)

Alifatski aldehidi— 1 740 — 1 720 cm"*
Alifatski ketoni— 1 730 — 1 700 cm’
Anhidridi —1 840 -1 800 cm™, 1 780 — 1 740 cm""
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Priprava uzoraka

Ovom metodom mogu se snimati uzorci u plinovitom, tekuéem i krutom
stanju, no otapala poput vode i alkohola jako apsorbiraju infracrveno zracenje
pa je pri snimanju krutih uzoraka pozeljno da budu dobro osuseni. Kruti uzorci
najCeS¢e se prireduju u obliku KBr-pastila ili kao suspenzija u parafinskom
ulju. Tekuci nepolarni uzorci snimaju se tako da se kap uzorka nanese izmedu
plocica NaCl. Plinoviti uzorci snimaju se s pomocu c¢elija koje ne absorbiraju
u IR dijelu spektra.

Kruti ' ‘ - NaCl do 400 cm’
uzorel ' - KBr do 600 cm™
- Csl do 200 cm?
- AgBr do 300 cm"
- moguca ionska izmjena i transformacija
polimorfa
Tekuéi - nano$enje uzorka na plocicu NaCl,
uzorci najcesce nepolarni uzorci, moguc¢a upo-
treba ugljikova disulfida i kloroforma kao
otapala
- kvarcna kiveta
Plinoviti - koriStenje celija koje su propusne za IR
uzorci

Slika 27. Prikaz priprave krutih, tekucih i plinovitih uzorka za IR analizu

[zvedba instrumenta

Danas postoje dvije glavne vrste uredaja za snimanje vibracijskih spekta-
ra, a to su obi¢ni i FT (Fourier transform) spektrometar. Razlika je u tome $to
FT-IR uredaj snima podatke u vremenskoj domeni i onda ih prebacuje u fre-
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kvencijsku domenu, a obi¢ni prikuplja podatke samo u frekvencijskoj domeni.
U skladu s time postoje i neke razlike u izvedbi instrumenta (slika 28).

izolacija odgovarajuceg zracenja
+ disperzijski spektrometar — prizme, resstke
» FT (Fourier transform) — interferometar

BRI | pretvaranje optickog signala u elektri¢ni |

IZVOR SPEKTRALNI

ZRACENJA T UREBA] T DETEKTOR —— RACUNALO
poloZaj uzorka u polozaj uzorka u
disperzijskom FT spektrometru
spektrometra

} spremanje i obrada podataka

Slika 28. Prikaz izvedbe FT-IR i IR uredaja

ATR (engl. Attenuated Total Refletance) — priguSena totalna refleksija me-
toda je mjerenja bez razaranja (pripreme) uzorka te daje IR spektar gornje po-
vrSine tvari. Mogu se snimati uzorci koji su ili predebeli ili prejako apsorbiraju
kod standardnog postupka snimanja. ATR spektri imaju vrpce pri ve¢im valnim
duljinama (maniji valni brojevi) intenzivnije od onih pri manjim valnim duljinama
(vedi valni brojevi).

Slika 29. Prikaz FT-IR uredaja i nastavka za ATR
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Primjena u biotehnologiji

U dana$nje se vrileme nova tehnologija FT-IR mikroskopije sve vise upo-
trebljava u podrucju molekularne biologije. IR ima veliku primjenu u kemiji
materijala i farmaceutskoj industriji za brzo i u€inkovito kontroliranje uzoraka
u odnosu na prisutnost/odsutnost funkcionalnih skupina.
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PRILOG: Spektri [14] [15]

a) Sinteza tert-butil-klorida (3. vjezba):

MS-NW-1606

MS tert-butil-klorida

SDBS NO. 1233

2-chloro-2-methylpropane
C4HSCL

Relative Intensity

(Mass of molecular ion: 92)

100 —

80 —

[
o
|

S
O
|

20—

MS-NW-1606

o]
10

||r|i|||||||||]

|
I [ I
15 20 25 30 35 40 45 50 S

Source Temperature: 240 °C
Sample Temperature: 180 °C
RESERVOIR, 75 eV
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b) Sinteza p-nitrozofenola (4. vjezba):

'"H NMR p-nitrozofenola

SDBS-'H NMRSDBS No. 10039HSP-47-789
CeHs N 02
p-nitrosophenol

399.65 MHz
0.037 g : 0.5 ml DMSO-ds

T
| T | T I T I T T | T I T I T
16 14 12 10 & 4 2
HSP-47-789 ppm
iBrH H{C)
N
N OH (i}
(B} HC)
Assign. Shift (ppm)
-\ 13:
B 7.66
Lol €.631
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BC NMR p-nitrozofenola

SDBS-'*C NMRSDBS No. 10039CDS-10-304 22 53 MHz
CsHs NO> saturated in DMSO-ds
p-nitrosophenol
S S e :
200 180 160 140 120 100 80 80 40 20 0
CDS-10-304 Pom
4=3\ OH
0:1/ 2:)/
p—y
ppm  Int. Assign
180.28 129 1
153.63 197 2
129.15 355 3
125.71 1000 4
IR p-nitrozofenola
, )
| // (}r\
il N}\ {ﬂ J ’{ “ \
60— 4
| it IR}
4 At i ,/ I f
O/OT - f““‘ 1 ] / / / I’/
J ,«/ / i / Jl 0 / \
A | !
. BRI
i J,\;W \ | ;" ” 4[ ] (
{ f (\’ \ ‘ /
!
/ f |
A o N r l
S il o
5 4 L)
3 o - I \
2 ol ' RS S N |
« ° | e & Py '\
TSI (]
g2 5| gy " Je
\J °3 = 2
gl - \éJ
/;1,] ( . \ 23
e ol o 278
/2 = o | <
] g2l g & - *
T T L L A B B s IR s S e L e e o
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
1lem

93



c) Sinteza acetilsalicilne kiseline (5. vjezba):

"H NMR acetilsalicilne kiseline

SDBS-'H NMRSDBS No. 532HSP-41-943 399,65 MHz
Co Hg Q4 0.039 g: 0.5ml CDCly
o-acetoxybenzoic acid

14 12 10 g 6 4 2
H3P-41-343 ppm
COOH (A) 0
(B H 0——C——CH, (F)
(0)H HE}
(C)
Assign. shift (ppm)
Y 11.
B 8.125
[ T.624
o] 7.356
E 7.142
F 2.352
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3C NMR acetilsalicilne kiseline

SDBS-'*C NMRSDBS No. 532CDS-06-777
Cy Hs 04
o-acetoxybenzoic acid

0.039 2 : 0.5 ml CDCl3

L L L ! I T I T I
200 180 160 140 120 100 80

CDS-06-777 [se gyl

O—L—DH

/\/

——n
a—

7

ppm  Int. Assign.

170.20 450
162.76 510
151.28 560
134.80 924
132.51 1000
126.17 986
124.01 974
122.26 397
20.99 674

W e W

IR acetilsalicilne kiseline (andol)

" »«W}WN«,«,\

T LA B T LA
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600

R
1000

400
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ATR acetilsalicilne kiseline
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gl
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8 ]
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c |
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a 1
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% 4
= 4
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1 T T T T | T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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MS acetilsalicilne kiseline

MS-NW-9303 SDBS NO. 532
o-acetoxybenzoic acid
CYHB804 (Mass of molecular ion: 180)

100 —

MS-NW-3303

80—
> 4
=
2
T 60—
-~
<
» 4
2
)
D 404
[}
o

20

0 Akttt e T —=—»
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

m/z

170 °c
100 °c

Source Temperature:
Sample Temperature:
DIRECT, 75 eV

d) Sinteza benzojeve kiseline i benzil-alkohola (6. vjezba)

"H NMR benzojeve kiseline

SDBS-'H NMRSDBS No. 673HSP-01-671
C7Hs 02
benzoic acid

89.56 MHz
0.040 g : 0.5 ml CDCly

T
12

10 8 6 4
HSP-01-571 ppm
COOH (A1
{B1H H(B}
(D) H H Dy
H(cy
Assign. Shift (ppm)
A 12.09
B §.12
[+ 7.62
D 7.43
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3C NMR benzojeve kiseline

SDBS-">C NMRSDBS No. 673CDS-04-578

C7Hs O

benzoic acid

25.16 MHz

saturaled in CDCls

T T T T L I T T 7
00 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
C05-04-578 o
HO——1=—=0
P
3 5
\\2/
ppm  Int. Assign.
172.77 287 1
133.83 485 2
130.20 980 3
129.44 277 4
128.49 1000 5
IR benzojeve kiseline
i i
1 n /
o [
50| M i e | ‘
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ATR benzojeve kiseline
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MS benzil-alkohola
MS-NW-5494 SDBS NO. 685
benzyl alcohol
CTH8O (Mass of molecular ion: 108)
100
MS-NW-5494
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= 40
D
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0 y Jlll |Jlll “lh |d|| L4y | h
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Source Temperature: 260 °C
Sample Temperature: 180 °C
RESERVOIR, 75 eV
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"H NMR benzil-alkohola

399.65 MHz
0.05 ml : 0.5ml CDCly

SDBS-'H NMRSDBS No. 685HSP-41-136
CrHs O
benzyl alcohol

L AL
-_—
9 8 7 6 S 4 3 2 1
HSP-41-136 ppm
(AT H HiB)
{0)
{C)H CH,—OH (E1
(A} H¢B)
Assign. Shift (ppm)
A 7.29
B 7.26
c 1.23
D 4.514
E 3.18
3C NMR benzil-alkohola
SDBS-*C NMRSDBS No. 685CDS-05-890 15.09 MHz

C7Hs O 0.25 ml : 1.5 ml CDCl5

benzyl alcohol

T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 80 40 20
C0$-05-850 om

S——O0H

ppm  Int. Assign.

140.91 248

oW
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IR benzil-alkohola
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e) Spektri benzaldehida (6. i 7. vjezba)
'"H NMR benzaldehida

SDBS-'H NMRSDBS No. 672HSP-49-688 399.65 MHz
C7H O 0.05ml: 0.5 ml CDCl3
benzaldehyde
L B A e e e e e L e e s e e I
1z 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 1
HsP-43-588 ppm
(B1H H D)
0
>c H (0
(ALH
(B HD)
Assign. Shift (ppm)
2 10.002
B 7.868
o} 7.608
D 7.511

3C NMR benzaldehida

SDBS-'"*C NMRSDBS No. 672CDS-00-217 15.09 MHz
C7Hs O 0.25ml:0.75mlCDCl;

benzaldehyde

L B e e e e N B S B S m
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

C05-00-217 Epm

192.28 463 5
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IR benzaldehida

ATR benzaldehida
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f) Sinteza dibenzilidenacetona (7. vjezba)

IR dibenzilidenacetona
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3C NMR dibenzilidenacetona

SDBS-*C NMRSDBS No. 4393CDS-03-408

Ci7Hiu O

1,5-diphenyl-1,4-pentadien-3-one

15.09 MHz
0.25 g: 1 ml CDCl3
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15) ATR spektri snimljeni su na Odjelu za biotehnologiju Sveucilista u Rijeci
upotrebom Agilent Cary 630 FTIR spektrofotometra. IR spektri snimljeni
su na Odjelu za kemiju u Osijeku s pomocu spektrofotometra SHIMAD-
ZU IR solution 1.30 FTIR- 8400 S u valnom podrucju od 40 do 4000 cm-
', uz razlucenje od 4 cm™' tehnikom KBr pastile. Za prikupljanje i obradu
podataka upotrebljavao se program IR solution (Shimadzu IRsolution
1.30 Copyright © 2005 Shimadzu Corporation).
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