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Lasforst!

Detta laborationskompendiuhar tillkommit for attbredda utbudeav experiment och laborationer
infér kemi B i gymnasiet.

Kompendiet innehalleinte nagon fullstandig laborationskurs for kurs B, och detta ar inte heller
avsikten. Vi har avstattdn att ta med laborationer som &r valkanda och som finns i anecchab
lararhandledningar.

Du har fatt det har kompendiet ocksa pa diskett
[Red. Anm. Detta avsnitt ar ej langre aktuellt]
AVSNITTET ORGANISK KEMI

Atskilliga av laborationerna &ar enkla atféra. Teorin for organiska laborationer &r daremot vad

galler mekanismer aldrig sarskilt enkel. Att Vérarkommentarerneagit upp mekanismer betyder

inte att eleverna maste kanna till dem. Tvartom tror vi att bara elever med specialarbeten elter med
osedvanligt stort intresse kan tillgodogora sig dem. De kan anda vara intressant och ett stod for
lararen och visa nagra allméangiltiga principer.

Viss betoning vad géller organiska laborationer ligger pa karbonylgruppens reaktivitet, nagot som ar
vikti gt for organiska kemister och som elever bor orienteras om. Overlag finns det ofta anledning att
gora den organiska kemin begriplig i termer av elektrofil och nukleofil. Vi har ibland velat visa for
eleverna vilka delar av molekylerna som bor reageraaittéir den skull ge en hel mekanism.

Laborationer kan hanga ihop

Vi har i kompendiet forsokt att om mojligt anvanda samma amnen flera ganger eller utnyttja en
produkt som utgangsamne i en ny reaktion. Dar det ar mgjligt har vi kopplat synteserna sikranaly
Sat ex finns serien toluénbensoesyra etylbensoat och bensaldehiythensoesyra, liksom xylein
ftalsyrai ftalsyraanhydrid fluorescein och xylein terefftalsyrai polylentereftalat (PET) bland
tankbara kopplingar. Toluen och xylen ar mycketliganindustrikemikalieii toluen ar nr 26, xylen
ochpxyl en 2r nr 21 resp 27 p- jenujakuerbas o0t
teftalsyra till PEFplast, ftalsyra till mjukgérande ftalater osv.

Laborationerna kan ocksa grupperagix oo xi dati on/reduktiono, oko
Osubstitutioner 0. Da@remot 2r det sv-rt att (¢

Det finns alltsd mojlighet att lamna ut olika laborationer till eleverna men @nda fa ett sammanhang i
eneventuell gemensam redovisning.
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BIOKEMIAVSNITTET

Biokemilaborationernaehandlar aminosyror/proteiner, lipider, kolhydrater och enzymer och manga
ber°r vardagliga f°reteelser. Vi rekommender
laborationelsom kréaver slutsatser och diskussioner. Biokemilaborationerna &r i flera fall mera
tidskravande &n de ovriga, och nagra kraver den laborationsvana man hoppas att eleverna ska ha
uppnatt under gymnasietiden.

ANALYSAVSNITTET

| analysavsnittet har vi helt ast fran titreringar och gravimetriska analyser, eftersom de allra flesta
ar valkanda. Vi har istallet koncentrerat oss pa kromatografiska metoder eftersom de latt kan koppla:
till organiska amnens strukturer, till synteser och biokemiska forsok. Tumslakiknatografi pa
smartstillande medel kan kopplas till syntes saval acetylsalicylsyra (finns i andra kéllor) som
paracetamol. Den senare syntesen var tavlingsuppgift vid 1996 ars kemiolympiad i Moskva och har
prévats, andrats och infogats i detta kompenndi

Vi & medvetna om att gaskromatografen inte ar nagot vanligt instrument i svenska gymnasier. Vi ha
anda tagit upp nagra undersokningar for de skolor som har. Sjalva har vi en mycket enkel
gaskromatograf av danskt ursprung. | vissa falll har vi gagkgomatogram som kan anvandas for
diskussion aven i franvaro av sjalva instrumentet.

De skolor som har Ifstrument kan sékert sjalva se var denna analysmetod passar in.
Manga strukturer i bilaga

Vid bl a kromatografering ar molekylernas polara egenskaypstort intresse och vi har i bilaga
samlat ett antal strukturer for olika naturliga fargamnen och indikatorer. Likasa kan man ta hjalp av
en tabell 6ver olika I6sningsmedels polaritet.

SAKERHET

Vi utgar fran att varje larare informerar sig om riskerna nulkemikaliersom ingar i
laborationerna, och att de hanterar de (sma) avfallsmangderna pa ett adekvat satt.

LABORATIONERNA AR UTPROVADE

De flesta laborationerna har i elter annan utformning férekommit i svensk, tyske eller

engelsksprakig litteratur. Ylva Pettersson, Asé Gymnasium, har bidragit med flera av sina utprévade
| aborationer och testat och utveckl at andra
Bjorn Llning, andra av oss pa Resurscentrum. Samtliga laborationer har under sommaren prévats a
en nybliven student och tv- o0ett-rskemistero
férhoppningsvis nyttig erfarenhet att préva laboratiofewilka instruktionen var mycket l6st

formulerad eller saknades. Studenternas uppgift var bl a att ordentligt uppskatta tidsatgangen for
laborationerna, gora sjalva laborationsbeskrivningen samt skriva praktiska kommentarer till lararna.
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Det var ocksa Iycket nyttigt for oss att se vilka svarigheter en lab kan innebara om man inte har den
vana kemistens fingertoppskans¥atackar Ulrika, Anna och Daniel for hart arbete!

Somliga vackert tankta forsok har vi fatt 6verge.

Till dessa hor extraktion av olikedtningsmedel ur laskedrycker atfoljd av tunnskiktsanalys. Vi ar
tacksamma for en fungerande beskrivning av sadan extraktion! Dit hor ocksa syniagavo?

genom addition av vatten tilkdktan (Markovnikovs regel). Av den vidriga doften att doma dyids
syntesen. Daremot var renframstallningen misslyckad och omgjliggjorde den gaskromatografiska
undersokningen.

Vi jobbar i liten skala

Vi har forsokt att beskriva laborationerna i liten skala, val medvetna om problemen med
avfallskemikalier. Vi har docknte forutsatt ndgon sarskild mikroutrustning i vara beskrivningar,
mestadels provrosmarundkolvar och ibland kulkylare for aterloppskokning.

Uppvarmning och omrdrning vid organiska laborationer

Vi vill pa det varmaste rekommendera att man anvamaggnetomrérare med uppvarmningch

varmer ett sandbad pa detta. Omrérning med liten magnet gar utmarkt aven i provror. Sandbadet &r
helt enkelt sand till nAgra cm:s hojd i en kristallisationsskal. Sandbadet satts pa magnetomréraren oc
varms. Det provror edr den rundkolv som ska varmas satts ned i sanden. Sand isolerar och
temperaturen kring provroret/kolven beror inte bara pa uppvarmningen utan ocksa pa hur djupt det
star i sanden. Man kan allts& 6ka varmen genom att sanka réret och vice versa. Detta spara
varmeplattan.

Ett utmarkt alternativ till sandbad ar ett aluminiumblock med utsvarvade fordjupningar for
rundkolvar och provrér. Hor garna efter med dina tekniker pa skolan om de kan goéra saddana block.
Vi har frdgat om Kebo har intresse av tillverkniibge anser att det inte ar omgjligt att lagga ut en
sadan bestallning.

Bredvidlasning/bakgrundslasning

| nagra fall har vi tagit med material som vi tror kan intressera elever och larare, delvis kopplat till
andra &mnen. Har kan du gérna som larare bidratipeedm artiklar eller notiser. Vi sprider garna
informationen via nyhetsbreven.

KOM MED TIPS OM LABORATIONER

Som larare har du sakert egna idéer om och beskrivningar pa bra laborationer for kemi B. Vi tar
emot, prévar och sprider!

Augusti 1996
Personabch externa medarbetare pa Kemilararnas Resurscentrum,

P.S. Alla tryckfel ar givetvis introducerade for att du ska fa anvandning for dina disketter!
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Organisk kemi
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Oxidation och Reduktion

Oxidation av bensaldehyd.

Uppgift:
Att oxidera bensalehyd till bensoesyra.

Bakgrund:

Bensaldehyd ingar i livsmedelsaffarens mandelsessens. Den ersatter bittermandelolja som inte langre far
sdljas. | bittermandlar férekommer bensaldehyden bunden till cyanidgrupper. Bensaldehyd som kommer i
kontakt med lufoxideras till bensoesyra.

Material: och kemikalier

urglas eller objektglas, bensaldehyd (inte mandelsessens)
pipett ev. ndgon metall, t ex koppartrad
Utforande:

Smeta ut liteda 10 drp ) bensaldehyd tunt pa urglaset. Lat det sta i luft onh géolljus, tills kristaller
bildas. Ju tunnare lager desto snabbare oxidation (fran ca 1 timme).

Det sags att metaller katalyserar oxidationen. Stammer det? Prova t ex med en tunn koppartrad.
Hur kan man visa att det bildats bensoesyra?

Rapport:
Reakionsformel for oxidationen. Svar pa fragor

Kommentar till "Oxidation av bensaldehyd".

Laborationen tar ca 2 min, men man kan inte sitta och titta pa sin utsmetade droppe hela tiden.
Efter ca 15 minuter ser man en kant av kristaller.

Eftersom exprimentet &ar sa kort kan det demonstreras pa lektion eller kombineras med annan lab. Lagg
objektglas med tva utsmetade droppar bensaldehyd par@ektorn. Lagg ev en koppartrad (ren) i den ena
for att préva om det gar snabbare. (Projektorn kan man pedifalld.)

Bensoesyran bor kunna pavisas med nagra droppar vatten quppklr. Den ska ocksa vara lattloslig i svagt
basisk I6sning. Ingen lukt av aldehyden efter nagra timmar.
Mandelessensen innehaller enligt etikett forutom bensaldehyd ocksa péjeatfotovegetabilisk olja.
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Oxidation av Toluen

Uppgift:
Att framstalla bensoesyra genom oxidation av toluen med kaliumpermanganat.

Bakgrund och teori:
Syftet med laborationen ar att utnyttja redoxkemi och syrabaskemi for att ur entekniskt vanlig
utgdngskemikalie producera en allmant anvand hushallskemikalie.
Om ett vate i bensen ersatts av en metylgrupp ar metylgruppen lattast att angripa med ett
oxidationsmedel. Metylgruppen oxideras fullstandigt av kalpgrmanganat, dvs till en
karboxylsyra. Omieaktionen sker i basisk 16sning kommer permanganatjonen att reduceras till
brunsten, Mn@ | basisk l16sning férekommer reaktionsprodukten som ett vattenldsligt salt. Om
vattenlésningen darefter gors sur kommer den oprotolyserade syran att fallasaatireten
har &g vattenloslighet.

Material och kemikalier:

Sandbad toluen,
Magnetomrdrare med uppvarmning, magnet KMnO,, fast
rundkolv (25 crd), NaCQO;, fast
kulkylare, slangar etanol, 96%,
universalindikatorpapper, H.SQy, 2 mol/dn?
filtrertratt, filterpapper,

E-kolv,

glasstav

—— kylvatten i

-— kylvatten |

—)

Forsoksuppstallning:

Utforande:
Aterloppskoka 0,2 g toluen, 0,6 g KMn@,2 g NaCO; och 15 cmvatten i 30 minuter under
kraftig omrérning. KMnQ 6vergar da gradvis till brunstefillsatt efter 30 minuter lite etanol
tills kaliumpermanganatet precis 6vergatt helt till brunsten.
Filtrera rundkolvens innehall varmt. Tillsatt forsiktigt lite utspadd svavelsyra till
filtratet tills det reagerar surt.
Filtrera av kristallerna och &ita mechagotkallt vatten. Torka dem i svag varme och vag sedan
utbytet. Bestam preparatets smaltpunkt.

Rapport:
Forklara vad som hander vid de olika stegen i syntesen.
Berékna det teoretiska utbytet och ange det verkliga.
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Kommentar till "Oxidation av Toluen"

Praktiska rad:
Laborationen tar hégst 1.5 h.
Tank pa att satta igAng uppvarmning av sandbaden sa fort som majligt, eftersom det kan ta upp
till 25 minuter att fa dem tillrackligt varma.
Oférbrukat kaliumpermanganat i I6sningen férstérs maddadtillsatsen, men éverskott av
etanol kan I6sa den bensoesyra man ska falla ut i slutskedet. Reduktionen av permanganatet ska
darfor ske med eftertanke.
Slutprodukten kan torkas i luft till féljande pass. Bensoesyra utnyttjas for ytterligare syntes
(etylbensoat) i detta kompendium.

KMnOg4: 3,8 mmol, toluen: 2,2 mmol, NaOs; 1,9 mmol.
CeHsCHz +2MnOy - CgHsCOO + 2MnO, + H,O + OH

Reaktionen har inte gatt till fullbordan efter 30 min., men ytterligare tid tillfér inte nagot nytt till
laborationen. Tolen finns enligt detta recept i Overskott, kan vara en gardering mot
avdunstning.

Om man saknar magnetomrorare med varme kan man forsoka koka utan magnet, och lita pa att
omrdérningen vid kokningen ar tillrdcklig. Man ser ganska tydligt om reaktionen Igeisagen
gradvisa bildningen av brunsten.

Aterloppskokning utan kulkylare rekommendeeadvied Liebigkylare avdunstar féormodligen

toluen, vi har daliga erfarenheter.

Att diskutera med eleverna(forkunskaper):
Kaliumpermanganats l6slighet i toluen redpekvatten.
Teori till syntesen: stabilitet hos bensenringen, oxidation av metylgruppen,
kaliumpermanganat som oxidationsmedel och dess reaktionsprodukter vid olika pH.
Basisk egenskap hos natriumkarbonatlésning.
Svaga syrors egenskaper.
ALi ka kla%oser | i

Av intresse:
Bensoesyra och bensoater som konserveringsmedelniier for bensoesyra och bensoater) Se
lastips!
Toluen ar emycketvanlig och kemiskt anvandbar kemikalie. Vanligt utgangsamne i synteser.

Varianter:
Laborationen kan goras nagotp@n eller atminstone nagot sjalvstandig om man bara anger
instruktion for utforandaitanangivande av reaktionsprodukt. Tankbar rubrik ar da:
"Syntes av ett anvandbart @&mne"
Man ger illustrationen med invagningmangder och kort instruktion.
Detta far atbljas av relevanta fragor.

Se underlag pa nasta blad.

En annan variant &r oxidation av xylen, med ungefar samma utférande men bl a kopplat till
tunnskiktskromatografi. Sid 5 i detta kompendium.
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Syntes av ett anvandbart &mne

—— kylvatten

| kolven ska finnas:
0,2 g toluen, ‘

gt ~— kylvatten |
0,6 g KMn@

0,2 g NaCQoch

—)

Forsoksuppstallning:

Arbetssteg:

Aterloppskoka i 30 minuter under kraftig omrérning

Tillsatt efter 30 minuter lite etanol tills den violetta fargen forsvinner
Filtrera rundkolvens innehall varmt genom ett filter

Tillsatt forsiktigt lite utspadd svavelsyra tills filtratet innehall reagerar surt.
Samla fallningen och tvatta den med sma portioner vatten

Torka i svag varme.

OO WNPRE

Fragor

Vilken produkt bildas av toluen vid reaktionen?

Vad hander med KMngQ

Vilken grupp angrip$ittast i toluen?

Vad ar pH i reaktionsblandningen och vilken ar reaktionsprodukten i denna l6sning?
Varfor tillsatter man etanol i slutskedet? Finns det alternativ till etanol?

Varfor behovs syratillsats for att falla ut slutprodukten?

Till vad anvandslutprodukten?

Rapport
Kort beskrivning av reaktionsforloppet. Svar pa fragor. Utbytesberakning.
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Oxidation av Xylen

Uppgift:
Att framstalla ftalsyra genom oxidation av xylen med kaliumpermanganat.

Syfte:
Syftet med laborationen ar att utnyttja rekiemi och syrabaskemi for att ur en tekniskt vanlig
utgdngskemikalie producera en annan tekniskt betydelsefull kemikalie.

Teori:

Om vate i bensen ersatts av metylgrupper &r metylgrupperna lattast att angripa med ett oxidationsmedel.
Metylgrupperna oxidexs fullstandigt av kaliumpermanganat, dvs till karboxylsyra. Om reaktionen sker i
basisk I6sning kommer permanganatjonen att reduceras till brunsten, Miadisk I6sning kommer
reaktionsprodukten att férekomma som ett vattenldsligt salt. Om vattergésariérefter gors sur kommer

den oprotolyserade syran att fallas ut, eftersom den har Iag vattenloslighet.

Material och kemikalier:

Sandbad xylen,
Magnetomrdrare med uppvarmning, magnet KMnOy (S)
Rundkolv (25 cr), kulkylare, slangar NaCGO; (S)
Universalindikatorpapper, etanol, 96%,
filtrertratt, filterpapper, H,SQy, 2 mol/dnt
E-kolv,

glasstav

—— kylvatten

<— kylvatten |

)

Forsoksuppstéllining:
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Utforande:

Aterloppskoka0,2 g xylen, 1,1 g KMn@ 0,35 g NaCOs och ca. 25ckwvatten.

i 35-40 minuter under kraftig omrérning. KMn®@vergar da gradvis till brunsten. Tillsatt sedan lite etanol tills
kaliumpermanganatet precis 6vergatt helt till brungtdtrera rundkolvens innehall varmt. Tillsatt forsiktigt
lite utspadd svavelsyra tiiltratet tills det reagerar surt.

Filtrera av kristallerna och tvéatta med kallt vatten. Torka dswagvarme och vag sedan utbytet.

Rapport: Forklara vad som hander vid de olika stegen i syntesen.
Berakna teoretiska utbytet och ange det veaklig
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Kommentar till "Oxidation av Xylen"

Praktiska rad:

Laborationen tar htgst 1,5 timme

Tank pa att satta igang uppvarmning av sandbaden sa fort som mojligt, eftersom det kan ta upp till 25 minutel
att f& dem tillrackligt varma.

Oxidation av xylen &n utférs pa samma sétt som fér oxidation av toluen, men med andra mangder: 0,2 g
xylen, 1,1 g KMnQ, 0,35 g NaCQO; och ca. 25crhvatten. Xylen &r i 6verskott, vilket kan vara forvanande. Vi
har foljt ett recept fran toluen och gjort proportinella andningatror att 6verskottet ar en gardering mot en
svag avdunstning under syntesens gang.

xylen: 1,9 mmol, KMn@: 7 mmol, NaCQ;: 3,3 mmol
CsHa(CHs)2 + 4MNnQy - CsHa(COOR* + 4MNQ; + 2H,0 +20H

Denna reaktion gar langsammare &n oxidation av tolaerb@andningen bor koka minst-dBmin for att man
ska fa ett hyfsat utbyte.

Oxidationsproduldgrna av xylener blir ftalsyraa¢ o-xylen), isoftalsyra ( awxylen ) och tereftalsyra ( qv
xylen).

Om man oxiderar en xylenblandning med okand isomersamitigingdkan man identifiera produkterna
genom att kéra TLC och jamféra med de olika ftalsyraisomererna.

Ett lampligt yystem ar aceton / petroleume8t med 13 drp konc. attiksyra i varje TL-€anna. Enligt var
uppskattning av kromatogrammen innehalleexylandningen mest-form.

Se sist ett forslag till variant utgdende fran rena xylenformer.

Ftalsyrorna ar intressanta darfor att deras egenskaper skiljer sig avsevart.

Para-formen ger t ex vatebindningar mellan olika molekyler, och ar den som ér lisfig i vatten. Den
anvands vid framstallning av PEast, som ar en polyester av paraformen och glykol. Om man férsdker
smaltaparaformen forkolnar den.

Helt annorlunda dorto-formen. Har kan man latt tanka sig interna vatebindnir@dtalsyranstva
naraliggande karboxylgrupper ger latt ftalsyraanhydrid, ndgot som man inte kan astadkonpasamed
formen. Upphettar maorto -formen smalter den forstd relativt h6g temperatur, men man ser att den
avlamnar vattendroppar och évergar till en metsihadilt produkt. (Anhydriden smalter vid 132)

Detta kompendium innehaller ocksa syntes av fluorescein, dar ftalsyraanhydrid kommer till anvandning.
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De olika syrorna har ocksa olika styrklandbook uppger pkvarden:

o-form: 2,89 och 5,51mform: 3,5 och 4,60 p-form: 3,51 och 4,82

Utan att dra alltfor stora vaxlar pa dessa varden kan man konstatera att den form dar karboxylgrupperna
(elektronegativa grupper) ligger narmast varandra, ar surast.

(P& samma satt ar t ex oxalsyra mycket sur mpdatandisyra ar mycket svagare.)

Varianter:
Gor oxidation av rew-xylen samt av rep-xylen och préva produkternas upptradande vid upphettning och ev
pa tunnskikt. Gor ftalsyraanhydrid och fortsatt till fluorescein.

For att gora laborationen mera éppene et t f°rsl ag under toluens oxid
Forslaget kan éverforas aven pa denna laboration.
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Identifikation av karbonyl, reduktion av karbonylgrupp med
natriumborhydrid

Uppaift:
Att anvanda 2 4linitrofenylhydrazin (2,4DNF) som ett reagens pa keton, samt att reducera en keton och
prévasamma reagens efter reduktionen

Bakgrund och teori:

Karbonylgruppen ar reaktiv och utnyttjas ofta inom organisk syntes. | den har laborationen anvéander du dess
egenskaper fdadentifikation Ketoner och aldehyder, som bada innehaller en karbonylgrupp, kan pavisas i sur
I6sning med hjalp av 2;4linitrofenylhydrazin. 2,£DNF ger tillsammans med karbonylgrupp en gul fallning.

0 cHy
O,N NH—NH, g\ — O,N NH —N=c]  +H,0
HiC” “CH, CH,

NO, NO,
2,4-dinitrofenylhydrazin aceton gul fallning

Karbonylgruppens kolatom har p g av den poléra bindningen inom gruppen en positiv dverskottsladdning.
Kolatomen ar allts@lektrofil. Den reagerar garna med ettkleofilt reagensEtt sadant &r tex en kvaveatom i
2,4DNF

Om karbonylgruppen reduceras ar kolatomen ar inte langre elektrofil cEINE4er ingen fallning. For att

visa att reagenset ar anvandbart enbart for karbonylgruppen kan man reducera denna och préva reagenset p
nytt. Hydrider vanliga reduktionsmed®&latriumborhydrid,

NaBH;, som du anvander i denna laboration &ar en forening dar véate har oxidatiohstaeningen verkar
starkt reducerande. Hydridjonem, Fhed Gverskott av elektroner, kan gora en nukleofil attack pa
karbonylkolet i en keton.

Principiell metod:

Reducera ketonen (aceton). ProvaRNMF s reaktion med keton och préva reduktionsprodukten med samma
reagens.

Material och kemikalier:

Pipetter 1 crh aceton
sked (liten) 2,4-DNF-l6sning
provror NaBH,

H.SOs max 2 mé/dm?
avjonat vatten

Utforande:
1. Blanda 4 droppar aceton med ca £ eatten. Tillsatt ca 100 mg NaBHskaka och vanta ca 5 min.
Gasbubblorna som bildas vid reaktionen &r vatgas.
Neutralisera I6sningen med sedsyra (gor l[6sningen svagt sur). OBSOr detta forsiktigt (en droppe i
tage), da reaktionen ar kraftig.
Nar losningen ar svagt sur: tillsatt lite vatten. Eventuellt uppkommer en vit fallning, vilket beror pa att
natriumborhydrid vid reaktionen bildar Bboch HBO; ar mattligt 16sligt. St till vatten tills all fallning ar
upplést innan 2 DNF tillsatts.
Tillsatt sedan tva droppar 2RINF-I6sning. Studera I6sningen och anteckna resultatet.
2.Blanda 4 droppar aceton med 1 droppe svavelsyra. Tillsatt darefter tva dropp&i2,8tuderddsningen
och anteckna resultatet.

Rapport: Forklara resultaten. Skriv reaktionsformel for reaktionen (reduktionen) i ror 1. Préva ocksa att illustrera
hydridjonens attack pa karbonylkolet i aceton.
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2.4-DNF kommentar till lararen.

Praktiska tips

Labomtionen tar ca 20 min.

Aldehyder och ketoner reagerar snabbt meeD\# under bildning av 2:dinitro-fenyl-hydrazoner. (Se
nedan)

Mattade alifatiska aldehyder och ketoner ( som aceton ) ger gutinyb-fenylhydrazoner, medan vissa
omattade kan geéda eller oranga derivat. (Ju langre konjugerade system desto rddare farg! )

Den vita fallningen som kan bildas under reduktionen ar borsyB4Denna kan l6sas upp genom tillsats
av vatten, eller ev. filtreras av.

Om rad fallning bildas da 2sBNF-I6sningen tillsatts, beror det troligtvis pa att en reaktion mellan DNF och
BOs*. Detta undviks om den vita fallningen I6ses upp med vatten eller filtreras av inAANR dlIsatts.

Dock kan aven i detta fall viss rodfargning intraffa om den bildadeligedylhydrazonen far sta nagra
minuter.

Att I6sningen ar svagt sur efter tillsats av svavelsyra ser man nar reaktionen med 6verskottet av hydrid inte
langre ar kraftig.

2,4-DNF- I6sningen framstélls av etanol, fosforsyra samil2NF.

Recept:

50 g 2,4dinitrofenylhydrazin l6ses i 600 ch85% fosforsyra genom forsiktig varmning.
OBS! Lat lésningen sedan anta rumstemperatur, OBS viktigt!

Spad sedan med 400 tetanol, 95%, och filtrera l6sningen om den inte ar Klar.

Teori och didaktik

Det ar inte meningn att eleverna ska lara sig langa mekanisngnellertid kan det vara intressant att
diskutera vad som ar elektrofilt resp nukleofilt i olika molekyler for att ge eleverna en viss forstaelse for
organiska reaktioner. Stryker man tre rader i elevernasibesg forsvinner denna diskussion, och
laborationen far en annan karaktar ( om man stryker nukleofil attack fran hydridjonen ocksa).

| det har fallet ar det mojligt att visa pa karbonylkolet och den nukleofila attacken, dels fran hydridjonen, dels
fran det elektrofila kvavet med sitt fria elektronpar. Vi har foreslagit att eleverna ska rita den nukleofila
attacken av hydridjonen, vilket kan anses dverkomligt efter visst resonemang.

Borhydriden kan anses reagera pa foljande satt:
en hydridjon frigorgor reduktion av ketonen
NaBH; - Na" + BH; + H

BHs reagerar med vatten (redox)
BH; +3 HLO- 3H,+ H3BOs
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2,4-DNFs reaktion med acetc

O CH
— - | — — / 3
ON NH-NH, + & ——> 0N NH-N=C '+ HO  ho
HsC~ CHs CHs
07} 0O,
Generell mekanisn H H
@’\ ) lf O
H > L sy
R™ R RTOR R/é:\R‘

R H R
ON NH-N—&DJ_J—H ——> O,N NH—N=C’
Wk - 'R
—H,0

For en annu mer generell bild av mekanismen, for en kort diskussion av de tva vatena i DNF, samt for en bild
av hydridjonens angrpp pa ketonen se kompendietseparata mekanismavsnitt.
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Substitution

Halogenens karaktar och placering

- inverkan vid substitution.

Uppgift: Att jAmfora reaktionshastigheten vid substitutionkidrbutan, tbrombutan och-jodbutan sarnl-
brombutan, Zorombutan och-brom-2-metylpropan.

Bakgrund och teori:

Reaktioner med halogensubstituerade kolvaten ar vanliga inom organisk kemi. | den har laborationen
undersoker du hur halogenen byts mot en hydroxigrupp.

Genom forsok med nagra utdal halogenalkaner kan du undersdka dels vilken inverkan halogenens karaktar
har pa substitutionens hastighet, dels vilken inverkan molekylstrukturen har.

Hydrolys av halogenalkaner sker enligt reaktionsformeln:

R-Hal + H:O - ROH+H +Hal" (R=alkylgrupp, Hal =Cl, Br eller 1)

Reaktionens hastighet kan studeras genom att man later den ske i narvaro av silverjoner. Halogenalkaner gel
ingen reaktion med silverjoner, men nar halidjoner bildas uppkommer gradvis en fallning av silverhalid:

Agt(aq)+Hal"(aq) - AgHal(s)

Eftersom halogenalkaner ar oldsliga i vatten, later man reaktionen ske i etanol. Badde halogenalkaner och
silvernitrat ar l6sliga i etanol.

Den kolatom som binder halogenatomen har en viss positiv laddningaftbiisdningen till halogenatomen

ar polar. Kolatomen ar en elektrofil. Den kan angripas av molekyler som har |&ktyargar- nukleofiler.

(Rital)

Mekanismen for den reaktion du studerarnakleofil substitutionbrukar beskrivas som endera av tvé fa

| det forsta fallet (kallat &) attraheras och binds nukleofilen svagt till den elektrofila kolatossentidigt

som bindningen till halogenen forsvagas. Under reaktionens gang ar alltsa 5 atomer tillfalligt bundna till kol.
Detta steg bestammer higsieten for reaktionen. Sedan avges halogenen snabbt som halogenidjon.

| det andra falletkallat Sy1) bildas en jon, ekarbokatjon nar en halogenidjon avges fran halogenalkanen.
Detta steg bestammer hastigheten for reaktionen. Karbokatjonen ar iftectdinder snabbt en nukleofil i
narheten.

Material och kemikalier:

8 provrdr, halvmikre etanol

pipetter 1cr 1-klorbutan

matpipett 510 cn¥ 1-brombutan

Peleusboll 1-jodbutan

varmeplatta 2-brombutan

vattenbad 5% 2-brom2-metylpropan
silvernitratldsning 0,1 mol/dn

Utférande:

Forsok 1.

Gor i ordning 4 provror enl tabellen pa nasta sida:
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Stall de fyra provroren i ett vattenbadsom hai@PC. OBS! Etanol &r mycket brandfarligt. Ha inga 6ppna
lagor i narheten av provroratier etanolflaskan.
Lat provroren sta ca 10 min, sa att de nar vattenbadets temperatur.

Ror 1 2 3 4
Etanol 1cn? 1cn? 1cn? -
1-klorbutan 2drp - - -
1-brombutan - 2drp - -
1-jodbutan - - 2drp -
Silvernitratlésn. - - - 5 cn?

Satt 1 crav den armda silvernitratiosningen till var och ett avprovroren 1, 2 och 3 sa samtidigt som mojligt
och notera tidpunkten. Skaka alla réren val och observera dem i ca 5 min. Anteckna dina observationer.

Forsok 2.
Forsoket utfors iumstemperaturGor i ordning te provror enlféljande:

Ror 1 2 3
Etanol 1cn? lcm® lcm®
1-brombutan 2drp - -
2-brombutan - - 2drp -
2-brom2- metylpropan - - 2drp

Satt 1 csilvernitratlésning till var och ett av de tre réren sa samtidigt som majligt och notera tieipLink
Skaka réren noggrant.
Observera roren i ca 5 min och anteckna dina observationer.

Rapport:

Forsok 1.

Redovisa ditt resultat.

Identifiera vad som ar nukleofil och elektrofil i din reaktion.

Vilken halogenalkan reagerar snabbast / langsammast? {€kg&emister brukar tala om den snabbaste som
basta Al ®mnande gruppo )

Vid reaktionen bryts en kemisk bindning i halogenalkanen. Skillnaden i reaktivitet skulle kunna bero pa hur
polar bindningen &ar, men den skulle ocksa kunna bero pa bindningens Atwéad

elektronegativitetsvarden och bindningsenergier och diskutera vilket som ar den troligaste orsaken till skillnad
i reaktivitet.

Bindningsenergi
Bindning kJ mol*

C---Cl 346
C---Br 290
C---I 228

Genomsnittlig bindningsenergi for kblogenbindningarna i halogatkanerna.
(‘ur Book of Data, Nuffield)

Forsok 2.

Redovisa och diskutera ditt resultat.

Identifiera vad som ar nukleofil och elektrofil vid reaktionen:

Vilken bromalkan reagerar snabbast / langsammast?

Vilket ar 16sningsmdlet under reaktionen? Pa vilket vis skulle ett val av ldsningsmedel kunna inverka pa
typen av mekanism? Vilken mekanism borde ske har? Forklara ditt svar.

Vilken bromalkan borde reagera snabbast med tanke pa ditt svar? Vilken borde reagera langsammast?
Motivera ditt svar.
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Praktiska erfarenheter
Laborationen tar 5060 min.

Forsok 1.
1-brombutan: Ldsningen ej helt klar, dock ingen direkt fallning.
1-klorbutan: Ingen fahing.
1-jodbutan: Gulaktig fallning nastan direkt.

FoOrsok 2.

1-brombutan: Lésningen €j helt klar, dock ingen direkt fallning.
2-brombutan: Féallning efter ca 1 min.
2-brom2-metylpropan: Gulaktig fallning genast.

Teoretiska kommentarer.
OBS Det lan verka konstigt (for lararen) att forsoket gérs med sa daliga nukleofiler som vatten och etanol.
Orsaken ar att starkare nukleofiler skulle ge alldeles for snabba reaktioner.

Forsok 1.

Detta ar en substitution, er2 reaktion. Halogenen gor bindningeolar, kolet blir nagot positivt, och
angrepspunkt for en nukleofil attackukleofilen &r syreatomen i vattenmolekylen (t ex). Det finns inga
steriska hinder for en\&- reaktion, eftersom endast en alkylgrupp sitter pa det aktuella kolet, och

vattenrmbé ekyl en kan fAkomma -t 0.

Under reaktionen passeras tillfalligt ett stadium (med hdg energi) dar kolatomen samtidigt attraherar (binder)
bade syret i vattenmolekylen och halogenatomen. Harvid maste bindningen Halbfjgavagas. Denna del

ar hastighetsb&mmande. Man kan latt se att bindningsenergierna ar avgérandedigar den svagaste
bindningen, och jodalkanen reagerar snabbast.

Forsok 2.

2-brom-2-metylpropan ar en teriar halogenalkan. Har finns steriska hinder farRem&ktion. Istallet gar
retionen via en karbokatjon. Reaktionen ar a¥-3yp. Halogenidjon avges i ett forsta
hastighetshestammande steg. Karbokatjonen adderar sedan den nukleofil som finns tillganglig, har vatten elle
etanol, varefter vatejon avges. Losningen blir alltsé slreaktionen.

Ju flera alkylgrupper som delar kolatom med halogenen desto lattare bildas karbokatjonen. Tertiara
halogenalkaner substitueras mycket snabbt.

Dessa tva typer av substitutionsforlopp kan eleverna sakert forsta sig pa. De ar latta qutakfiSkd och

resultatet ar val synligt. Resonemanget med den svagaste bindningen i forsok 1 ar ocksa latt att genomfora.
Vill man inte prata mekanismer med karbokatjoner kan man anda dra slutsatser om malekytédander
forsoken. (Verkligheten fimoberoende av kartan!)

Lésningsmedlet understodier att joner bildas, eftersom det &r polart, och deltar dessutom i reaktionen.
OBS att man inte kan s&aga huruvida vattenmolekylen eller alkoholmolekylen gar in som nukleofil. Detta &ar
ocksa ovasentligt faatet man vill uppna med reaktionen.
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Att gbra en pHindikator ur en annan

- ett exempel pa elektrofil aromatisk substitution

Uppgift:

Att genom en substitution syntetisera indikatorn bromfenolblatt fran indikatorn fenolrott.

Bakgrund.

Studerar mantsukturerna av vara vanligaste phtlikatorer ser man latt att de har samma grundstruktur, med
tre aromatiska ringar bundna till en kolatom. Daremot har de olika substituenter pa ringarna.
Substituenterna ger indikatorerna dels olika farg, dels olika gsistarvall, dvs olika pK De tva
indikatorerna, fenolrétt och bromfenolblatt, i denna laboration tillhér denna stora grupp.

Teori

Fenolrétt ar liksom flera andra indikatorer en fenol. Med fenoler sker mycket Eittlgrofil aromatisk
substitution dvsen elektrofil grupp soker sig garna till den aromatiska ringen. Fenolerg@igen styr

nasta elektrofila substituent tét ochp- positioner som ar sarskilt elektronrika. | den har laborationen
substituerar du med brom och framstaller darmed brontf&iblBrommolekylen ar elektrofil. Man kan téanka
sig molekylen med en Brande och en Brande nar den narmar sig ett elektronrikt omrade. Da kan den
positiva &nden bindas och den andra avga som bromidjon

p-positionen ar redan upptagen i fenolréttgsekturer nedan), varfér nasta substituent hamagoaisition.

S
@) /O
c”
©
SO3
Fenolrott i sin basiska form

Material och kemikalier
halvmikrorér, ca 10 st fenolrott, fast eller i 16sning
provrorsstall till dito bromfenolblatt, dito
pipetter svagt bromvatte
tunnskiktsplatta, (Sig) saltsyra, t ex 4 mol/din
kapillarer (Microcaps) natriumhydroxid, t ex 2 mol/din
pH-papper elueringsvatska: t ex

etylacetat / diksyra / etanol, 25:2: 5
konc. ammoniak

Undersok indikatorernas farger i sur ochbasisk l16sning.

Los ytterst litet av den fés indikatorn fenolrétt, FR,nagra droppar alkohol och ca 1%tvatten. G6r samma

sak medndikatorn bromfenolblatt, BFBsom kommer att vara ditt jamforelsematerial. Dela I6sningarna pa
varderatvaprovrorec t i | | s2tt 2 droppar saltsyra til!] den
och det kan ev behbvas ytterligare en droppe saltsyra i BFB. Till den andra uppséattningen satter du istallet
natriumhydroxidiésning for att studera indikatorernas a si skao f 2r g.
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Genomfdr substitutionsreaktionen

Bromeringen ska ske i sur I6sning. Dela ater din suroBRIng pa tva provror. Den ena ska fa reagera, den
andra ska du anvanda for tunnskiktskromatografering.Satt cd dvagt bromvatten till din sarFRIGsning.
Bromvattnet ska vara svagt gult, ungefar som en blek grapefrukt. Vanta ca 5 minuter och prova sedan om du
lyckats gbra BFB genom a# ut nagra droppaav din reaktionsblandning och géra den basisk .

Undersok resultatet med tunnskiktskromatografi

Gor tunnskiktskromatografi for att underséka din produkt.

Markera pa en tunnskiktsplatta. Satt pa ytterst sma flackarg® du har sadan kapillar) av vardera
1) din syntes i sur form

2) fenolrott i sin sura form

3) bromfenolblatt i sin sura for

Elueringsmedlet kan vara etylacetat/ attiksyra/ etanol i proportion 25: 2: 5.

Studera kromatogrammet medan elueringen pagar . Notera farger. Markera fronten. Framkalla genom att hall
ditt torkade kromatogram éver 6ppningen pa en flaska koncentreradraakrMarkera flackarnas lagen.

Var produkten ren? Bildades n&gon ytterligare produkt? Sker bromeringen lika latt i basisk I6sning? Ar
indikatorns farg hallbar vid hoga pH?

Hur manga bromatomer har du fatt in per molekyl? Kontrollera med en uppslagskdkerck index. Hittar

du bromfenolrotti din uppslagsbok kan du studera hur den skiljer sig fran dina tva indikatorer.

Indikatorns farg beror mest pa de tva dversta ringarna i figuren pa forra sidan. Fenolrott har i sin basiska form
ett langre systemvekonjugerade dubbelbindningar &n den har i sur miljo. Visa detta genom att rita
resonansformer.

Rapport:

Redovisa farger pa dina indikatorer i sur och basisk l6sning. Ta reda pa om deras omslagspunkter skiljer sig
(deras pKvarden). Rita streckformédr din produkt i sur eller basisk form. Rita av ditt kromatogram och
kommentera hur experimentet lyckats.
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Att gora en pH -indikator ur en annan

Kommentarer till lararen

Praktiska tips

Laborationen ar superenkel och passar lika bra som lektiodkf@&rna utford pa Otdpparaten.

Ett tunnskikt kan koras och utvarderas under lektionens gdng medan man t ex diskuterar indikatorns
omslagsintervall (se nedan).

Bromvattnet ska vara sa svagt att man kan hantera det pa banken utan risk! Bast hatfambdkera
manader gammalt urblekt bromvatten.

Syntesen ar snabb men lyckas inte varje gang. Man kan t ex misslyckas med for starkt bromvatten.

Lat garna eleverna prova att variera temperatur, eller byta saltsyra mot attiksyra.

Reaktionen tycks ga osé i svagt basisk l6sning, men langsammare. Troligtvis bildar bromen hypobromit
och bromidjon i basisk I6sning och hindrar substitutionen. Man kan préva med neutragagitsura
I6sningar dar BFB fortfarande ar bla (for att se direkt om reaktioren). sk

Den bla fargen har bleknat efter hand vid mina forsok, kanske for att jag gjddrdersisk.

Aven om man sétter pa de sura lésningarna pa tunnskiktsplaten och har attiksyra i elueringsvéatskan ser man
BFB overgar fran gul till bla basisk fornmder kromatograferingen, medan FR behaller sin sura farg. BFB har
ju ocksa mycket lagt pkDen blaa formen vandrar relativt snabbt pa kiselskiktet, medan FR &r mera ororlig.
Fenoler ar verkligen lattsubstituerade. Redan efter 2 minuter har BFB bilddt$rsin kan konstatera det

med fargomslag. Man kan kdra tunnskikt ndstan omedelbart och efter 15 minuter for att jamfora.

Vid mina forsok har jag sett rester av fenolrott pa tunnskikt efter kort tid, men ingenting efter ett par timmar.
Bromfenolr6tt sonomnamns i litteraturen kan inte sparas pa tunnskikt. Det verkar alltsa som om bromeringen
sker i alla positioner aven nar FR finns kvar i l6sningen.

Kromatografin kan goras ocksa pa vanligt fitrerpapper.

Eftersom det forekommer olika typer av substitutionman betona vilken det ar fraga oBlektrofil
aromatisk substitution forekommer i detta kompendium ocksa som syntes av fluorescein.

Syrastyrka/omslagsintervall

Bromfenolblatt &r en starkare syra an fenolr6tt. Brom &r elektronegativt och minskeegdgiva laddningen

pa syret i OHgruppen intill. Vatejonen avliamnas lattare. Den diskussionen bor eleverna kunna genomfora
eller folja om de tidigare stott pa jamforelsen mellan t ex attiksyra och triklorattil&ymafenolréttmed

enbart tva bromsubstiénter finns atminstone i nagra upplagor av Méncdex. Med hjalp av denna indikator
kan man jamfora hur 0, 2 och 4 bromsubstituenter inverkar pavakiet for indikatorn, och be eleverna
rationalisera. En vacker jamforelse!
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Indikatorernas farg

Nar FRgors basisk forlangs det konjugerade systemet (jamfort med den oladdade molekylen) till att galla bad:
de dvre ringarna, det finns en resonansform mguB@ogra sidan. Ett langre konjugerat system innebar att
mindre energi kravs for exitering av eletenroch langre vaglangder absorberas.

Den blaa fargen hos BFB innebar absorbtion av langre vaglangder jamfort med den hallonréda FR

Detta kan vara besvérligt att forklara for eleverna. Bromsubstituenterna ar forvisso elektronegativa, vilket
paverkar omslgs-pH. Men dessutom har de gott om elektroner. Elektronerna kan tka majligheten till
resonans (flera elektroner att delokalisera) och vaglangden péa det ljus som kravs for exitation okar

(= lagre energi) Fargen blir blaare.

(Bromfenolrétt med farre brombatituenter ar enligt litteraturen mera rodakigt bla an bla.)

Strukturer, omslagspunkter och farger hos indikatorer ar ett spannade kapitel och agnar sig val for
specialstudier. Strukturerna och 6vriga uppgifter for de namnda indikatorerna finns pdélaitaki.



KRC, Kemilararnas Resurscentrum

Framstallning av Fluorescein

Uppgift:
Att framstélla fargamnet fluorescein av ftalsymahydrid och resorcinol.

Bakgrund

Fluorescens &r ett luminiscensfenomen. Luminiscens betyder utsdandande av ljus. Ljuset kan sandas ut som €
resultat alemiska reaktioner, t ex i lysmasken eller nar vit fosfor oxideras i luft. Men det finns ocksa @amnen
som tar upp ljus agnvaglangd da de belyses och skickar ut ljus amreranvaglangdFenomenet ar

kortlivat, dvs upphor i praktiken nar belysningen stidWan sager att sddana amflanrescerar,och

fluorescein ar ett av dessa amnen.

Fluorescens i allmanhet har utbredd anvandning: tvattmedlens optiska vitmedel (organiska amnen),
fluorescerande farg i reklamtryck (organiska eller oorganiska), lysami&fiakarmen (oorganiska),

lysamnena pa insidan av lysrér som omvandlarljuy fran kvicksilverangan till ljus i det synliga omradet
(oorganiska).

Val kanda fAnaturligao f | uor e sycsenrflaonedcerar bemoensepa 3ma mi n
mangeer fororeningar, och klorofyll, som i l6sning fluorescerar i rétt.

Lite teori: Varfor sker reaktionen?

Framstallningen av fluorescein ar ett exempel pa en substitutionsreaktion, mera spealikiirefi
aromatisk substitutionsreakti@H-gruppen i feoler styr substittionertill o- ochp-positioner i ringen.
Ringens elektroner &ar rérliga och @uppen ger ett visst elektronéverskottdiloch p-positioner jamfort
medm-positionen. Resorcinol, som du anvander vid din syntes, har tvgr@dper somtgr pa detta satt.
Elektrofilen- det som sdker sig till ringens negativa positiorér kolatomen i en karbonylgrupp i
ftalsyraanhydriden. Detta &r bakgrunden till att reaktionen kan ske.

HO. OH
\©/ o Karbonylkolet &r elektrofii
\\C/

3
OH-grupperna styr till o
o- ochp-positioner ~0
Sa har ser reaktionsformeln ut:
o OH HO o O
: neose;
N H,SO P
@:C’O fl c +2 H,0

Y OH COOH
O

Ftalsyra-anhydrid Resorcinol Fluorescein
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Material och kemikalier:

vag

magnetomrérare med varmning ftalsyraanhydrid
liten magnet ¢om fr plats att snurra i provroret) resorcinol
sandbad konc. svavelsyra
sma bagare, konc. saltsyra
provror

filtreringsanordning

Utforande:

Vag upp ¥g ftalsyraanhydrid och 0,55g resorcinol i provroret.

Tillsatt 0,1 cni konc. HSQy och blanda med en glasstav.

Vvarm provroret pa sandbada 120 C ) under kraftig magnetomroérning tills blandningen smaélt och fatt en
morkt blarod farg (inte helt olik kesade blabar ).

Tillsatt darefter 5 crhupphettat vatten och rér om nagon minut.

Satt 0,5 criikonce. HCI till den nu roda I6sningen och 1at blandningen koka i ytterligare ca. 10 min.
Flouresceinet faller ut som en rédaktig fallning.

Filtrera av flouresceirteoch tvatta nagra ganger med dest. vatten.

Lat produkten torka pa ett urglas antingen 6ver natt eller i varmeskap vi€120

Vag produkten nar den torkat och jamfor utbytet med det teoretiska.

Undersok fluoresceinets flourescens genom att l6sa nagrgpkaalukt i ett provror fyllt med basisk |6sning.
Fargen syns annu battre i ts!

Fragor

Ta reda pa strukturen for fenolftalein, som ar mycket lik fluorescein. Vilka reaktanter skulle du valja for att
gora fenolftalein? Forklara!

Kan du hitta nagonnman likhet mellan fluoresceinets och fenolftaleinets upptradande?

Rita de resonansstrukturer som de tv- fA°verstah
Om du har tillgang till Nationalencyklopedin: tag reda pa mera om fluorescens, flunreshaless

anvandning.

Rapport: Beskrivning av produkten, ev berakning av utbyte, svar pa fragor.
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Kommentar till "Framstallning av Fluorescein”

Praktiska tips
Laborationen tar ca. 40 min att utfora fram till torkningen av produkten.

Teoretiskt utbyte 80,839.

Ftalsyraanhydrid kan tillverkas pa foljande satt fran ftalsyra:

Fyll ett provror till ca. 1/3 med ftalsyra och varm dver bunsenbrannare.

Ftalsyran omvandlas vid den hoga temperaturen ($@pfll ftalsyraanhydrid som bildar en klar vatska i
provrorets botten.

Hall 16sningen smakokande tills alla fasta partiklar férsvunnit.

| provroret finns nu ren ftalsyranhydrid.

Hall ut den heta I6sningen i en bred bagdier &ristskal och lat svalnaljr stearinliknande ).

Hacka loss den stelnade figig-anhydridkakan och mortla till pulver.

Klart!

Ett &nnu lattare tillverkningssatt ar att stélla in ftalsyra i en bagare tackt med urglas i €@h20mmt
varmeskap.

Nar alltsmalt till en farglos vatskafter ca. 1 timme ) ar det bara att lata deins.

Tank dock pa att vatskan angar mycket och maste sta i dragskap under avsvalningen!

Ett litet trick for att lattae fa upp ftalsyranhydriden$om blir ganska hard nér den stelnat ) ar att gjuta in en
bit trdd som sticker upp en bit dver ytan.
Drar man sedan i traden spricker ftalsyahydridkakan sonder och bitarna kan lattare tas upp.

Teori och andra kommentarer

Reaktionen ar en elektrofil aromatisk substitution.

Syntesen har tagits med i kompendiet dels for att &mnet ar intressant dela &rwiadningen av
karbonylgruppen i anhydrid vid en elektrofil substitution. Mekanismen ska inte studeras av eleverna. Vi har
beskrivit vilka delar av molekylerna som reagerar for att man i ndgon man ska forsta hur den slutgiltiga
molekylen bildas

Nedanett forslagtill mekanism

| forsta steget gar karbonylkolet in i position. Vatet fran resorcinolmolekylen gar till en karboxylgrupp och en
keton har bildats, fortfarande med ett elektrofilt kol som gor att substitutionen kan upprepas

HO OH
HO HO \CKH
HO Z
co® o
N __%\ % C/

O
C
- > |

Karbonylsyret tahand om nésta vate och med svavelsyrans hjalp bildas en vattenmolekyl.
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OH

Steg 2

rH
(OH \ /

HO ‘ — +HpO

: OH

Steg 3, central del
Tva OHgrupper pa resorcinol tvingas nu bilda en vattenmolekyl och ge en syrebrygga.

Fluoresceinmolekylen &r lik fenolftalein i sin uppbyggnad. Syntesmetoden &r ocksa densanmil
fenolftaleinsyntesen anvands fenol i st f resorcinol. Liksom fenolftalein ar fargad enbart i basisk 16sning ar
fluorescein fluorescerande enbart i basisk I6sning. | basisk miljo far man resonans aven med den andra
fenolringen da vatejon avges Eihgre konjugerat system okar vaglangden hos det ljus som absorberas

Om fluorescens

Molekyler som uppvisar fluorescens ar ofta stela molekyler. Fenolftaleins ringar kan snurra i forhallande till
varandra, medan fluoresceinets ringar dessutom ar hopbygggian syrebrygga som gor molekylen stel.

Sjalva fluorescensfenomenet innebar att molekylen tar upp ljus av en vaglangd och avger ljus av en (oftast)
langre vaglangd. Normalt nar ljuskvanta tas upp av ett fargat amne kommer den exiterade molekylen att
omvandla den extra energin till vibrationer och rotationer pa sin vag tillbaka till grundtillstandet. | en
fluorescerande molekyl kommer en liten del av energin att omvandlas pa detta satt, men resterande energi
avges i form av ett ljuskvantusrmolekylen hitar ingen vag till sin normala energiniva via varmerorelser.
Fenomenet ar kortlivatnadgra nanosekunder.

Fluorescensen hos fluorescein ar mycket stark, och man anvander &mnet for att studera bl a vattenfloden oct
vid medicinska undersdkningar. Det sdgdlggarna under andra varldskriget hade fluorescein med sig, som
om de hamnade i havet kunde slappas ut. Pa

sa vis kunde de upptackas fran sokande flygplan. | undertecknads (EW) ungdom férekom studentikosa hyss
med admnet. Bl a hélldes &mnet i en fontan.

(Klorofyll fluorescerar i I6sning, men i den levande véaxten 6vergar ljusenergin i lagrad kemisk energi, och
man ska alltsa inte fa nagon fluorescens)
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Elimination

Elimination av vatten frAn{2utanol
foljt av gaskromatografi pa produkterna

Uppaift:

Att eliminera vatten fran-Butanol och undersdka egenskaperna hos produkten/produkterna. Om du har
tillgang till en gaskromatograf kan du dessutom undersoka om flera produkter bildats och i sddana fall
vilken som ar den huvudsakliga produkten.

Teori:

Elimination av en vattenmolekyl frdn en molekyl ab@anol sker vid varme i narvaro av svavelsyra. Tre
olika oméattade produkter &r tankbara. Rita streckformler for de olika alternativen och namnge dem. Att
produkten ar omattad kan man visa genom att |ataedegera med en basisk kaliumpermanganatlosning.
Denra andrar da farg fran violetgOy) till gron (MnO4?). | gaskromatografen kan man undersoka vilken
/ vilka av de tankbara produkterna som bildas.Den produkt som har hdgst kokpunkt binds bast till
kolonnens fylining och kommer att fordréjas langst i kromatografen.

Principiell metod:
2-butanol med tillsats av ett par droppar svavelsyra varms och den gas som bildas sam&ttedvie
provrér. Produkten (gasgkan sedan undersokas.

Material och kemikalier:

Magnetomrdrare nteuppvarmning, liten magnet, 2-butanol,

sandbad, koncentrerad bSOy
termometer, KMnQOyg,

provrér med avledningsror, litet, med pm mycket utspadd ldsning,
stativ.

gummislang, vinklat glasror,

pipetter,

2-3 provror,

septum som passar till réren, stor vattenskal,
ev. injektionsspruta.

Utférande:

Tag fram sandbad och magnetomrdrare med uppvarmning. Satt en termometer i sanden och montera den.
Forvarm sanden till ca 8.

Sétt 20 droppar-Butanol och 6 doppar konc.axelsyra till provroret med aviedningsror och propp. Satt
slangen fran avledningsroret till det vinklade glasroret, som ska mynna ut under vattnet i vattenbadet. Fyll
provréren med vatten och placera dem upp och ned i vattenbadet. Ett provror sat@sivestgDen gas som
bildas ska trénga ut vattnet ur provréren.

Montera ditt butanolror stadigt, nara termometern i sandbadet, starta omrérningen och hgj langsamt
temperaturen pa sandbadet til-B00°C. Undvik att komma oéver 13, eftersom blandninged svartnar.
Forsotksuppstéllning, se nasta sida.
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W/ L

Lat det forsta roret fyllas till halften med gas. Fyll sedan de andra réren. Forslut réren under vatten med septa
Gasen i det forsta roret ar mest luft, medan de 6vriga innepétidukten.

Tag prov ur réren med spruta, genom septumet. Testa produkten med kaliumperriésgarpsom gjorts
basisk och om mdjligt med gaskromatograf.

Vid gaskromatografisk analys: ha ugnen helt avslagen, och varm alltsa inte heller injp&ttensInjicera ca
2 cnt i den opolara kolonnen i gaskromatografen.

Rapport:

Observationer. Rita streckformler foér de tre tdnkbara produkterna.

Sl& upp kokpunkterna for de tre tankbara produkterna i Handbook.

| vilken ordning bor de olika produkterna kora ut fran gaskromatografens kolonn?

Om du kort provet i gaskromatografen: Vilken ar huvudprodukten enligt ditt kromatogram? dtesisrans
formen av Zbuten stabilast?

En droppe butanol kan antas vara 0,08. tingefarvilken gasvolym motsvarar fulutbyte?
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Kommentar til|l N El i mbutareltfdlitawn a-
gaskromatogr afi p- prod:

Praktiska tips
Laborationen tar ca 50 min ( inkl uppstéllning av material, kokning och GC).

Septum = A gummi propp medfoonda.i kbar kant o, genomt:H

Normalt mérknar reaktionsblandningen nagot mot slutet. Men om man varmer for mycket eller for lange
bildas en biprodukt och rektionsblandningen blir da svart.

| litteraturen finns uppgifter om att man skulle kunna fa metylpropen vid for hastigirmning. Vi har inte
kunnat identifiera ndgon sadan trots manga upprepningar.

Vid kokning slutar gashildningen efter-18 min. Vi har provat olika temperaturintervall for eliminationen

och lyckats val ocksa vid temperaturer kring $25Det som begtder mest ar sannolikt att reaktionen inte
kommer igang omedelbart. | basta fall far man tre provror fyllda med gas. Innehallet i det forsta roret duger
ofta for att visa reduktion av permanganatjon.

For att minska luftvolymen i systemet: anvand ett preivror med sidorér samt en kort slang, helst av klar
plast, for gasoverforingen. Det gor det lattare att se dels nar reaktionen kommer igang, dels om det skulle bli
baksug p g av temperaturfall. Ha garnafdélle i berdskap for att halla varmen runt risraedre del.

Kopior pa vara kromatogram: se bilagor.

Reaktionsformel:

NN+ /O

—_
OH
2-Butanol trans-Buten
—_— /N + HO
OH
2-Butanol cis-Buten
— > \/\ + HO
OH
2-Butanol 1-Buten

For larare och specialintresserade elever ger vi nedan en tankbar mekanism for eliminationen.

Att diskutera i samband med laborationen

Stallningsisomeri ochis- transisomeri.Spegelbildsisomeri hosutanol.

Additionsprodukter av butenerna, t ex ger alla ttufanol, se Markovnikov’s regel nedan.
2-butanol ar ocksa ar mycket billigare att kopa dufanol, detsamma géller de flestaubstituerade
produkter!
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Ge gaskromaigrammet till eleverna aven om dhie har tillgang pa apparatian kan diskutera

gaskromatografi i allménhet och butens isomerer i synnerhet.

Fragor

Den lagsta kokpunkten av de tre produkterna Hautén, foljt aurans-2-buten och sedaris-2-buten. @

kommer alltsd ut i denna ordning ur gaskromatografen, och man kan atmnistone pa var enkla kolonn se alla
tre, och att tran®-buten ar huvudprodukt.

20 droppar butanol ar ca 1 gmilket utgor ca 0,01 mol och motsvarar lika mycket buten, dvs 0,2%am

(Om 1 mol gas motsvarar 25 éin

Tankbar utvidgning:

Aven om produkerna &r tre olika skulle en addition av vatebromid ge en och samma produkt enligt
Markovnikov's regel, namligenZrombutan. (Vid additonen gar vate till den kolatom som redan héesda f
vateatomerna.) Kokpunkterna férdch 2butan skiljer 10 grader, varfor dessa tva bor kunna separeras i
gaskromatograf. Vi har inte provat additionen, men om nagon gor detta vill vi garna vidarebefordra
erfarenheter!

Ovrigt: Utgdende fran ovanstage kan man nog formulera nagra kluriga fragor till eleverna.

Mekanism

Vid elimination av vatten fran-Butanol med hjalp av svavelsyra fungerar den senare som protongivare och
vattenupptagande medel. Enlgayzeffs regdér man mest av den isomer somt dubbelbindningehéar

flest alkylgrupper (2buten). Av den senare domineteans-formen. | bada fallen styrs utbytet till den
termodynamiskt stabilare formen.

)

AN —
H @ NN 1-buten, liten mangd
H
\ﬂ\ \:/ cis-2-buten, liten méangd
@
— \//\ trans-2-buten, storst mé
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Kondensation

Forestring av bensoesyra med etanol.

Uppagift:

Att framstalla etylbensoagenom reaktiomrmellan bensoesyra och etanshmt att rena estern och om
mojligt pavisa den med gaskromatografi, GC.

Bakgrund och teori:

Estar ar en mycket stor grupp d&mnen. Eftersom de ar flyktiga forekommer de ofta som doftamnen i naturen
eller framstdls syntetiskt for att tjdnstgbra som aromamnen.

Esterbildning ar en jamviktsreaktion, och katalyseras av syror. Reaktionen beror pa de deltagande
molekylernas elektrofila och nukleofila egenskaper. Karboxylsyrans karbonylkol ar elektrofilt och i al&ohole
hydroxigrupp ar syre nukleofilt. Vid reaktionen kommer det darfor att bildas en kovalent bindning mellan
kolatomen i karboxylgruppen och syre i alkoholen.

‘0. 0.

o - /ot
_ —C
R—C + HO—R, ——> Ry N + H20
OH

Markera i strukturerna ovan vad som ar nukleofil och elektrofil!
Det ar alltsdnte en saltbilahing dar syrans vate byts ut.

Material och kemikalier:

vag bensoesyra,
magnetomréare med uppvarmning, magnet etanol,

liten sked, H,SQ, konc,
matpipett eller gralerad plastpipett, pipetter NaHC@ 0,2 mol/dn?
matglas, eter

rundkolv lien (10 cmd), samt kulkylare till denna n-heptan
separertratt, ev. vattenfri NaSQ
bagare, dest. vatten, ,

kristallisationsskal ev.GC
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Utférande:

Blanda 0,1 g bensoesyra med 1,5 etanol och 1 droppe svavelsyra i en liten rundkolv. Afgskoka med
omrorning i ca 30 min.

Nar du kokat blandningen: gér den basisk ( pH ca 8 ) med cal2atriumvatekarbonatlésning. Overfor
I6sningen till en separertratt. Satt darefter till lite eter sa att tva faser bildas.

Vand separertratten nagra gangeh lat sedan skikten separera.

Eterfasen innehaller nu ditt etylbensoat.

Overfor vattenfasen ( &ar det dvre eller undre fasen? ) till en slaskbagare.

Tillsatt mer NaHC@-l6sning till separertratten och upprepa skakning och separation for att reaaesterf
Overfora vattenfasen till slaskbagaren, och eterfasen till en kristallisationsskal. Lat etern avdunsta.

(Om du ska anvanda gaskromatograf bor du ta bort fukt fran eterfasen innan du later den indunsta. Man gor
det med vattenfritt natriumsulfat) Nért er n avdunstat finns n-gra Aol ji
etyl bensoat. Detssggwrfimi d.i knar #fAJenka

Amnet &r flyktigt- ta hand om det snabbt.

Om du ska anvanda gaskromatografen kan du l6sa den lilla m&ngden etylbedss@tinnoh understka
I6sningen. GOr om majligt motsvarande Idsningav kant etylbensoat och jamfor.

Fragor
Varfor har man stort 6verskott av alkohol?
Hur manga droppars utbyte kan man fa?

Varfor gor du l6sningen basisk efter aterloppskokningen?

Rapport:

Skriv formeln for reaktionen. Besvara/diskutera fragorna. Kommentera och lamna in ev gaskromatogram
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Kommentar till

"FOrestring av bensoesyra med etanol".

Praktiska tips

Laborationen tar ca 9000min.

O O
| I

C—OH C—O—CH,CHjs
H>SO4
+ CH3CH20H _— + Hzo

Blandningen gors basisk efter aterlopgskiagen for att neutralisera svavelsyran och fa ev bensoesyra att
bilda natriumbensoat. Bensoesyran kan annars losa sig i eterfasen.

Reaktionsformel:

Om de tva skikten e riktigt vill séra pa sig vid reningen, kan man ha i lite natriumvatekarbonat sa separerar de
ordentlig.

Utbytet &ar bara nagra fa droppar. Teoretiskt utbyte ca 0,1 g. Man kan naturligtvis 6ka satsen om eleverna
finner det ohanterligt lite.

Vattenfritt natriumsulfat ar ett effektivt torkmedel, aven vattenfritt kalciumsulfat gar att anvanda. Man later
nagrakrossade bitar ligga nagra minuter det I6sningsmedel som ska torkas, och dekanterar eller filtrerar sedal

Korning fran GC bifogas.

Etylbensoat har viss anvandning som doftamne i parfymer.
Att diskutera med eleverna infor laborationen

Polaritet hos bindnigar

begreppemukleofil ochelektrofil

lika loser lika,

svaga syrors protolys och polariteten hos syran resp jonen

jamvikter

Reaktionsmekanismen for esterbildningen ar for komplicerad fér annat an specialintresserade elever. Aven h:
galler emellertid athukleofil och elektrofil kan anvandas for att man ska fovatdbindningarna bildas. Man
kan ocksa forsta varfor det inte ar H fran syran och OH fran alkoholen som bildar vattenmolekylen.

Mekanismse avnittet Abl-gra mekani smer
Variant:

Laborationen amycket lik framstéllning av metylsalicyladcksa kallat vintergronoljanésta laboration i detta
kompendium).
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Forestring av salicylsyra med metanol.

Uppaift:

Att framstalla metylsalicylat genom reaktion mellan salicylsyra och metanol, samt atstemaoch om
mojligt pavisa den med gaskromatografi GC.

Bakgrund och teori:

Estar ar en mycket stor grupp a&mnen. Eftersom de ar flyktiga féorekommer de ofta som doftamnen i naturen
eller framstélls syntetiskt for att tjanstgéra som aromamnen. Metylsdliéyekommer i en vaxt som i

England och USA kallas Wintergreen, och amnet kallas ocksa vintergronolja. Doften paminner om
amerikanskt tuggummi. | Sverige heter vaxten vaktelbar, det vetenskapliga namnet ar Gaulteria procumbens.

Esterbildning ar en jamkisreaktion, och katalyseras av syror. Reaktionen beror pa de deltagande
molekylernas elektrofila och nukleofila egenskaper. Karboxylsyrans karbonylkol &r elektrofilt och i alkoholens
hydroxigrupp &r syre nukleofilt. Vid reaktionen kommer det darfor ltabien kovalent bindning mellan
kolatomen i karboxylgruppen och syre i alkoholen.

/./.O.' - R _C//O'. HoO
RG + HO—R —— RGy o tH
OH

Markera i strukturerna ovan vad som ar nukleofil och elektrofil!

Det ar alltsa inte en saltbildning dar syrans vate byts ut.

Material och kemikaler

Vag, salicylsyra
magnetomréne med uppvarmningnagnet metanol,

liten rundkolv (10 cr), kulkylaretill denna, vattenslangar, H.SOQy, konc.

liten sked NaHCQ, 0,2 mol/dm,
matpipett eller graerad plastpipett, pipetter, eter,

matglas n-heptan

separertraft ev vattenfri NaSQ,
bagare, dest. vatten,

kristallisationsskal
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Utférande:
Blanda 0,1 g salicylsyra med 1,5 tmetanol och 1 drp svavelsyra i en rundkolv. Aterloppskoka i ca 30 min.

Nar du kokaéblandningen: gor den basigikH{ ca 8 ) med c&2cn? natriumvéatekarbonatlésning. Overfor
I6sningen till en separerkolv. Hall darefter i lite eter sa att tva faser bildas.vVand separerkolven nagra ganger
och lat darefter skikten separera.

Eterfasen innehaller metglicylat. Overfor vattenfaser@( detdvre eller undre fasen? ) till en slaskbagare.
Tillsatt lite mer NaHC®-l6sning till separerkolven och upprepa separeringen for att rena eterfasen.
Overfora vattenfasen till slaskbagaren, och eterfasen till en kristallisationsskal. Lat etern avdunsta.

(Omdu ska anvanda gaskromatograf bor du ta bort fukt fran eterfasen innan du later den indunsta. Man gor
det med vattenfritt natriumsulfat)

N2ar etern avdunstat finns n-gra Aol jigaod droppar
AJehkggummi 0.

Ev kan du nu |6sa metylsalicylatet-heptan och understka I6sningen i gaskromatografen.

Fragor
Varfor har man stort 6verskott av alkohol?
Hur stort utbyte kan man fa?

Varfor ska du gora losningdoasisk efter aterloppskokningen

Rappport:

Skriv formeln for reaktionen. Svar pa fragor. Kommentera och lamna in ev. gaskromatogram
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Kommentar till

"FOrestring av salicylsyra med metanol".

Praktiska tips

Laborationen tar ca 9000min.

i i
C—OH C—0O—CH
HpSO,4 3
+ CH30OH —> + H,O
OH OH

Reaktionsformel:

Blandningen gors basisk efter ategpisgokningen for att neutralisera svavelsyran och fa ev salicylsyra att
bilda natriumsalicylat.

Om de tva skikten ej riktigt vill séra pa sig vid reningen, kan man ha i lite natriumvatekarbonat sa separerar de
ordentligt.

Utbytet &ar bara nagra fa droppaedretiskt utbyte ca 0,1 g. Man kan naturligtvis 6ka satsen om eleverna
finner det ohanterligt lite.

Vattenfritt natriumsulfat ar ett effektivt torkmedel, aven vattenfritt kalciumsulfat gar att anvanda. Man later
nagra krossade bitar ligga nagra minuter@stingsmedel som ska torkas, och dekanterar eller filtrerar sedan.

Metylsalicylat har anvandning som doftamne i parfymer bl a. Man kan extrahera ur olika vaxter, men syntes
enligt denna lab. ar den tekniskt vanliga.

Att diskutera med eleverna infor laborationen

Polaritet hos bindningar

begreppen nukleofil octlektrofil

lika I6ser lika,

svaga syrors protolys och polariteten hos syran resp jonen
jamvikter

Reaktionsmekanismen for esterbildningen ar for komplicerad fér annat an specialintresserad&veleveir,
galler emellertid att nukleofil och elektrofil kan anvandas for att man ska forsta var bindningarna bildas. Man
kan ocksa forsta varfor det inte ar H fran syran och OH fran alkoholen som bildar vattenmolekylen.

Mekanism s e aNagramekaisiane rii . . 0
Variant:

Laborationen ar mycket lik framstéallning av etylbensoat, (féregdende laboration i detta kompendium).
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Tereftalsyras reaktion med etylenglykol till PBIYmer.

Uppagift:
Att genom forestring franalla PEFpolymer, en polyester

Bakgrund och teori

PET-plast fanns fére vara moderna laskedrycksflaskor! Under namnet Tiérpeanterades polymeren i
spunnen form av ICI redan i slutet avtllet och férekommer ocksé under handelsnamnet Diicron
(DuPont).

Tereftalsyra ar en tvaprotonig kasytsyra, 1,4bensendikarboxylsyra, och glykol ar en diol. Syran kan allsa
ge esterbindningar i tva riktningar och alkoholen kan medverka i esterbindning till tva olika syramolekyler.
Disyran och diolen kan bilda en ester som blipelyesteren mycket lag molekylkedja.

Forestring i sur miljo ar en jamviktsreaktion. Genom hdg temperatur kan vatten tvingas att lamna
reaktionsblandningen varvid jamviktlaget forskjuts at esterhallet.

Material och kemikalier:

Vag, tereftalsyra
varmeplatta, etylenglyol,
sandbad, H.SQ; , konc
termometer NaHCGO
bagare 2 st, 250 cn¥, dest. vatten
glasstav,

tratt, filterpapper

pipetter,

sma skedar

Utforande:
Blanda ca 200 mg tereftalsyra med 10 droppar etylenglykol. Blandningen ser ut som nyblandaliisgip 2
drp konc svavelsyra och rér om. Varm blandningen pa sandb&@ i8&gra minuter. R6r om da och da,
medan blandningen kokar latt.
Lat blandningen svalna och tillsatt sedan 26 eatten och ca 1 g NaHGODen bildade PEJolymeren fis
ut. Filtrera av fallningen.
LOs 200 mg tereftalsyra i 20 ématten med samma mangd NaHOm i polymersyntgen. Vad har du visat
med dett&
Rita strukturformler foér dina reaktanter och fér den polymer som bildas.

Fragor
Hur kan namnen PET och Terylen ha bigfat
Polymerer kan indetapa olika satt, i vilken/vilkgrupp/grupper skulle du placera PET?
Vilken temperatur tal en PEflaska?Proval
Vart tar gamla PETlaskor vagen?

Rapport:
Reaktionsformel med strukturer. Svar pa fragor.
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Kommentar till "Tereftalsyas reaktion med etylenglykol till PET
polymer".

Praktiska tips

Laborationen tar ca 40 min.

Vid upphettningen far varmen intara for hég, for da kan blandningen brannas vid. Man kan misslyckas hér!

Man l6ser syran i vatten och bikarbonat, for att @gdaliningen inte utgors av den i vatten svarlésliga
tereftalsyran. Man maste réra om ordentligt och talmodigt vanta ca 10 min (ev mer) tills allt I6ser sig.

El everna kanske v@&ntar sig att pol ymeamigmesekua se I
som ett pulver.

Ovrigt

Polymeren bor foras till gruppen kondensationspolymerer, till gruppen termoplastiska polyestrar, till gruppen
icke tvarbundna och dessutom ar den atervinningsbar. En del engangsflaskor hamnar som ramaterial till
fleecetrojor. ( Se lastips.)

PET-plasten tal inte alltfor hett vatten, ca ®D vilket varit ett argument mot ateranvandning av flaskorna.
Flaskorna krymper haftigt vid hogre temperaturer.

APol yesterdo som anva@nds n?2r menomaga polydstertsanrhardas megl| a ¢
peroxid. Dubbelbindningarna reagerar med peroxiden och man far tvarbindningar.

Som vid 6vriga esterbildningar kan man fora in elektrofila och nukleofila grupper i resonemanget infér
laborationen.
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E§YEf 201 I é atdrymellag aldéHyd/oih keton

Uppgift:

Att understka en kondensationsreaktion mellan aceton och kanelaldehydtizlteaceton och bensaldehyd
Bakgrund och syfte:

Den elektrofila karaktéaren hos karbonylkol kan utnyttjas i kondensationsreaktionérvidkan man skapa

nya komplicerade féreninganed kotkol-bindningar. Som nukleofil anvander man en karbanjon. | den har

laborationen kommer karbanjonen fran ketonen.

Du har tillfalle att mata reaktionstiden for kondensationen och ocksa att undemkikanstidens beroends

reaktanternas koncentration.

Kanelaldehydens och bensaldehydens karbonylkol fungerar som elektrofil. Acetonen fungerar som

nukleofilen:

| en keton, t ex aceton, ar vateatomerna pa kolatomerna bredvid karbonylgruppen svagh sur&a@jon

avges uppkommer en karbanjon. Denna anjon &ar stabiliserad genom resonans, vilket gynnar bildning av

anjonen.

HsC H+ HsC HsC
>=o0 M, >=0 <> o
H3C 'H C H2C/
2
anjon
Det finns alltsa bade ett elektrofilt karbonylkol pa aldehyden och ett nukleofilt kol i anjonen. Man far en
reaktion soninnebér att kol binds till kol. Denna kondensation kan upprepas eftersom det finns ytterligare en
metylgrupp pa ketonen.
Slutprodukten med bensaldehyd och aceton blir (en molekyl vatten avgar for varje delkondensation

9500

Material:
vag, tidtagarur kanelaldehyd alt. bensaldehyd
magnetomrorare, magnet etanol, 95%ig
E-kolv 50 cn? natriumhydroxidlésning, 2 mol/dm
matglas 10, 50 cfn aceton
pipetter 10 crf) 2 st, Peleusboll pasteurpipetter med gumminapst
halvmikroror

Utférande: Los 2,2 g kanelaldehyd i 12,5 é86%-ig etanol i en Ekolv. Tillsatt 7,5 cm

natriumhydroxidlosning och skaka om. Lagg i magneten och tillsatt sedan pa en gang under omrérning 0.4 ¢
aceton. Tag tid fran tillsatsen fram till dess att kristaller borjéa tel

Gor om forsoket minst tre ganger och anteckna uppmatta mangder och tider.

V&g och méat noggrant, sa lika som mojligt varje gang! Lat reaktionsblandningen sta kvar pa omror2ag i 10
min. D& erhalles dicinnimalaceton (fallningen)  B00% utbyte.

Prova att variera koncentrationen av ndgon av reaktardemanat reaktionstiden pa nytt.

Rapport:

Ange uppmaétta mangder och tider for alla forsék. Teckna en reaktionsformel med streckformler. Vag och ang
utbyte.
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Y2YYSYUlFN GAff a1t 2071 NI

Re&tionen kommer fran elevlaborationerna pé Inst. for Organisk kemi vid Stockholms Universitet.

Laborationen tar ca 40 min med upprepade forsok.

aceton: 6,9 mmdtanelaldehyd: 16,7 mmol. Teoretiskt utbyte 13,8 mmol
Om uppvéagningarna sker noggrant kan ressom bara skiljer sig med en eller tva sekunder uppnas. Tiderna
vi matte upp var 1 min 8 sek och 1 min 7 sek.

Variation 1: Forsoket kan ocksa utféras med varierade mangder for att visa hur olika proportioner resulterar
i olika langa tider.

Variation 2: Kanelaldehyden kan ersattas med bensaldehyd, vilket ger en nagot langre tid som resultat. |
forsok med bensaldehyd anvandes istallet 19atamol och tiderna 1 min 17sek och 1 min 18 sek uppmattes.

Lektionsforsok

Detta experiment kan ocksa anvandas sektionsforsék om man vill diskutera karbonylgruppen och
karbanjoner. Man kopplar bést resonansen hos karbanjonen till motsvarande fenomen hos t ex karboxylatjone
eller fenolatjonen.

Kanelaldehyd doftar starkt av kanel. Utvinns ur barken pa kaneltradet.

Rationellt namn: 3enyl-propenl-al

Mekanism: (se separat kapitel for diskussion.)

HsC _H+ HsC HsC e
>:O —_— 3 >:O > 3 >—O
HsC HoGS H.C
O
@O HC Q
+ >:O — CH, CHs
©

O

+H*+ -HO /\/

plus ytterligare ett likadan't steg.
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Amider

Syntes av ett smértstillande amparacetamol

Uppgift:

Att framstélla pardnydroxiacetanilid (paracetamol) genom en kemghtionsreaktion och att kontrollera
produkten genom kromatografisk jamforelse med innehallet i en valkand varktablett.

Bakgrund och princip:

Paracetamol ing&r som receptfritt smartstillande medel i flera varktabletter, bl a Alveliomet &r en amid
och kan framstéllas genom en kondensationsreaktion mellan en amin och anhydriden av en syra i narvaro av
vatten. Amnet ar 16sligt i varmt vatten, men daligt 16sligt i kallt vatten.

Reaktanterna ar

Tf
HO NH C C
@ ’ CHy™ SO~ ™CHg
p-aminofenol attiksyraanhyc
och prodikten
O

I
HO—@fITI—C—CHg
H

p-hy droxiacetanilid

For att kontrollera din syntes ska du gora ett tunnskiktskromatogram pa din syntesprodkhipéfenol
och pé en Alvedontablett. Kromatograferingen gors pa fluorescerande platta som sedan studguas i UV

Material:
Liten rundkolv, 10 crf) med kulkylare, vattenslangar p-aminofenol,
2 storre (206800 cnf) och 2 sma bagare, attiksyraanhydrid,
ev pulvertrattt is,
liten filtrertratt, filtrerpapper, dest. vatten
provrér, provrorsstall, heptan *)
glasstav etylacetat
graderae plastpipetter (1 och 3 émneller matpipetter etanol
tunnskiktsplattor med fluorescens, aluminium eller glas
burk till kromatografering, UV-lampa

*) elueringsvatska: heptan /etylacetat / etanol i proportion 8 : 8 : 1 (volymer).
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Utforande:
Syrtesen
Varm vatten i en bagare till nastan kokning. Satt i en termometer. Detta ar ditt vdrmebad for syntesen.

Vag in 0,38 g paminofenol och for éver pulvret till liten rundkolv (10 ®mTillsatt 1,5 cm destillerat vatten

och skaka latt. Montera kolverd gn kulkylare for aterloppskokning och sékra apparaturen till stativ. Koppla
kylvatten till kylaren. Anvand en graderad plastpipett och tillsatt genom kylarens topp0,5 cm
attiksyraanhydridDenna vatska ar fratande och ska hanteras med stor forsiktigbktens innehall blir

varmt. Skaka latt pa apparaturen. Lésningen i kolven klarnar. Placera i det heta vattenbadet till kolvens halva
hojd. En badtemperatur pa 780°C duger utmarkt. Titta pa klockan!

Under de narmaste 10 minuterna ordnar du foefilig. Satt filtrerpapper i en liten tratt som far mynna i ett
vanligt provror. Gor i ordning isvatten i en stor skal och kyl destillerat vatten i en liten bagare. Det kylda
vattnet ska bli tvattvatska.

Redan efter 10 minuter &r syntesen fullbordad, rieatt se produkten maste du kyla, eftersom den ar I6slig i
varmt vatten. Hissa upp apparaturen ur vattenbadet och kyl den forst med kallt vatten, darefter med isvattnet.
Nu kristalliserar produkten. Nar kolven &r ordentligt nedkyld haller du s& myckenégigt av produkten pa

filtret. Det som finns kvar i kolven skakar du ut med iskylt vatten, nagra droppar i taget. Tvétta sedan
produkten pa filtret medmaportioner isvatten anvand pipett. Efter nagra tvattomgangar lagger du
filterpappretutvikt ochupp-och-nedovanpa tredubbla filtrerpapper. Rulla en glasstav 6ver pappret sa vatska
pressas ur. For dver dina kristaller pa ett urglas, finfordela och lat lufttorka. Vag utbytet efter ca 20 minuter.

Kromatografering

L6s nagra fa korn av dina fuktigaitaller i 1 cni etanol. Gor pa samma satt medminofenol och med

avskrap fran en Alvedontablett. For analysen tar du en kromatqigtth med fluorescensmedel och

markerar med blyerts en startlinje och tre kryss pa denna. Satt yttersnltea\ldina tre l6sningar i var sitt

kryss. Markera vilken l6sning kryssen innehaller. Lat lufttorka 1 minut och placera plattan i elueringsvatskan.
Ta upp plattan nar fronten ar 1 cm fran 6vre kanten. Markera fronten omedelbart och Iat lufttorka 1 minut.
Betraka plattan i kortvagigt UMjus. Rita med blyerts runt flackarna pa plattan underljuset och dra

slutsatser om syntesens resultat och renhet.

Fragor

Vilken egenskap hos aminogruppen gor att kondensationensreaktionen sker just dar? Vilken atom i
attiksyraanhydridens molekyl bor attraheras till aminogruppen? Fundera ut den totala reaktionsformeln. Vilken
reaktant bestammer utbytet? Ta reda pa denna reaktants egenskaper och fundera éver varfor man har valt a
ha denna i underskott.

Rapport:

Reaktionsfomel. Beskrivning av produkten och berakning av utbyte. Svar pa fragor. Resultat av
kromatograferingen med kommentarer.
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Syntes av ett smartstillande amné&ararkommentarer

Praktiska tips

Syntesen ar snabb och kromatograferingen enkel. Alltsammans rymemétt 60 minuters pass, sarskilt
om eleverna ordnar filtrerutrustning medan syntesen gar.

Laborationen fanns med p& Kemiolympiaden i Moskva 1996 i en nagot avvikande utformning (av
uppvarmning, filtrering och analys).

Vi har funnit att hett vattenbad Eelt tillréckligt for att reaktionen ska ske. | sjalva verket startar reaktionen
redan fore uppvarmningen.

Det underlattar om lararen kokar vatten omedelbart fore laborationen. Mikrovagsugn gar snabbt annars!
Reaktionen gar bra med vattenbad p4@00mirning verkar inte paverka resultatet namnvart, men man kan
i sa fall placera vattenbadet pa en magnetomrérare

Tvattningen ska ske med iskylt vatten for att man inte ska fa stora forluster. Vid prov utan tillgang pa is blev
utbytet 48%.

Den foreslagna temetoden ar tillrackligt snabb for att preparatet ska bli nagorlunda torrt fore invagning. Men
det gar at filtrerpapper! Annars: svag varme i varmeskap.

En liten sats underlattar bade vaing, kylning och torkning. Aven 0,38mgaminofenol ar val tilltage men
mindre satser gor det svart att mata vatskorna pa ett enkelt satt och att tomma rundkolven.

Invagningen motsvarar 3,4 mmwlaminofenol (M = 109 g/mol) och,3 mmol attiksyreanhydrid (densitet
1,08 g/cm, M = 102 g/mol).

Det teoretiska utbytet, 8 mmol paracetamol, utgér 0,51 g (M = 151 g/mol).

Gor i ordning elueringsvatskan till kromatograferingen fore lab, det gar at sa lite att det &r meningslost att
eleverna att gora den individuellt. Gamla olivburkar, barnmatsburkar och labburkar med \dtéckkiiuran)
ar utmarkta kromatografikarl.

Kemikalierna och resultatet

p-aminofenol anvands visserligen inom friséryrket vid harfargning, men har anda sina risker. Information om
reaktanterna kan man t ex fa ur Arbetarskya@isindens ClROM i Ke mi sok,a s2onm evn n&drm
kommenterar i vart nyhetsbrev 5. Under syntesen har man ingen anledning att varken andas in eller beréra
amnet, och det férsvinner helt vid syntesen.

Kromatogrammen visar klart gitaminofenol inte finns i det fardiga preparatet, utasdpkten ar
paracetamol. (Under Moskvaolympiaden utgick man fran detta och lar istéllet de tavliande fa en okand
tablettfor att se om paracetamol ingick i denna. Vi tycker produktens renhet ar intressantare. Se dock
laborationen om vérktabletter i detta kagnplium.)

p-aminofenol &r oxidationsoch ljuskansligt, vilket &ven syns pa tbélysta kromatogram.

En gammal burk mep-aminofenol kan vara missfargad (svart), formodligen av polymeside
oxidationsprodukter. Man karsfokarenamed omkristallisatiomftersom l6sligheten skiljer i varmt och kallt
vatten. Vi har provat rening, men anda misslyckats med syntesen som svartnat direkt. Kop hellre en ny burk!
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Elektronparet pa aminogruppen gor kvavet negativt och karbonylkolen ar elektrofila.
Eleverna klarasakert ut reaktionsformeln som ar

2 p-aminofenol + attiksyraanhydrid 2 paracetamol + attiksyra

- He fo_  CHs
HO I\T—H\A\C/ \ﬁ
I
H O O

En vatejon frigdrs frdn aminen, adderas till acetatjonen och bilda
Underskottet ap-aminofenol garanterar att detta mindre behagliga &mne inte finns i produkten. Det har

namligen, liksom paracetamol stor I6sligheaimt vatten och lag i kallt vatten och skulle alltsd hamna i den
fasta produkten. Attiksyraanhydrid 6vergar till attiksyra under reaktionen och ar harmlés och latt att tvatta ur.
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Esterbindning éverférd till amidbindning

Uppgift:
Att bilda en amid aen ester och en priméar eller sekundéar amin.
Bakgrund och syfte:

Kol-kvavebindningen i amider ar starkare &n-kgrebindningen i en ester. Detta kan du visa genom att
varma en ester med en primar eller sekundar amin. De bada utgangsamnena amfigiigaden bildade
amiden ar fast och kristalliseras nar du avdunstat vatskorna. Pa detta satt kan du visa narvaron amid.

Syftet med experimentet ar att visa att-kefivebindningen i amider ar betydligt starkare &n kol
syrebindningen i en ester, genom\éttma en ester med en primar eller sekundar amin.

Material:
Matkolv 10 cnd, eller E-kolv (mkt liten), med kork etylacetat
magnetomriare med uppvarmning, magnet piperidin
kristallisationsskal bagare 100 cin
Utférande:

Blanda 2 crietylacetat med &n? piperidin i matkolven, lagg i magneten och koka blandningen, i vattenbad,
under omrérning i 5 min. Lat blandningen svalna innan du haller den i kristallisationsskalen. Lat blandningen
indunsta. Nar detta &r klart ser du tydliga kristaller i skalen.

Rapport:

Ta reda pa utgdngsamnenas och amidens smaltpunkter och jamfor dessa med resultatet. Sla upp piperidins
struktur. Ar det en primér eller sekundar amin? Rita streckformler for reaktionen.

Y2Z2YYSY Ul NENJ GAff a9 a8USNDAYRYA

Praktiskt

Laborationen tar ca 30 min. Det som tar l&ngst tid ar indunstningen.

D4 blandningen ska kokas skall detta inte ske direkt pa kokplattan eftersom det branns vid da. Den ska inte
kokas i 6ppet karl, for da dunstar utgangsamnena snabbt bort.

Det ar ndjligt att gora experimentet pa lektion, anvand dragskap, om inte annat for luktens skull!
Reaktionen
Piperidin ar en sekundar amin och ger en tertiar amid som resultat. Trivialnamn: Acetopiperidid.

For formler, se avsnittet om mekanismer som innefatimn denna.
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Biokemi
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Nagra enkla forsok med aminosyror och proteiner

Reagens och denaturering

Material och kemikalier: ninhydrinlésning,1 % i etanol
Provror CuSQ, 0,01 mol/dm
bagare NaOH, 2,5 mol/drh
termometer Pb2+—ldsning, 1 moldm?®
aminosyror HNOs 2 mol/dn?
Aspartam (NH4)2SQy, fast
proteinlésning, svagkasein eller albumin) Cu2+-l(')'sning, 1 mol/drh

proteinldsning, stark: Mat volymen av en aggvita, Skaka med 4 x volymen avjonat vatten i en kolv. Lat sta
10 min, Filtrera geom veckfilter.
Utférande

1 Aminosyror pavisas med ninhydiifter upphettningger alla aminosyror utom
prolin bla farg. Prolin ger gul farg. Gor aminosyreldsninganagyra korn
aminosyra + 1 cfhwvatten.Gor minst tre aminosyrelosningar. Tillsélttvarje
I6sning 1 cm ninhydrinlsning. Varm i kokande vatten.

2. Peptiderstorre an dipeptidgrdvisas medbiuretreaktionerkopparjon i basisk
I6sning ger ett violett fargat komplex.

a) Till ndgra crisvag proteinldsning i ett provror &16-8 droppar CuS®losning,

0,01 mol/dm, och 10 droppar NaO¥dsning, 2,5 mol/dr

b) Till ett halvt provrér med vatten sattes en tablett Aspartam (= dipeptid). Dela
I6sningen i tva delar.a) Del 1 testas med biuretreaktionen.

b) Del 2testas med ninhydrin. Drag slutsatser!

3. Forsoket avser att viseenaturering av proteineffill férsék a- d anvands svag
proteinlésning, till férsok e) anvandgarkproteinlosning.Anvand 12 cn? av resp
proteinldsning i provir. Efter forsokets avslutande kan man dra slutsats om i vilka
fall man farreversibekespirreversibeldenaturering

a) Tillsatt ndgra droppar Rbsning. Notera resultatet! Efter 5 min tillsatt lika stor
volym avjonat vatten som provroret inddler. Skaka om. Notera resultatet!

b) Tillsatt nagra droppar salpetersyra. Notera resultatet! Efter 5 min tillsatt lika stor
volym avjonat vatten. Skaka om. Notera resultatet!

c) Tillsétt litet i taget av fast ammoniumsulfat tills fallning upptré@esvroret skakas
mellan varije tillsats sa att saltet I6ser sig. Nar fallningen bildats tillsatt avjonat
vatten (3- 4 ggr den ursprungliga volymer8kaka igen. Notera resultatet!

d) Tillsatt ndgra droppar Glésning, 1 mol/dri Notera resultateEfter 5 min tillsatt
lika stor volym avjonat vatten. Skaka om. Notera resultatet!

e) Tagstarkproteinlsning i ett provrér som satts med en provrérsklammare ned i en
bagare med vatten sa att rorets botten ej vidror bagarens bottemedsén
termometer provrdret Varm vattnet och notera den temperatur nar proteinet
borjar fallas ut. Forsok lIosa fallningen med avjonat vatten. Resultat?

Rapport:
Erhallna resultat redovisas och kommenteras.
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Lararkommentarer

1- 2. F& reaktion med ninhydrinah biuretreagens se nasta sida.

2. Aspartam finns att képa som sotningsmedlet Canderel. Reaktionen med ninhydrin brukar ta langre tid,
pa grund av farre tillgangliga aminogrupper. Reaktionen med biuret sker ej eftersom peftidéorar
Observera fargskillnademe@@agenset blatt, biuretreaktionen violett), selgver inte alltid observerar!

3. Forsok a), d) och e) ger irreversibel denaturering
Forsok c) ger reversibel denagting, ev kan b) ge reversibmen vanigen irrevasibel.

Denaturering ar en forandring av den ursprungliga (nativa) strukturen for proteinet. Den beror vanligen pa
att de bindande krafterna i tertiarstrukturen av nagon anledning upphavs. Man kan ocksa tanka sig att
mellan olika proteinmolekyler uppstatraktion som inte finns normalt. Detta sker t ex genom att det
skyddande vattenhdljetikig proteinmolekylen férandras.

a) och d):-S-S- bryggorna som finns i tertiarstrukturen forstoérs nar bindning uppstar mellan svavel och
tungmetalljoner.

b) Laddade gipper { detta fall COOQ) i sidokedjorna protolyserasdvpH-andringar. Darvid upphéavs
elektrostatiska attraktionen mellan sadana sidokedjor som medverkar till den tertiara strukturen.

c) Joner kan medverka till attraktion mellan proteinmolekyler séeattadbildar stora aggregat. Man kan
ocksa tanka sig att tillférda joner upphaver sadana attraktionskrafter som haller ihop tertiarstrukturen. Nar
jonstyrkan minskar genom utspadning aterstélls normala krafter och normala strukturer.

e) Genom Okade varmevdtioner forstors den tertidra strukturen.

Om denaturerigen ar mattlig kan det natipmoteinet aterstallas (jfr ¢) ev aven b). Om denatureringen &ar
kraftig sker sekundara forandringar som gor forloppet irreversibelt. Temperaturen ar darvid en viktig
faktor, tiden en annan. Syra kan ge reversibel denaturering om man ar férsiktig med temperaturen
(kylskdpstemperaturer!) och arbetar snabbt
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REAGENS FOR AMINOSYROR OCH PEPTIDER, KOMMENTAR

Ninhydrinreaktionen:

Aminosyror i allméanhet pavisas med ninhydrin (18%ning i etanol + uppvarmning nagra minuter i kokande
vattenbad)Alla aminosyror utom prolin ger bla faripland med dragning at blarétt.

Reaktionen ar kanslig och endast ett par kristaller kravs for att farg ska uppsta. Om fargen blir blasvart har
man troligen anvant for stor mangd aminosyra.

Aven ammoniak ger bla farg ( jfr reaktionsformeln). Likasa reagerar korta peptider, men fargen bildas
langsammare. Aven i en dipeptid finns ju fria aminogrupper som kan reagera, men antalet sddana grupper
mase ju vara farre for en given méangd prov om molekylen ar langre.

Absorptionsmaximum vid 570 nm.

Prolin ger med samma behandling gul f&golin &r en iminosyra eftersom aminokvavet ar en del av den ring
som &r sidokedjan

Absorptionsmaximum vid 440 nm.

Foljande reaktionsformler & hamtade ur Augustinsson : Experimentell biokemi sid 336 ff

co NH, co o
- i RCHO + NH, +
C(OH)2 + R*COOH O * T T 2
co co oc
LN -
-CO” oH

Biuretreaktionen

Peptider medler &n enpeptidbindning reagerar pA samma sétt som biuret

(H2N - CO-NH - CO- NHy) . Denna ger i narvaro av G i basisk I6snig en violett farg. Fargen antages
vara orsakad av ett komplex som bildats genom att kopparjoner ar koordinativt bunden titbfprae, tva
fran var och en av tva peptidkedjor. Fargen blir darfor lik den hos kopparjonens komplex med ammoniak

Jfr Augusinsson sid 352

Bestamning av kaseinets isoelektriska punkt

Uppgift:
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Att bestamma ett proteins isoelektriska punkt.
Teori:

Proteiners loslighet &r minst vid desoelektriska punkteip). Ip ar det pH vid vilket summan av proteinets
olika laddningar ar 0/id Ip finns inga repulsionskrafter mellan proteinmolekylerna, men de laddade
sidokedjorna som finns kan attraheras av motsatt laddning pa andra proteinmolekyler.

Molekylerna kan alltsa attraheras till varandra och bilda stora aggregat av molekyler,

d vs proteinet kan féallas ut. Fallningen kan l6sas igen om Idsningens pH andras. Denna uppldsning sker
gradvis. Ip kan darfor bestammas som det pH da fallningemesimal

Kasein, som anvands vid laborationen, &r det viktigaste proteinet i mjolk. Du undetadkutfalining av
kasein varierar i I6sningar av olika pH.

Material och kemikalier:

9 provror (ca 15 cm) valdiskade! attiksyra 0,01 M, 0,21M och 1,0 M
9 korkar till provroren eller provrorsskak kaseinlosning 0,5 %9
matpipetter ( eller byretter) NaOH 1,0 mol/drh

Utforande:

Framstéll kaseinlésningen enligt foljande:

I6s 0,25 g kasein i ca 20 thummet vatten och exakt 5,0 chiNaOH, 1,0 mol/dm3, lat std pa omrdrare. Nar
allt har 16st sig, tillsatt exakt 5,0 érattiksyra, 1,0 mol/dm. Spaddarefter [6sningen till 50 cioch justera pH
till 7,0. Losningen kan ha ett opalescent utseende meinférha fallning.

Gor i ordning nio provror ( och numrera dessa) enligt tabellen nedan genom att pipettera med matpipett
eller anvanda byrett.

Ror 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Loésningens pH | 5,9 5,6 5,3 5,0 4,7 4,4 4,1 3,8 3,5
Avjon.vatten 5,9 5,6 5,3 5,0 4,7 4,4 4,1 3,8 3,5
Attiksyra 8,4 7,8 8,8 8,5 8,0 7,0 50 1,0 7,4
0,01 M cnd

Attiksyra 0,6 1,3 - - - - - - -
0,1 M cnd

Attiksyra - - 0,3 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0

1,0 M cn?

Opalescens/fallning

(genast)

Opalescens/fallning
(30 min.)

Nar alla I6sningar ar fardiga, satt 1 dkaseinlosning till varje ror, s& samtidigt som majligt. Skaka, garna med
en provrdrsskak, och studera losningarnas utseende. Notera dofivdeopalescens eller fallning.
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Studera I6sningarnas utseende igen efter 30 min, och notera &ven har om det blivit opalescens eller fallning.
Skaka upp roren sa att ev fallning syns bra.

Ange fallning (+) respektive gradera opalescens3() benastamt efter 30 min.
Fragor att fundera Gver

Varfor ar proteinmolekylerna svarare att falla ut vid pH utanfor Ip?

Vid Ip ar proteinmolekylernas laddning 0. Vilken &r laddningen i rér 2 resp 9?

Om lésningen skulle innehalla ytterligare ett protein med Ipsk@le Isoelektrisk utfallning vara en bra
metod for att skilja de tva proteinerna at?

Rapport:

Ange fallning (+) respektive gradera opalesceng() enast samt efter 30 min. Drag slutsatser om kaseinets
isoelektriska punkt.

Svar pa fragor.
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Testresultat

Laborationen tar ca 50 min.

Vid vara forsok har resultatet blivit ungefar som foljer:

Ror 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Lésningens pH | 5,9 5,6 53 5,0 4.7 4.4 41 3,8 3,5

Efter 30 min klar | klar 1 2 2 2 3 1 klar

Efter 30 min klar | klar 1 2(+) 2+ 2+ 3 1 klar

Opalescens skala3, dar 3 &r mest.

(+) = lite fallning

+ = fallning

Detta innebar att Ip ar i ror& ( pH 4,44,7 ), dar mangden fallning ar som storst.
Ovrigt

For att eleverna ratt ska kunneddma resultaten och goéra skillnad mellan opalescens och fallning ges hér en
sammanfattning av olika slag av ldsningar:

Partikelstorlek Sysem Utseende
ca 1nm = 10 000A fallning partiklar synspartiklar sjunker
>1000 A grovdisperst jmf ovan
system
1000- 10 A kolloidalt system partiklar syns indirekt = opalescens

partiklar sjunker ej
<10 A akta l16sning partiklar syns gj

(joner eller molakyler) partiklar sjunker ej

1000 A &r nedre grans for synlig effekt av jordengdiragskraft
1000 A &r nedre grans for etiigimikroskops uppldsningsférméaga
Proteiner tillhér gruppen kolloidala partail

Litteraturvarde for kaseins Ip = 4,55
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Spjalkning av protein med pepsin

Uppgift:
Att bestamma hastigheten for hydrolys av peps&lolika pHvarden och narvaro av olika metallsalter.
Bakgrund och teori:

| magséacken utsondras dels saltsyra, dels pepsin. Pepsin ar ett proteinspjalkande enzym med ovanligt Iagt pt
optimum. Det hydrolyserar proteiner till kortare polypeptidkedjoryidaproteinets l6slighet dkar.

Principiell metod:

Albumin ar ett protein som finns i 4gg. Om en l6sning av detta protein koaguleras kan man félja hydrolysens
hastighet genom att en l6sning av koagulerat albumin klarnar efter pepsintillsats. Klarnirigatidauderas
vid olika pH, och darmed kaenzymets pFbptimum bestdmmas.

Material och kemikalier:

Bagare 100 ciy matglas 100 cip 0,1 % pepsinlésning

2 E-kolvar 100 cm, 200 cnj, albuminlésning enl nedan
matpipetter 1 cf 10 cni HCI, 1 mol/dn¥

droppipetter, HAc, 0,2 mol/dm

9 Provror Cd(NQs); eller Cu(NQ)z, 0,1 mol/dm
pH-meter, t ex av pennmodell Pb(NG),, 0,1 mol/dm

varmeplatta

Utférande: Satt till 16sningar enligt foljage, till nio numrerade provror:

Ror: 1 2 3 4 S 6 4 8 9
HCL, cm?® 2,0 1,2 0,5 0,1 - - 0,5 0,5 0,5
HAc, cm? - - - - 5,0 - - - -
H.0, cn? 3,0 3,8 4,5 4,9 - 5,0 4,1 4,1 9,5
Pepsin, cth | 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 50 50
CP* - - - - - - 8 - -
P - - - - - - - 8 -
Albumin, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
cne

Bered en albuminl6sning, omedelbart innan den ska anvandas, genom att skaka en &ggvita med dubbla
volymen vatten (uppmaétes i matglaset) i ekdly. Upphetta |I6sningen tills den blir starkt grumlig (som
mjolk). Grumlingen uppstar p g a att albuminetdwlarar. Sluta da genast att varma, och hall tillbaka
I6sningen i matglaset. Lat ldsningen sta ca 5 min och dekantera sedan 6ver denkidherDEtta gor du for
att undvika destoraklumpar av koagulerad aggvita som bildas vid upphettningen. Losnskgeefter
dekanteringen vara mjolkvit och ha relativt jAmn grumlighet.

Albuminlésningen ska du tillsatta sa samtidigt som méjligt i de nio réren. Anvand garna en pipett med grov
mynning. Anteckna tidpunkten och blanda innehdllet i réren noga, t ex @ledakijen ren pipett (sug upp,
spruta tillbaka, sug upp...). Forsoket utférs i rumstemperatur.
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Efter blandningen ska du iakttaga réren noga och ange efter hur lang tid grumligheten férsvinner. Anvand
garna ett svart papper som bakgrund. Viss bottensatslenstorsta proteinkornen behdver inte l16sas upp, men
blardningen far ej vara opalescent.

Avsluta forsoket da roren statt iitlnme. Mat da pH i samtliga ror.

Rapport:
Rita ett diagram dar den erhallna tiden for en klar [6sning avsatts mot pH.
Ange pHoptimum for pepsin.

Forklara resuliten i de ror som inte klarnar.

Variation:

Utfor forsoket vid olika temperaturer. Rita ett diagram dar klarningstiden for det snabbaste réret avsatts mot
temperaturen.
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Praktiska tips:

Laborationen tar ca 1,5 h, férutsatt att pepsinlésningen ar klar i férvag.

For att underlatta ar det bra om Idsningarna i férvag ar upphallda i byretter som eleverna sedan enkelt kan
mata upp ur.

Albuminlésningen far ej varmas for lange, bildas stora korn vilka tar lang tid att I6sa upp, och dessutom

kan ge bottensats. Losningen klarnar da heller inte helt inom rimlig tid.

Ju langre tid albuminlésningen far sta innan den anvands, desto langre tid behover det snabbaste roret for att
klarna.

Resultat
Roren klarnar ungefar enligt tabell:

Ror Tid, min
30
11
5
55

pH
1
1
1
2
ej klar 4
6
1
1
1

ej klar -7
8,5
8,5

ej klar

O©oO~NOOTA WNEE

(Noggrannare pHnatning bor visa variationen i de fyra forsta réren.)
Den exakta tidpunktenavierar naturligtvis nagot mellan de olika forsoken. Ratoptimum = ror 3.
ROr 7 och 8 jamfors med ror 3 (samma utgaig$
| variationen kan forsdket utforas t.ex. vid 37°, 45°, 50° och 55° C. Tempegiorum ligger omkring 50°
C(") (enligt vara tere).
Variation 2:
Intresserade elever kan planera och gdra en mer kvantitativ analys genom att méata absorbansen vid 350 nm.
Forsoket maste planeras noggrant eftersom de vantande réren hinner klarna mer medan de andra mats. Dett
ger ett oacceptabelt stdel i matresultatet.

Darfor kan man t ex mata tiden till det forsta roret klarnat och absorbansen méts sedan efter lika lang tid i alla
rér. Som blank anvéandes en kyvett med vatten.
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Att separera med dialys

Uppgift:
Att separera stora molekyléan sna med hjélp av dialys.
Bakgrund och teori:

Stora molekyler kan separeras fran sma med hjalp av dialys. Den I6sning som ska dialyseras 6verfors till en
dialysslang, som sedan placeras i vatten eller annan lamplig 16sning, t ex en svag saltlosningirigehsss|

porer slapper igenom sma molekyler men inte sddana som &r storre &n porerna. Njurarnas membran och and
membran i kroppen som medverkar i passiv transport fungerar enligt dialysens princip.

Dialys anvands ocksa vid separation av proteiner, medamgid nackdelen att separationen tar mycket lang
tid.

| det har forsoket undersoker du dialysslangens funktion genom att pavisa molekyler i ih utan
dialysslangen efter dialys.

Material och kemikalier:

Matglas, 250 crh Dialysvatska innehallande p&00 cni vatten
droppipetter 1 g NaHCQ

dialysslang, diam 16 mm 0,5 g NaCl

pipett, 1cn, med liten bit gummislang 0,5 g glycin

sma provror 0,5 g kaseirfor analys

glasstav av Ch: AgNO; 0,1 mol/dnd

av glycin: ninhydrinlésning, 1 % i etanol
av kasein: NaOH 2,5 mol/dm
CuSQ 0.01 mol/drd

Utférande:

Klipp av dialysslangen ca 25 cm, spola den i kallt vatten och gor en knut pa ena anden. Den pase som darvid
bildas fylls till ca 2/3 med dialysvatska. Spola av slangens yttersida innankdr s&d den i matglaset. Fyll
matglaset med avjonat vatten till samma hojd som inuti slangen. Vik den dvre &nden av slangen dver glasets
kant eller fast med kladnypa i glets kant.

Tag prov pa bade ytteoch innervatska vid start, efter 10 min samtféicsokets slut (ej tidigare an efter 30
min). Vid varje provtagning testar du, i sma provror, for:

Narvaro av NaCl; nagra droppar Aghljolkvit grumling ar positivt utslag.

Narvaro av glycin; till 1 crhprovsétts 1 criininhydrinlosning, varm provroretvattenbad. Blafarg inom 5
min ar positivt utslag.

Narvaro av kasein: till 1 chprov: satts 10 droppar NaOH ocht3iroppar CuS® Violett farg ar positivt
utslag.

Rapport:

Redovisa och forklara resultaten.
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Laborationen tar c&0 min.
Dialysslangen ar kanslig. Darfér kan man anvanda en pipett med slang for att ta prover.
Dialysslangen vi har asént har diam 16 mm och por. 4.

Resultat: NaCl kommer igenom forst, d& detta ar joner. Sedan kommer glycin. Kasein kommer gjdgenom
den molekylen &r for stor.
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Forsok med lipider.

Uppgift:
Att undersdka nagra olika lipiders (fets) egenskaper och reaktioner.
Bakgrund och teori:

Vi ater och anvander dagligen fett, vi omsatter fett i kroppen och vi diskar feta tallrikar. Vi utiettgamas
egenskaper, som konsistens i rumstemperatur, l8slighet och reaktioner.

I den hér laborationen far du understka nagra vanliga fetters egenskaper. Darur ska du sedan kunna dra
slutsatser om fettets innehall och fettsyrornas struktur.

For att visa genskaper och reaktioner hos lipider ar det lampligt att anvanda olika vanliga fetter, t ex
kokosfett, matolja samt Bregott som bestar av 80 % smor och 2psiljea

Fett har hydrofob karaktar.Tval bestar av foreningar med en hydrofil och en hydrofoBémala att tvalen
bildar s k miceller stabiliseras sma droppar av fett i vatten, dar tvalens hydrofila &ndar riktas mot vattnet och
dess hydrofoba &ndar mot fettet. Det bildas en emulsion. Tvalen &ar ett emulgeringsmedel.

Aggula innehaller ett amndecitin - som &r aktivt i detta sammanhang. (Forsok hitta &mnets struktur och
forklara med hjal@v denna hur det kan fungera.)

Material och kemikalier:

Handskar olika fetter
provror heptan
bagare natriumkarbonatlosning
E-kolvar med kork, 50 eller0 cn?® svavelsyra konc.
matglas fenolftaleinldsning
termometer pankreatin
vattenbad 406C reagenslosningraf nedan ) i heptan
aggula
tvallésning
Utférande:
1.

Studera fetternas konsistens och drag darur slutsatser om de fettaying&oi dem. Bevisa ditt antagande
genom ett forsok. Anvand 2 % losningar av resp fett i heptan samt av reagens (Vilkptahi

2.

Hall 10 cn? vatten och lite smalt Bregott (ev annat flytande) fietih 50 cm E-kolv med kork och skaka

kraftigt. Tillsatt nagra roppar fenolftalein och déarefter lite utspadd natriumkardosaing tills I6sningen

blivit rodfargad. Dela sedan upp I6sningen i tva delar genom att halla 6ver halften i ett provror. Satt en stor
knivsudd av enzymblandnieg pankreatin (frabukspottskorteln) samt nagra droppar tval till resterande
I6sning i kolven. Satt i korken och skaka kraftigt. Satt bada I6sningarna i vattenbadet.

Jamfdr Idsningarnas utseende och lukt efter eaQlBin.
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3.

Hall nagra crifett i en 100 crhbagare. Tlsatt lika stor volym konc. svavelsyra under omrérning. Anvand
handskar! Hall ut blandningen i en stbrre bagare madrvdiakttag utseende och lukt.

4.

Hall nagra crifett i en kolv med ca 10 chwvatten. Skaka val och fordela blandningen i tre prowréat det
ena sta som referens. Satt nagra droppar tval till det andra och nagra droppar uppvispad aggula till det tredje.
Skaka alla réren val och lat dem sta 10 mind8ta réren och dra slutsatser.

Diska noggrant med tval och varmvatten!
Rapport:

Redwisa vad som hant i alla férséken samt drag slutsatser. Skriv reaktionsformel fér forsék 1 och 2. Forklara
tvalens uppgift i forsok 2 samt forklara syrans funktion i forsok 3.

Studera bifogat recept ur en kokbok pa majonnas. Forsok forklara hur emulgioajennas bildas.

Det finns flera namn pa det som har kallats emulgeringsmedel och som ofta férekommer i alldagliga eller
tekniska sammanhang. Forsok finna dessa.

Forsok finna andra exempel pa emulgeringsmedel, som forekommer iiskal@er allmannaassnmanhang.
0, P
\ Recept p4 majonnas: /

2 aggulor
3 tsk vinager
2 tsk torr senap
3-4 dl olivolja

salt och cayennepeppar

Alla ingredienserna utom oljan blandas. De bor halla samma temperatur, avgn
bunken. Hall olja i en tilloringare sa gar det lattare att seddl en borjan
droppvis, strila ner oljan under standig jAmn rytmisk omrérning. Skulle den tifots
allt till aventyrs skara sig tar man en ny skal, en aggula och en aning senap,|ror
omsorgsfullt och kraftigt och héller undan for undan éver den andra nmgsen.
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Laborationen tar ca 40 min.

Givetvis kan andra fetter anvandas. Bregott har valts darfor att det har en storre halt av omattade fettsyror ocl
darmed en lagre sméaltpunkt &n smor.

1.

For att minska hanterieg av bromlosning (= reagenset ) kan man instruera eleverna att utga fran en liten
mangd bromldsning och satta till fettibsningen. En liten forbrukning av fettlosning till ofargad bromlésning
blir d& ett matt padyg grad av omattnad och omvant.

2.

Natriunmkarbonatlésningens pH ar tillréckligt hdgt for att lipaserna i pankreatinet ska kunna fungera och
spjalka fettet, men inte sa hogt att fettet utan pankreatin fortvalas. For att fa god kontakt mellan fettet och
enzymldsningen kravs ett emulgegsmedel = tesid = detergent.

3.

Svavelsyran hydrolyserar fettet samtidigt som kolkedjan frigors, d v s fettet morknar. Det bildas vid
hydrolysen dock tillrackligt med fria fettsyror for att man ska kunna kdnna lukten av smérsyra, Hillnan
ut blandningen i vatte

I naturen férekommer flera tensider: galla, kolestgosfolipider (t ex lecitip av flera slag, pa
tvattmedelspaketen talar man om detergenter
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Forsok med kolhydratelaktos och laktasverkan

Uppgift:
Att spjalka disackariden laktas med hjalp azyam och undersoka resultatet med tunnskiktskromatografi.
Teori:

Barn tal mjolk, men inte alls alla vuxna. Om man tal mjolk eller ej beror pd om kroppen kan bryta ner
mjolksocker, laktos. Denna nedbrytning av disackariden laktos sker i kroppen medslgélymet laktas.
Enzymet kan kdpas pa apotek under namnet Laktras. Det anvands av personer som sjélva inte producerar
enzymet ( s k laktosintoleranta personer ) nar de vill kunna ata mat som innehaller mjolk.

Mono- och disackarider brukar vanligen pavisasd Trommers prov (Fehlings l6sning). Alla vanliga
monosackarider: glukos, fruktos och galaktos reagerar da positivt ( rodaktig fallningGbiias ). Man

sager att de ar reducerande. Bland de vanliga disackariderna ar laktos (i mjolk ) ochindaligs (

nedbruten starkelse ) bada reducerande. Endast sackaros ("vanligt" socker) ar ej reducerande, men
bindningarna mellan de ingaende monosackariderna kan uppléses med hydrolys. Efter hydrolysen kan man
pavisa att monosackarider bildats.

Hydrolys avdisackarider sker antingen med syra och kokning eller med enzym-vid°g5
| denna laboration kommer du att anvanda enzymet laktas.

Eftersom laktos sjalvt ar reducerande ar det svart att pavisa att hydrolysen &gt rum genom reaktion med
Fehlings I6sningl stallet kan man anvanda tunnskiktskromatografi pa plattor av SiO

Monosackariderna ovan har alla bruttoformebi GOs, disackariderna GH»-011. FOr att man ska kunna se
skillnader mellan dem bor de skrivas som strukturformler, lampligen Hadamiiler (sexkantiga ringar i
projektion).

Material och kemikalier:

Vag, termometer galaktos

varmeplatta glukos

liten sked laktos

E-kolv 2550 cn? laktas i buffertlosning pH 5 *)
bagare 250 cfihog ev storrre ) svavelsyra 12 % i sprayflaska
folie eller parafilm

provrér m kork, 3 st vattenbad ca 48C

tillklippta TLC-plattor SiQ ca 6 x 10 cm elueringsmedel, se nedan
mikropipetter 1m

starre glasskiva eller plastburk *) 1kapselinnehall i 50 cibuffert
latexhandskar

pincett eller degéng

eluerigsmedel; (etylacetat: metanol:vatter) 7 2 : leller6:3:1
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Utférande:
Blanda enzyml6sning enl féljande: tag 0,20 g laktas och spéad med buffertlésningen till
10 cn? (= enzymldsning ).

Tag i Ekolven ca 1 g laktos och 10 éenzymldsning. Sétt ned kolven i vattenbadet (mattermos eller stor
bagare med vatten av ca%@) och lat den std i 30 min. Fyll ev. pa med varmt vatten om temperaturen sjunker
under 3C°C.

Drag pa TLGplattan medlyertsen svag startlinje ca 1 cm fran ena kortsiddarkera pa linjen 4
startpunkter. Skriv i Overkanten vad som ska vara pa resp plats : galaktos, gktkesy¢h enzymbehandlat
laktos.

Gor ca 10 % Idsningar i vatten av deaesockerarterna i rena provror.
Nar enzymbehandlingen pagatt 30 minuter:
Sat pa tunnskiktsplattan 08 av resp sockerldsning samt @gbav den enzymbehandlade lakiésningen.

Fyll ca 0,5 cm elueringsvatska i en 250°¢raigare och satt ned plattan. Vatskan far inte na 6ver startlinjen!
Satt folie eller parafilm tatt dver bamgen.

Nar elueringen ar klar, d v s nar vatskan stigit nastan hela plattan upp, tag upp plattan och lat den torka. Satt
den sedan mot glasplattan eller plastladan som du lutar mot vaggen i ett dragskap och spraya plattan med 12
svavelsyra. Anvand handsk#&lattan ska bli fuktig men det bor hellst inte rinna pa den, hall darfor

sprayflaskan en bit ifran.

Tag plattan med pincett eller degeltdng och lagg den mot en inte alltfor het varmeplatta tills sockerflackarna
Akol ar 0.

Rapport:
Drag slutsatser av flkarnas lagen. Finns det ndgon laktas kwarzymlosningen?

Rita upp de aktuella sackaridernas strukturfori@ktiv reaktionsformel for hydrolysen.
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Kommentar till "Fors6k med laktos,
laktasverkan, tunnskiktsundersokning"

Praktiska tips
Laborationen taca 1 h.

Det ar enkelt att anvanda Th@attor med Albaksida. Dessa kan man Klippa till i 6nskad storlek. Platemt
glasbaksida gar ocksa bra.

Nar man sprayar svavelsyrelosning pa plattan bor den bli jamnt blot, utan att vatskan flodar eller rifdrer. All
blot platta resulterar i att flackarna flyter ut eller t o m flyttar sig i sidled pa plattan. Man kan troligen anvanda
en vanlig bl omsprayflaska men testa g2rna att det

Enzymet laktas spjalkar laktos till glukos och gatakenl forneln:

CH,OH CH,OH CH,OH
o
WA °\OH  LakTAas o N
OH H B NG o 1
H
H OH OH H
LAKTOS GALAKTOS GLUKOS

(Dessa formler borde haft den framre kanten fortjockad etc for att kallas Hefavortller.)
Galaktos och glukos ar sa lika till strukturen att de &r svara att skilja fran varandra med TLC,

d v s flacken med enzymbehandlad laktos ar attégarskilja som tva flackar. Daremot syns tydligt att laktos
sdnderdelats. Det verkar som om ett elueringsmedel med etylacetat, metanol och vatten i proportionerna
mellan 7 : 2 : 1 och 6 : 3: 1. fungerar nagot battre &an 5 : 4 : 1. Prova garna varianter

Vantetid under laborationekan utnyttjas for att

1 studera strukturer for olika kolhydrater
1 undersodka reaktionen med Fehlings |6sning for olika moab disackarider
9 skriva reaktionsformler fér hydrolyser

| stallet for Fehlings 16sning kamenodifierad version anvandad.(of Chem Education: 1994, april sid 346 )
som har fordelen att den kan sta fardigblandad i aratal och ar mera kanslig an blandningen av Fehling | och II

8,3 g CuS®@5 H,0 och 18,6 g dinatriumdiva€DTA-dihydrat l6ses i 800 chavjonat vatten. Darefter
tillsattes 200 crh2,5 M NaOH.

Intressant att veta se bifogad artikel om laktosintolerans, samt information frdn/om Laktras
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Studier akatalasaktivitet.

Uppgift:

Att undersdka enzymaktiviteten hos enzymet katalas, samt attsbkdeenzymaktivitetens féréandring med
temperatur, pH och med inhibitor.

Bakgrund och teori:

Katalas ar ett enzym som finns i cellerna hos nastan alla aeroba organismer, i organ som lever och njure sam
blod. Katalas, som bestar av fyra subenheter hiélter en jarnporfyringrupp per saibhet, som deltar i
katalysen jinf hem i hemoglobin ).

Effekten av katalas visas latt kvalitativt genom att man tillsatter leverextrakt till vateperoxid varvid syrgas
frigors. Aktiviteten kan paverkas av en inhibitoras@méangden gas som bildas minskar delvis eller t o m helt.

Katalas

2H,0O, 1, - O, + 2H.0

Med nedanstaende forsok kan du visa hur enzymaktiviteten varierar
1. med temperaturen vid konstant pH.
2. med pH vid konstant temperatur.
3. medinhibitor vid konstant temperatur och pH.
Principiell metod:

Enzymet katalas katalyseraaktionen dar vateperoxid bildayrgas och vatten. Om man tillsatter
leverextrakt till vateperoxid, kan man méata enzymaktiviteten genom att mata mangden produkb|ymen
syrgas.

Material och kemikalier:

mixer, noétlever
magnetomroérare, magnet H2>0, 30 %,
termometer, NaCHosning 0,9 %,
stoppur buffertlosningar
gasmatkolv aceton
pipetter 2,5 crf) pasteurpipett lang, Pb(NQ),, 0,25 mol/dm
T-ror med gummiproppar eller Cd(NQ),, 0,25 mol/dri
kristallisationsskal, eller KSCN, 0,25 mol/din
E-kolvar 100 cr,
vattenbad

Utférande:

Framstéall leverextraktet enligt féljande:

Lagg 100 g lever i en mixer tillsammans med 106 @18 % NaClochkor i 5 min. Mat upp 2 ciav
blandningen och spad till 100 émed NaCllésning i en Ekolv. Blanda val.

Gor en 6 % losning av J@-.
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Tag med pipett 5 cfrH,0, och 5 crd HO ( alt buffert, jfr forsok 2. ) och overfor till enkolv. Lagg i
magneten.

Satti en propp med For. Koppla det horisontella roret till gasmatkolven ( se fig ). Satt igang
magnetomroraren och justera temperaturen pa vattenbadet sa att det ligger vid ratt tempR&atur
(temperaturvariationer: se nedan ).

Lat det hela ga i 2 miustera ater temperaturen om nédvandigt. Magnetomrorarens hastighet ska under hela
forsoket vara densamma och sé lag som mojligt.

Kontrollera att apparaturen ar tat genom att se om gasmatroret fjadrar tillbaka néarudkaolraen.

Forsoksuppstéllning

= 551 |
T L
i

7]
— oo

Satt ett marke pa pasteurpipetten for en volym ad@B* (exakta volymen &r inte intressant, endast att man
tar lika stor volym varje gang).

Tag en pipettvolym av leverextraktet och stick ned pipetten gergireTs vertikala rosa langt ned att
pipettspetsen mynnar ut under korken. Detta for att leverextraktet inte ska fastna pa glasroret.

Sa fort leverldsningen runnit ut, tag bort pipetten snabbt ochrsittbii den lilla gummiproppen. Tryck ned
den vél sa att den sitter ortkigt fast och inget lackage kan férekomma. Starta stoppuret samtidigt med detta.

Avlas sedan gasutvecklingen var 15:e sekund i 3 minuter. Du kan behdva knacka péegdékaitt den inte
ska karva.

Nar forsoket upprepas skakilven diskas val mellanavje gang och gasmatarkolvens delar skdjak med
aceton och lufttorka.

Spara leverextraktspadningen ociOkl-spadningen tills du ritat kurvorna ( det handgea kurva behover
goras om)!
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Delforsok:

1. Anvand foljande temperaturer: 2530°, 35°, 40°, 45° och ev5(°C.
Gor tva diagram som visar
a) utvecklad volym @= f (tid) vid olika temperatur; alla kurvor i samma diagram.
b) utvecklad volym @=f (temp) vid viss tid t ex 1 min.

2. Anvand en temperatur som &r nara optimum, t e3C36ller 35°C.
Buffertlosningar t ex i pHntervallet 57 framstélls ur lampliga stamldsningar. Gor
diagram som visar utvecklad volym ©f ( pH ) vid viss tid, t ex 1 min.

3. Anvand optimalt pH och optimal temperatur enligt resultat i forsokhl2o&att
endera av foljande inhibitorer till-Eolven med 3 % bD-:
2 droppar 0,25 M Pb(N£»
3 droppar 0,25 M Cd(N&»
0,5cn? 0,25 M KSCN
Jamfor resultatet med motsvarande forsidaunhibitorer

Rapport: Redovisa resultaten inklive diagram och forklara dessa.
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Laborationen tar ca 3 h.

Om tiden inte medger delfosdk 2 kan man goéra vateperoxidlosningen 3 % och anvandad@em
Nedanstaende diagram visar typigkalaresultat.

Omkurvorna skulle plana ut till en plata pa ett tidigt stadium kan det bero pa att vateperoxiden tagir slut. Man
kan ju sitta med gammal peroxid. Oka d& méangden vateperoxid eller minska mangden leverextrakt. Det &r
svart att ge exakta siffror.

Det intraffack for vara testare, somdan anvande 9%g vateperoxid.

Bast ar om forsoket ar avpassat sa att hela gasmatroret utnyttjas for den optimala enzymaktiviteté@, t ex 40
och pH 7,0.

80
70 4
60 +
© 50 1 \\—40
) —30
E w0 —— 145
3 v
> 50
> 30 1 35
20 +
10 +
0 - } }
o n o n o n o Te] o n o n o
— ™ < [(e} N~ (o)) o N ™ Te] [{e] o)
i - - i - -
tid, sek

Tar man ut data for 60 sek ur denna gietf avsatter mot temperaturen far man naturligtvis ett maximum for
40°C. En bra 6vning i att anvanda Excel eller motsvarande datorprogram.
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Reaktioner med potatisenzym.

Uppgift:

Att undersoka enzymet tyrosinas” reaktion med aminosyran tyrosin, saarizywmet kan blderas sa att
reaktionen hd&mmas.

Bakgrund och teori:

En skalad potatis som ligger i luft blir med tiden brunfargad.Orsaken &r en serie enzymreaktioner dar bl a
enzymet tyrosinas reagerar med aminosyran tyrosin.

Om en molekyl som liknar tgsin tillsatts kan den eventuellt blockera enzymets aktiva centrum sa att
reaktionen inte &ger rum. Den bruna fargen bildas da langsammare eller inte alls. Den molekyl som blockerar
aktiva centrum ar ekompetitiv inhibitor

| det har laborationen undeks du om de olika bensendiolerna fungerar som inhibitorer.

Material och kemikalier:

Potatis (-2), potatisskalare, rivjarn NaF-lésning 0,1 mol/drh

bagare 250 cin 1,2-bensendiclésning (katekol) 0,1 %
sugkolv med Buchnertratt 1,3-bensendicldsning (resorcinol) 0,1 %
provroér 6 st 1,4-bensendiclosning (hydrokinon) 0,1 %

pipetter 1 cm
vattenbad 37C
Utférande:

Tag fram alla tilloehor och l6sningar sé att enzymlosningen inte behdver sta och vanta.
Gor enzymlosningen sa har

Riv en skalad paittis och 6verfor till en bagare. Tillsatt 20 tnatriumfluoridlésning och blanda val.
Sudfiltrera blandningen. Filtratet = enzymldsningen.

Gor i ordning och mark sex provrér, hall i 1temzymlosning i varje provror. Gor shtser till réren enligt
nedan:

Ror Tillsats
1 cn? vatten
1 cn? 1,2-bensendiol
1 cn? 1,3-bensendiol
1 cn? 1,4-bensendiol
Koka enzymldsningen och tillsatt darefter 1*aratten
Koka enzymldsningen och tillsatt darefter 13dnP-bensendiol

Sétt allaréren i vattenbadet och studééagandringen efter ca 15 min.

OO WNBRPG

Rapport:

Rita upp aminosyran tyrosin samt de tre bensendiolerna. Diskutera, utgdende fran dina resultat, vilka av
bensendiolerna som ar inhibitorer.
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Praktiska tips
Laborationen tar ca 1 h.

Det ar viktigt att eleverna forbereder forsoket val sa att den nyframstallda enzymldsningen inte far st och
vanta i onodan. Resaliet kan da bli mindre tydligt.

Resultat och tolkning:

Ror lakttagelser

1 (endast enzym) Médrknar inte forran efter ca 60 min.

2 (katekol) Katekolldsningen ar i sig sjalv ganska mork och roret far nastan
omedelbart farg. Man kan ifragasatta om fargen delvis ar orsakad av
katekolen sjalv eller om katekolen har reagjened enzymet. Detta kan
man prdva genom att anvanda kokt enzymlésning ( = ror 6 ).

3 (rescorcinol) Morknar ej

4 (hydrokinon) Far mattlig farg efter ca 15 min.

5 (kokt enzym) Reagerar ej, morknar ej.

6 (kokt +katekol) Reagerar ej, morknay;.

En rimlig tolkning bdr kunna vara att katekol och hydrokinon reagerar med enzymet, t 0 m béattre an tyrosin.
Resorcinol daremot &ar en effektiv inhibitor.

Strukturformler:

CllOOH
HoN—C—H
OH OH OH CH,
OH
OH
OH OH
1,2-bensendiol 1,3-bensendiol 1,4-bensendiol Tyrosin

(katekol) (resorcinol) (hydrokinon)
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Analytisk kemi
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Spektrofotometri

Jarn ar intressaht

- och relativt latt och snabbt att analysea atminstone halvkvantitativt.

il

Jarn &r ett vanligt atomslag pa jordklotet, och det ar naturligt att organismer har utvecklats sa att
detanvands i manga livsfunktioner.

I manniskokroppen finns jarn bl a i hamoglobin (syretransport), myoglobin (syrelagring),
cytokromer (elektrontransport), ferritin (jarnlagring), transferrin (jarntrarspo

4,2 g jarn fins i snitt i en vuxen mannisk&@@ mg/kg kroppsvikt). 8% foreligger som
hamoglobin.

Det icke aktuella jarnet lagras i ferritin (innehaller 28ss?6) och transferrin (35mass%)

Hamoglobin och myoglobin &r valkanda. Ferritin har en molmassa ga0000 med 24
subenheter (proteiner). Dar finns ett halrum pa ca 7,5 nm:s tvarsnitt som kan rymma ca 4500
jarnatomer bundnsom oxid/hydroxid till fosfat.

Manniskan avsondrar ca 1 mg jarn/dygn som ska ersattas gesten k(1,5 mg for kvinnor!)
Eftersom endast-%0% av tillfort jarn tas upp av kroppen ar jarnbedtosr alltsd ca 10 mg per

dygn.

Jarn i maten ar i allméanhet bundet till komplex, men frigdrs i magens sura miljoehtatiger
pH, och jarn, framfor allt Fe(lll), bildar svarlésliga foreningar. Jarn tas upp via transport genom
tva membran, formodligen med hjalp av ett transportprotein, gaimsfsom komplexbinder jarn.

Komplexbildaresom ar tillrackligt lipofila kan ta med jarn direkt genom membranen. Dit hor t ex
hamoglobin, darfér ar kott och blodpuddiséyskilt vardefulla jarnkallor.

Jarninnehallande gronsaker har ofta jarnet komplexbundekellipofila ligander som fosfat,
fytat (grovt mjol) eller oxalat (spenat). Det anses ocksa att alginat (fortjockningsmedel fran alger)
kan mnska tillgangligheten av jarn.

A andra sidan tycks-@itamin, som ocksé& bildar komplex men med Fe(ll), 6ka tiltgigheten.
C-vitamin hindrar ocksa oxidationen av jarn(ll)

Fenomenet "blodbrist”, anemi, behandlades redan i den tidiga historien &ven om man inte forsto
orsaken till personernas sjuklighet. Man kunde t ex ge patmenégr starkande dryck, beredd av
jarnpulver i vin. Jamfor orationsforslaget "stalcider".

Mjolet berikades tidigare (for®5) med jarnfilspan i Sverige. Numera anses svenskarnas kost sa
god att detta inte behdvs. Jamf@borationsforslagt "Ar grovt brod nyttigare?".

Det morka kottet pa en kyckling innehaller mera jarn &an det vita. Hur ska man forklara det?
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Analys av jarn i livsmedel

Bakgrunden till laborerandet.

Experimenten gar ut pa att jamfora jarninnehalletkeolivsmedel eller understka t ex hur snabbt det
g-r att g°ra fAist-lcidero.

Vid en analys av jarn kan man anvanda olika komplexbildare. Har anvander du en valbekant sadan,
tiocyanatjoner, SCN

Komplexen med SChkanner du kanske mest som FeS&Nmen en bl rad komplex kan foreligga,
vid hoga koncentrationer av SCBven Fe(SCN. Detta oladdade komplex &r molekylart och 16sligt i

opolara ldsningsmedel, som t ex etylacetat. Denna egenskap utnyttjas vid analysen i laborationen.
Koncentrationen av tiocyanatjer maste ocksa vara hog for att hindra andra kexbjjtlare att bindas
till jarn.

Nagra tankbara fragestallningar for en analys:
Varfor ska man ata grovt bréd?
Kottfars. blodpudding eller falukorv?
Potatis, applen, Kalfreds spenat eller kanske pejasi
Endast for leveralskare!
"Steel Cider™ kan man goéra jarnbiad lask och hur fort gar det?
Réacker det att laga maten i en jarngryta? (mera langvapgtriexent med hemmafdrberdelse)
Analysen
Princip:

Analysen gors i mikroskala i graderade Eppendorff

Jarn i olika livsmedel extraheras genom att substansen upphettas till aska. Askan lakas sedan med
salpetersyra.

Efter filtrering spéds alla prover till samma volym och av alla tas lika stort delprov med lika stor tillsat
etylacatat och ammoniumttyanat. Det roda komplexet som bildas l6ser sig i esterskiktet och man jan
fargen pa detta i olika prover.

Om man vill uppskatta livsmedlens innehall halvkvantitativt gér man en standardskala.
Naturligtvis kan man forandra analysarbetet nagot sa iptadsar espektrofotometrisk bestamning.
Material:

Porslinsdegel, triangel, brannare, trefot, degeltang, keramnat, vag.
Urglas, liten tratt, filter, matglas 10 ém3 provrér markerade vid 10 ém
graderade Eppendorffror.

Salpetersyra, 1 mol/dinNHsSCN, 5 g loses i 10 chvatten, etylacetat.
Livsmedel enligt eget val.
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Utférande:

Vag in 2,0 g av livsmedlet i degeln. Livsmedlet ska vara finférdelat. Upphetta degeln i triangeln, forst
forsiktigt till torrhet sedan till rodglod tills det inaskats. (Driedys) Skulle innehallet borja brinna slacker
man genom att lagga pa degellocket. Inaskning tar ca 15 min och ska ge en gragulvit rest. Lat degel
och tillsatt 4 cm salpetersyra. Tack med urglas. Koka pa keramnéat med svag4agan3 1at darefter
svalna 34 min.

Filtrera direkt i ett provror med markering for 10 tmvétta filtret ett par ganger. Spad till 10%Blanda
val!

Fyll Eppendorffroren med etylacetat till market for 0,5°cillsatt darefter prov fran lakvatskan med
Pasteurpipett yptill market for 1,0 cry foljt av ammoniumtiocyanatlésning till 1,5 énStang locket och
skaka ca 30 ggr. Lat faserna separera och jamfor fargen pa esterskiktet for de livsmedel du valt eller
standardlésningarna (se nedan).

Vatskeprovekan matas dekt men nagosalpetersyra maste tillsattas.
Standardl6sning

Man kangora en serie standardlosnind@r att avlasa livsmedlens jarninnehall. Losningarna gors bast fi
laborationen, men sjalva tiocyanatkomplexet gors i samband med 6vriga prov. Kordpietehallbart
langre tid.

202 mg Fe(N@s - 9H,0 loses i litet vatten och dverfors kvantitativt till en matkolv om 509 @rh spads til
market. Lésningen ar nu 0,0010 molfim

Till 8 métkolvar om 100 cihoverfors nedanstaende volymer med byrett. 2kamc. saltsyra tillsatts och
I6sningarna spads till 100 cm3.

Volym av stamldsning 1,0 40 80 120 16,0 20,0 40,0 (600
i méatkolven
med massan Fe totalt 0,0:322 0,45 0,67 0,89 1,12223 3,35 (mgQ)

massan Fe pA0,5ém 0,28 1,12 224 3,36 4,48 56112 16,8 (u)
I6sning i kolven*)
*)Prov av standardlésningen behandlas som lekei@ fran livsmedelsproverna, man tar alltsd 0,5.cm

Ett livsmedel som innehaller ca 2 mg Fe/100g ger vid provtagningen enligt beskrivningien 2
Eppendorffroret.

Vanligtvis anges jarninnehallet i olika livsmedel i mg per 100 gexempel:

artor 4,7-6,0 ragbrod 1,5-2,3
linser 5,0-10,0 vitt brod 0,4-1,5
spenat 2,8-10,4 knackebrod 4,4- 5,0
tomater 0,4-0,6 agg 1,5-2,7
potatis 0,7-1,1 leverkorv  5,0-5,4
applen 0,2-0,6 kalvlever 10,6
apelsiner 0,3-0,8 hona 15-2,0
chokladkaka 2,0-4,0 stromming 1,1
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kakaopulver 11,6-15,0 kalvkotlett 2,9
Jarnanalys - kommentarer till lararen

Praktiska tips

Laborationen &r snabb att utféra, men det som tar tid ar vagning (det behdver inte vara exakt 2 g, me
garska noga invagt). De olika féreslagna forsoken ar mer eller mindre smetiga. Lattast ar att jamfora
olika mjolsorter, brodsorter eller persilja, smetigast ar lever och falukorv. | det senare fallet brinner
det latt av fettet.

Inaskningen ska vara sa fullstig som mgjligt for att man ska fa ut jarnet ur sitt prov.

Det ar viktigt att deglarna star stadigt i triangeln under upphettnindeinar mycket trakigt att
forlora ett prov som man askat in.

ASt -l cidero 2r myc kiedketforfatt f ut @rh itanatySenbaaa nuirgtier, ceadan
efter en kort stund blir f2&rgen f°r stark fP°
laskedrycker, men det ar ett alternativ om man inte haller pa sa lange att man far fallning av
jarnhydroxid.Sockerdricka kan vara tankbar

(
r

Bekvamast ar att ha reagensen i droppflaskor, men 03%icen liten volym och droppipetterna
far inte ge for stora droppar.

Det allra enklaste ar om standardlésningarna (stabila) star fardiga till laborationeniribet ar
nodvandigt att jamféra med en standafdigestéllningen kan ju vara att jamfora tva livsmedeen
eleverna vill sékert andatzeom de fatt vettiga resultat.

Observera att komplexfargen inte ar hallbar langre tid. Man far alltsa ha en elev splexinder
standardlosnirgrna, vilket gar snabbt.

Laborationen &ar verkligen mikroskala. Uppskalning for spektrofotometer kan man géra genom att
bara 6ka provméangd och alla tillsatser till lakvatskan. En [amplig uppgift for en grupp elever.
Vaglangd: 450 m.

Har man atomabsorbtionsspektrofotomésan gora en jamférande matning.
Om jarnkomplex.

Andra komplexbildare for jarn ar t ex fosfatjoner, fytat (grovt brod) fran fytinsystdg(OPO(OHY)s

och 1,10 fenantrolin:

Den senare &and for den som anvéant ferreiimdikatorn i kemisk klocka (Indikatorn ar just ett
jarnkomplex med tre fenantrolinenheter, som har olika farg for Fe(lll) och Fe(ll)). Syre och kvéave ar
de atomslag som helst binder till jarnatomer. Det &r ocksa mycHieft tykkoppen i de olika

enzymer och proteiner som finns. (Jarn bindstillS@GNd A kva@ve2ndeno. )
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Allt jarn som ma ater tas inte upp av kroppen.

resorberat jarn, i % av tillgangligt, nagra exempel

rs 0,8 fisk 12,0

spenat 1,4 hamoglobin 12,0
grorsaker 4,5 kalvlever 15,0
sojabonor 7,0 kalvkott 20,0

Det morka kottet pa en kyckling finns i benen och det vita i brostkottet. Musklerna i benen arbetar
mera och innehaller mycket myoglobin.
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Tunnsiktskromatorgarafi - nomenklatur och allméanna rad

Tunnskiktskromatografi (TLC) ar en av de vanligaste analysmetoderna som erbjuds kemisten, lamplig framfor
allt inom organisk kemi/biokemi. Den ar snabb och kraver sma provméangder. Provsubstansen forstors ej. Det
kravs dock en viss rutin for att na reprodibeea resulta
Vid tunnskiktskromatografi anvander man sig av ett absorberande skikt som &ar utbrett pa en glasplatta eller
folie av lampligt slag. Skiktet kan besta av t ex Sif),0;, cellulosa eller Sephadex. Plattans ena d&nde doppas
ned i ettelueringsnede) en vatska som sugs upp av skiktet. Darvid kommer ett ev. pasatt prov att sugas med
vatskefronten. Ett konkurrensforhallande uppstar mellan elueringsvatskans komponenter och det adsorberant
skiktet,den stationdra faseom provets komponenter. Altdag av intermolekyléra krafter ar tdrara mellan
skiktet och debundna substanserna: difgthpol-attraktion, vatebindning eller van der Waalsbindningar.
Plattor med kiseldioxid ar polara och attraherar polara grupper i ett prov. Ett polart amnepésattiza en
sadan platta vandrar mycket langsamt med ett opolart elueringsmedel. Man kan fa provet att vandra langre
genom att blanda elueringsmedlet medranchera polara I6sningsmedBkt finns ocksa opolara, s k G18
plattor. Har galler motsatserett opolart Aamne vandrar mycket langsanad ett polart elueringsmedgaitt
vdlja ett effektivt elueringsmedel ar kAm@mom tunnskiktskromatografin.

Foljande instruktioner galler vid alla slag av TLC, oberoende av provslag:

Tanken

ska klas invandigt mefilterpapper som ska félja glasvaggarna val. Endast i sma kromatkgrhfdar

analysen utfors pa X015 min kan papperet uteslutas. Man fyller pa elueringsmedlet s att papperet fuktas och
vatskan star ca %2 cm Over botten. Locket laggs pa sa att mam i&ttad atmosfar. Mindre karl kan tackas
med folie eller ev ett urglas.

Plattorna

ska behandlas forsiktigt sa akiktet inte skadasiall endast i plattans kanter!

Pa plattan ska alla markeringar goras flgerts Mark ut en startlinje ca 1 cm fréwederkanten och markera
med tvarstreck ett [ampligt antal punkter.

Vid endimensionell kromatograifan flera prover sattas pa utmed startlinjen. Punkterna bor inte ligga for tatt
(1¥2- 2 cm mellanrum) och inte heller alltfor nara plattans kanter. Mapg@mattangvre kantvilka

substanser som ar pasatta. Se fig!

Vid tvadimensionell kromatografidsatts endastt prov i ena hérneta 1% cm fran resp kant. Bftérsta
elueringen torkar maplattan i varmeskap innan den satts ned i elueringsvéatska/it @enna andra eluering
vands plattan 90 grader. Se fig!

endimemensionell tvadieieksiomatografi
elueringsriktning
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gor manmed hjalp av en mikropipett. Den bestareavkapillar for en viss volynoftast 1 eller 2 ul ) som satts

in i en hallare med en gumminippel. I nippelns 6vre anda finns ett hal. Uppsugning sker genom att kapillaren
doppas i vatskan. Da suger den upp ¢iest volym den ar avsedd for . For att trycka ut vatskan maste man

séatta ett finger 6ver halet i gumminippeln. Droppen som da bildas far sugas upp av skiktet p& den markerade
startpunkten. Pipetten ska vilaycket latimot skiktet sa att det inte bildas gep. Gropar ger samre

separation.

Ofta satter man pa samma prov flera ganger pa sammakgifatden blir att man far en hogre koncentration
av provet i pasattningszonen. Man maste da torka plattan mellan varje gang

(tex med en hartork), annars brer pésningen bara ut sig och man far inte den 6nskade
koncentrationsékningen.

Efter avslutad provpasattningen torkas plattan, man satter ned den i tanlsét@xchenast tillbaka locket.

Avslutning av kromatograferingen

Nar vatskefronten stigit tilamplig hojd som kan markeras i forvag med blyerts, annars maste man gora det i
samband med att plattan tas upp!) tar man upp plattan och torkar den i varmeskap.

Om provet ar ofargat maste plattan framkallas. Man sprutar éver den med en fringsutitskaa att
skiktet ar ordentligt fuktat utan att vatskan anda rinner.

Andra substanser kan undersokas i, varvid flackarna framtrader morka eller fluorescerande. Man kan
markera dem med blyertsringar som sediansfkvar nar UMampan slacks.

R¢-varde

ar ett matt pa vandringsformagan hos en provkomponent under vissa kromatografiékimgsbland
aterfinns sadana varden i tabellverk eller litteratur men dessaemdpest storleksordningarch avvikelser
kan ofta féorekomma.

subsansens véag
Rf-vardet = fran startlinjen.
vatskefrontens vag
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Tunnskiktskromatografi pa qrona vaxter.

Uppgift:

Att utnyttja tunnskiktskromatografi fatt separeralika fargamnen i spenat fran varandra) att prova olika
typer av kromatografiplattor.

Bakgrund och teori:

Tunnskiktskromatografi ar en vanlig och anvandbar amaéfod. Om du inte arbetat meatoden férutbor
du forst lasa en allméan presentation av dess teori och praktik.

Spenat, vars fargad®@mponenter du ska separera i den har laborationen, innehaller inte bara gréna
fargamnen.

Ett extrakt av fran spenat innehaller klorofyll a och b ( tva grona farger, se figur ), karoten, xantofyll ( gult,
innehaller samma kolvatestruktur som karoten médhydroxylgrupper ) samt violaxantin (gratt, innehaller
samma kolvatekedja som karoten men med funktionella grupper enl figur) Strukturer finns pa sarskilt blad.

Tunnskiktsplattorna du ska anvanda ar:
Platta A = Glasplatta eller Ablie med skikt av Si@ polart

Platta B = Glasplatta med skikt av Silll vilket kopplats Gs -kedjor med eter eller esterbindningar. Dessa
langa kolvatekedjr ger skiktet opolar karaktar.

Material och kemikalier:

TLC-plattor (enl ovan) spenat
mortel med pistill sand
hushallspapper Na:SQ, vattenfritt (torkmedel )
Biichnertratt med manchett eller tratt med filtrerpappeaceton
E-kolv petroleumeter (6@0 el likn.)
mikropipetter etanol
bagare och folie, Er burk med lock for eluering n-heptan
Utforande:

Spenatgtraktet tillredes enl foljande:

Ta lite fryst spenat och krossa denna i en mortel. Tryck hushallspapper mot spenaten for att suga upp vatten.
Hall sedan i nagra tsk sand och torkmedel {9 ). Mal allt ordentligt och hall sedan i aceton. Lat l6sningen

std i ca 5 min, filtrera darefter av. Filtratet = extraktet.

Lat garna lite aceton avdunsta for aitayextraktet mer koncentrerat.

Gor 10 cnd av vardera foljande tva eluringsvatskor:

Polar platta: petroleumeteraceton
3 : 1
Opolar platta: Etanol : n-heptan
3 : 1

Hall de tva elueringsvéatskorna i resp bagare, sa att det nar en hojd pa ca 0,5 cm.

Rita ett smalt streck ca 1 cm fran plattans underkentlen polara plattaMarkera det stallet pa strecket dar
du ska satta proveMarkera irte pa Gs-plattan Den ar dyr och ska ateranvandas.
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Applicera spenatextraktet med mikropipett,-0,8 at gangen, 80 ganger / flack pa samma stélle pa TLC
plattorna. Lat flacken torka mellan provpasattningarna och innan dursgdtetattan i eluergsvatskan.

Stall ned plattorna i resp elueringsvatska. Tack 6ver bagaren med folie ( eller satt pa locket pa burken). Lat
plattan sta i 145 min, tills elueringsvatskan ar2lcm fran 6vre kanten. Studera och rita av flackarna direkt
efter det att du tagupp plattan, eftersom flackarna bleknar bort s& smaningom.

Om du har tillgang till UMlampa bor du absolut studera resultatet av kromatografering dar.
Om du har anvant en plattéanfluorescensindikator kan du kkrofyllens réda fluorescens.

Cis -plattorna sparas och tvéattas med aceton genom att man sétter ned dem i en béagare med bottenskyla av
aceton, som far sugas upp anda upp till 6vre kanten. Provrester ansamlas i 6vre kanten men stor ej kommanc
forsck. Plattan far slutligen torka.

Rapport:

Ritaav plattorna och identifiera flackarna. Anvand strukturerna och forsok forklara varfor ordningsfoljden pa
resp platta skiljer sig.
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Praktiska tips
Laborationen tar drygt 30 min. Ovana elever maste fa lardyfértatt trana provpasattning.

Torkmedlet gor att extraktet blir vattenfritt och I6sningsmedlet avdunstar snabbare. Nar torkningen ar
fullstandig finns fasta korn av tkmedlet kvar i acetonlésningen.

Elueringsvatska gors bast i en omgang for hela labosagfappen. Darmed kan man ocksa variera
elueringsmeldt ndgot mellan olika grupper.

Genom att man applicerar proven i omgangafQggr ) sa blir resultaten tygare, prickarna blir starkare.

Det ar viktigt att prickarna kollas fort, direkt efter attezingen ar slutférd, eftersom vesfiackar bleknar bort
shabbtihom 5 min ).

I UV-ljus ser man fluorescensen av framfor allt klorofyllen mycket vackert. Anvand plattor utan
fluorescensindikator fér denna laboration.

Cis -plattan tar lite langr tid att éuera an den polara.

Man kan naturligtvis lata eleverna leta efter strukturer och namn i litteraturen, men detta ar tidsédande.
Struktursidan finns pa separat avdelning.

Det ar fascinerande att se hur de sma skillnader i struktur i t ex karoten, vislaamntiantofyll faktiskt ger
effekt vid kromatografering. Eleverna bér hyggligt kunna utreda hur dessa molekylerna beter sig vid eluering.
Likasa bor de kunna diskutera den olika polariteten hosfiterna.

Varianter

Det finns ett otal intressanta vatdler farger att undersdka. Vi har funnit réd paprika (pulver och farsk),
tomat och citrusfrukter vél varda arbetet. | allmanhet har vi anvant aceton som relativt harmlost
extraktionsmedel. Anvant alltid det yttersta tunna skalet av tomat och paprikertiktionen. Vi har provat
att torka citronskal i luft och sedan krossa dem i aceton. En enkel extraktionsmetod.

For paprika passar t ex bensipipanol i proportion 10:2 som elueringsmedel. Lat eleverna experimentera!
| paprika kan man finna upp til4 band pa plattan!

Se ocks- fHAAtt g°ra en indikator ur en annano, ik
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Varktabletter - ett TLCproblem

Uppgift: Att separera fem verksamma amnen i varktabletter, acetylsalicylsyra, fenazon, paracetamol,
ibuprofen och koffein, med hjalp av TLC, samt att med undersokningen som utgdngspunkt identifiera

innehallet i ervarktablett med okant innehall.

Syfte: Att understka TL@netoden och de mojligheter man har att separera molekyler av olika polaritet och

syra/ba-karaktar md hjalp av olika elueringsmedel
Bakgrund och teori:
L2s g2rna AHur behandl as

smdrtao i separat

arti

K ¢

Salicylsyra ar en urgammal och valkand smartdampare, men den har bieffekter eftersom den ar for sur.. De
receptfria varktabletter som amds idag innehaller en av fyra olika smartstillande substanser:
acetylsalicylsyra, fenazon, paracetamol och ibuprofen. | vissa lakemedel ingar aven, forutom tablettbas, andr:

verksamma substansegx koffein.
Strukturer:
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Koflein

Acetylsalicylsyra ar den end@rksammasubstansen i t ex Albyl, Bamyl, Dispril, Magnecyl.
Paracetamol ar den enda verksamma substanseni Alvedon, Curadon, Reliv och Panodil.
Ibuprofen &r den enda verksamma substansen i Brufen, Ipren och Nurofen.

Fenazon férekommer tillsammans med koffi Koffazon samt ensamt i Spalt N.
Koffeintabletter innehaller endast den verksamma substansen koffein.

Salicylsyran finns har med som jamférelsemolekyl.
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Tunnskiktsundersokning

Amnena ovan har olika polaritet och syraeaenskaper. En tunnskiktspgtatmed kiselgel &r mycket polar och
attraherar poléara molekyler starkare an opoléara. Elueringsmedlet kan genom blandningar géras mer eller
mindre polart. Det amne man undersoker fordelar sig mellan det polara skiktet och elueringsmedlet i en serie
jamvikter. Det innebar att olika @&mnen vandrar olika snabbt i skiktet under elueringen. Som matt pa detta
anger man ett amnes Rarde, dvs kvoten mellan den stracka &mnet vandrat och den stracka I6sningsmedlet
vandrat. R- varden varierar alltsd med elueringssiiet.

Syror uppvisar ofta olika polaritet beroende pa pH. En oprotolyserad svag syra, i sin molekylara form, ar oftas
mindre polar an dess saltjon som dominerar vid hdga pH. De svaga syror man undersoker kan hallas
oprotolyserade genom att elueringsne¢djors surt.

(Ett motsvarande resonemang kan genomforas for baser.)

Med ett bra val av elueringsmedel kan substanser separeras effektivt. | denna laboration foreslar vi ett
elueringsmedel som vi vet fungerar.

Material och kemikalier:
mortel
TLC-karl, tex bagare med folie eller burk med lock
provrér, sma, eller eppendorfror eller sma vagglas
mikropipetter 21 eller andra glaskapillarer
tunnskiktsplattor baserade pa $i@h innehallande fluoroscensindikator,
ca 6 x 10 cm (Abaksida eller glasplattor)
UV-lampa
olika varktabletter med acetylsalicylsyra, fenazon,paraadtaamt ibuprofen samt koffein.
aceton
alueringslésning: Etylacetat: Attiksyra: Etanol
20 6 1

Utférande: Mortla varje tablettdven den okanda tablet)dill ett fint pulver, tag dérav 0,2 g och 16s
i 2 c?® aceton i ett provror. Att viss bottensats bildas gor ingenting. Mark réren val.
Drag en fin linje med blyerts pa Tk@lattan, ca 1 cm fran nederkanten. Markera sa manga punkter som det
finns prover och satt & av resp losning pa resp markering. Skriv pa plattans éverkant vad flacken innehaller.
Hall elueringsvatska i ett lampligt karl till ca 0,5 cm hojd. Satt ned plattan i karlet och tack med folie eller satt
pa locket.
Tag upp plattan nar elueringslosningegtit ca 8 cm hégt och markera genast vatskefronten. Lat plattan torka.
Nar plattan torkat: belys plattan med endévhpa (245 nm). Du kan da se flackar mot en fluoroscerande
bakgrund. Markera dessa med blyerts.
Berékna sedan flackarnas-®rden. Rf = flékens vag / frontens vag.
Jamfor den ok&nda tablettens\Rirde med de uppmatta.

Rapport: Redovisa dina resultat. Vilken var den okénda varktabletten? Forklara hur du kom fram till
ditt svar.
Diskutera, med strukturerna som utgangspunkt, hur bra/dalmtkdesubstanserna vandrar med
elueringsmedlet .
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Laborationen tar ca 1 h och 15 min.

Mortling av tabletter tar tid! Forbered gérna detta moment for att spara tid.

Invagningen av tablettsubstans @rinteséaga, men f°r att detplattanéreettwek a b
om eleverna hagn uppfattninggm hur mycket 0,2 g &r. det racker alltsd om en elev vager.

Ri-varden kan aldrig bli exakt lika vid upprepningar av Ho@s6k, men foljande riktvardemar erhallits med
den angivna elueringslésningen:

Acetylsalicylsyra 0,93
Paracetamol 0,80
Ibuprofen 0,94
Fenazon 0,55
Koffein 0,45

Separationen av fenazon och koffein ar inte helt fullstandig med den anvéanda elueringslésningen, men dock
helt tillfredsdéllande. Samtidigt har acetylsalicylsyra och ibuprofen mycket lik&aRlen. Om man vill skilja
dessa tva at maste man dka andelen etylacetat och minska andelen attiksyra. Acetylsalicylsyrans protolys
undertrycks da mindre. | s& fall erhalls dock en s&separation av fenazon och koffein.

Nar paracetamefacken ligger i kontakt med luft oxideras fenolen och far svagt brun farg.
Pa sarskilt blad har vi kopierat nagra av vara egna tunnskiktsresultat.

D = Dispril

A = Alvedon

Kz = Koffazon

K = Koffeintablet

N = Nurofen

M = Magnecyl

Vilken diskussion kan man féra?

Man kan se av R vardena ovan att de tva kvaveforeningarna vandrar samst i det sura elueringsmedlet. Det &r
naturligt med tanke pa att baserna i sur miljo tar upp vatejoner med kvaeatomerelaktidmpar. Att

i buprofen vandrar snabbast 2r ocks- naturligt, 21
Sa langt kan eleverna nog nd, sarskilt om man utmanar dem pé en diskussion om vad som hander med
ammoniak, aminer och dessa kvaveforeningar i sur miljo.

| dvrigt kan man anta att:

Acetylsalicylsyrans protolys ar undertryckt och molekylen relativt opolar, sakert med interna vatebindningar.
Merck index uppger bade syrakonstant och baskonstant for paracetamol, vilket férmodligen gor det svart att
undertrycka alprotolys. En titt pa koffeinets molekyl ger ett allméant intryck av polaritet med flera kvave och
syre atomer an fenazon.

| anslutning:

Bakgrundsartikel om smartlindring. Historiskt om Xylokain (Astras bok). Salicylsyra uraddix

naturmediciner, Gerlevnadsbocker.

Koffein &r ett dopningsmedel!

| kompendiet finns ocksa som laborationsuppgjfitesav paracetamol foljt av tunnskiktskromatografi pa
resultatet och pa Alvedetablett.

Labuppgiften kan ges parallellt med denna eller vanligare och kéitske TLGuppgifter
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GASKROMATOGRAFI, ALLMAN INFORMATION

Gaskromatografen byggetiksom annan kromatografipa att en substans fordelas mellan tva faser. |
tunnskiktskromatografi fordelas en substans mellan en stationéar fas och ett elueringsmedel.
gaskromatografen ar de tva fasernattionar fasoch enbargas,, och det amne man undersoker fordelar sig
mellan dessa tva i en serie jamvikter. Den stationdra fasen bestar av en vatska, som i en tunn hinna sitter pa
fast substans med stor ylen stationara fasen ar packad i ett relativt langt, smalt ror, rullat till en spiral och
kallas erkolonn.

Kolonnerna i en gaskromatografen kan vara opoléara eller poléara, beroende pa vilket fyllnadsmaterial som
anvants till kolonnen. En variant av kromgitaf har en kolonn av varje typ. Kolonnerna genomstrémmas av
samma volym bargas per tidsenhet . Ett prov som ska undersdkas sprutas in i barargasen i den ena kolonner
borjan. Den kolonn dér insprutning av piiate sker tjanstgor som referens.

Kolonnernakan varmas. Tillrackligt mycket av det insprutade provet maste avga i gasform till bargasen vid
insprutningen. Insprutningsporten brukar darfor ges en hdgre temperatur an resten av kolonnen. Ofta haller
man kolonnerna under kokpunkten for de hogkokandepkoenterna i en blandning

Detektorn i en enkel gaskromatograf kan t ex varazasmtradstypDetta kraver tva kolonner.
Varmeledningsformagan hos den utstrommande gasen jamfors i de bada kolonnernas slut. | den ena kolonne
strommar alltsa ren bargas, mamhstant varmeledningsférmaga. | den andra detekteras en férening som
lamnar kolonnen genom att varmeledningsformagan avviker fran den rena bargasens. Detektorns signaler
registreras pa skrivare (eller dator). Man faketimatogranmmed toppar registreradvid olika tidpunkter

raknat fran injektionstillfallet.

Bargasen kan vara t ex helium, vatgas, kvavgas. Helium ar dverlagset som barargas, men dyrt. Vate ar nasta
lika bra men ger storre risker. Kvavgas ar acceptabelt for enklare undersokningar.

Provet

Provet ska vara i véatska eller gasform.

Provets storlek kan vara ca2ii nar det galler vatskor, for gaser kan 2aara lagom.

Provet sprutats in med en sarskild spruta genom ett membran. Provet férgasas och det sker en férdelning av
provets komponentenellan kolonnmaterialet och bargasen.

| enopolér kolonfk o mmer fitungao opol3ra molekyler att adso
beror pa att bindningen till kolonnen sker med vHk&ffter, och att dessa ar storre for tyngre molekyler. Ett
gaskromatogram av en kolvateblandning injicerad pa den opolara kolonnen ger alltsd kromatogram dar den
lattaste komponenten lamnar kromatografen forst och den tyngsta sist. (Eller: ju lagre kokpunkt desto snabba
passage.Se figur pa nasta sida.

Ett amme far erférdréjningstidi kolonnen som ar typisk for komponenten vid en viss bahgatighet,

temperatur och kolonn. Fordrojningstiden kan jamféras med den for kanda substanser vid samma forhallande
- en kvalitativ undersokning.

Lite luft tas garna neki provet. Lufttoppen anvands som referenspunkt da man méatefareltdjningstiden.

Ett prov som sprutas in pa dpalara kolonnenoch som sjélv innehaller nagon polar grupp, kommer att
attraheras till kolonnmaterialet inte bara med vkiafter utan red t ex vatebindningar. | den polara kolonnen
kan en latt alkohol fordrojas mer &n ett tyngre kolvate.

Ett nagot idealiserat gaskromatogram
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/ e N |
tyngre lattare kolvaten lufttopp
injektion (t=0)

dalig upplosning

Om en skrivardar registrera komponenternas utflode kan topparnas area pa kromatogrammet métas. Arean &
proportionell mot massan av en komponent. dlka komponenter av samma volym eller massa ger daremot
inte lika stora toppar. Vill man veta férhallandet mellankwénponenter i ett prov kor man forst en serie med
kanda blandningar. Man beréaknar areakvoten for de tva komponenterna i serien och avsatter mot masskvotet
Sedan kan provets areakvot ge besked om dess sammansamingntitativ undersokninge meranedan.

Temperaturen

Man stravar efter att f ett kromatogram med sa valdefinierade och val atskilda toppar som majligt.
Hogre temperatur ger mera gas fran provet och snabbare passage. Det kan vara tidsbesparande, men
uppdelningen mellan komponenterna bite lika tydlig .

En lagre temperatur ger tydligare uppdelning av komponenterna, men den langa passagetiden ger en breddn
av topparna och de tyngre komponenterna kan ge mycket breda toppar.

Hogt gasfbde ger ocksa snabbare passage.

Det géller alltséatt noga avpassa bade kolonntemperatur och gasflode for att fa basta resultat.

Pa manga gaskromatografer finns mojlighet att programmera kolonnernas temperatur. Man kan hoja
kolonnens temperatur pa ett kontrollerat satt under genomstromningen. Da sgpgued for de tyngre
komponenterna,ah de lamnar kolonnen tidigare.

Gaskromatografen ar inte bara ett analysinstrument. Om man samtidigt detekterar och samlar upp de
komponenter som kommer till detektorn har man separerat komponenterraaférsyntesller
undersokning.

Hur méter man en fordréjningstid?

En skrivare har en best2amd hast i gh-Bdréjmngdt | eltetn 6g r a ¢
mellanlufttoppenoch komponentens topp.

Hur mater man topparnas area?

Man kan klippa ut toppench vaga pappret. Man kan rakna som for en triangel, 1/2-b-h. Topparna ar inga
perfekta trianglar, och man brukar anvanda halvvardesbredden i stallet for 1/2 b och méater Hojoleenpa
fran baslinjen. Se figur
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toppens bredd pa halva hojden

L baslinje

Bekanta dig medagkromatografen

undersok nagra bensinkvalitéer

Uppgift
Att ta upp och understka gaskromatogrammen for nagra olika bensinsorter och relatera kromatogrammens

utseende till de tta bensinsorternas egenskaper.

Kemikalier
Petroleumeter (bensin) med olikakkainktsintervall,
ifkemi skt ren bensinodo fAfl&ackbensi no, fis-rbensino

n-heptan ev. andra k&nda kolvaten

Utférande
Proven bor sprutas in pa en opolar kolonn. Varm kolonnen, préva t ex ri€d $oruta in prover om 2,
justera volymen for afa basta utnyttjande av skrivarpappret. Forsok fa basta separation av topparna (se
inledning).
Studera kromatogrammen
Vilken bensinsort har minsta antalet toppar? Mat fordréjningstiden fér de viktigaste kompamente olika
kvalitéerna. Vilken besinsort har komponenter med storst fordrojningstider?
Varfor har t ex sommaipoch virterbensin olika sammansattning?
Finns det heptan i ndgon av de tre bensinsortetda@ersok med gaskromatografen.
Omdet finns ska en inblandning av heptan i den undéasgitskan inte ge nagra nya toppar, daremot ska en
av topparna (heptantoppen) forstarkas.

Rapport
Inlamnade kromatogram med tolkning och diskussion.

Undersok gasolflaskans och cigatéttdarens innehall

Uppgift

Att undersdka om gasoltuben och cigatatidaren innehaller rena @mnen eller blandningar, atde
innehaller samma kolvaten.
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Material och kemikalier
Gasol tandare, provrdr, septum, vanna
Utférande

Fyll ett provrér med gas fran tandaren genom att lata gasen driva ut vatten ur ett vattemfylit parsiut
provréret under vatten med ett septum. Samla gasol p4 samma satt. Anvand en ouppvarmd kolonn for att kor
kromatogram. Injicera ca 2 érgas av proverna. Koér ocksa ett kromatogram pa luft.

Ar innehdllet i gasoltuben och tandaren rena amN@ket bransle innehaller mest latta komponenter? Kan du
identifiera/gissa vilka komponenterna &r?

Rapport

Inlamnade kromatogramed tolkning och svar pa fragor.

En kvantitativ undersékning

Uppgift

Att bestimma maseller volymfoérhallandet mellan tva kaponenter i en okand blandning gematt utnyttja
topparnas area.

Bakgrund
Om man har lika delar av tvad komponenter i en blandning kommer deras toppar i gaskromatoupt@hmet
samma are&votenmellan topparnas areor ar proportionell mot kvoten médtemponenternas massor.
Man kan alltsd genom kromatogram pa en serie blandningar gora en standardkurva, areakvot avsatt mot
masskvot. Ur ett kromatogram for den ok&nda blandningen beraknas en areakvot. Motsvarande kaasskvot
avlasas pa standardkurvan.

Material och kemikalier
Matpipetter 2 st, Peléusboll 1-propanol
E-kolvar eller flaskor med propp, , 2-propanol

provblandning av dessa

Utférande
Gor fyra blandningar av-firopanol och ropanol med proportioner(volym) mellan 1:2 och 2:1. Kor
kromatogam pa en polar kolonn. Separationen av topparna maste vara bra. Lamplig temperatuf@r ca 75
Forsok ta provmangder som ger hyfsat stora toppar. Mat topparnas areor pa lampligt satt. Berakna kvoten for
varje kromatogram, liksom kvoten mellan massornadtt areakvoten mot masskvoten i ett diagram.
Kor ett kromatogram pa ditt okéanda prov, mat areor och deras kvot. Avlaggpsavemansattning ditt
diagram.

Rapport: Kromatogram, méatdata, diagram, provresultat. Uppskattning av felkallor.

Kort -kort lararko mmentar
Har man tid bor eleverna fa experimenteedmlika temperaturer, kolonnech gashastigheter.

Vill man bara introducera metoden maste laborationerna vara snabba och ge nagot att fundera pa. T ex har
manga elever betstamt molmassan for gasenédretare och kan nu jamféra sisultat med
gaskromatografens.

Nagra alternativ till underékning av bensin eller tandare:

1 Kan gaskromatografen skilja pa tolues§CH, ochp-xylen (GHs(CH). ?
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Kan den skilja pa toluen och heptan? Pa toluertanepch xylen? R& m- p-xylen i blandning?
Undersok hur fordrojningstiderna hangeop med féreningarnas kokpunkt.

1 Propanon (aceton), propanal och propanol (och andra motsvarande serier av féreningar).har ungefar samr
molmassa. Ta reda pad om gaskabografen kan skilja pa dessa foreningar.
Vilken kolonn passabast for en sddan undersokning?

Flera varianter

Man kan stalla fram méanga alkoholer (hogst 5) samt en okand blandning av tva eller tre.
Fraga vilka som férekommer och med hur fa kornirbgt kan bestammas.
(Ta inte med alkoholer med alltfor h&gkpunkt- det tar bara tid.).
Man kan undersoka hur manga tillsatdet finns i Frod och liknande.
Ni kanske har na’n gammal etylacetatsyntes staellde den ren?
Blir den ren aven om man @& mnder Fsprit vid syntese? (Med tanke pa spritskatten!)
Eleverna kanske har egna idéer!
Ovrigt

Bensin med ett kokpunktsintervall innehaller en uppsattning lkey&idde grenade och ogrenaded olika
kokpunkter.

Vanlig bilbensin ar ocksa en blandniag grenade och ogrenade kolvaten, &n sa lange ocksd med inslag av

bensen. En sommarbensin ska inte fi-ngao f°r mycKk:¢
hogkokande komponenter. En vinterbensin daremot maste kunna férgasas (i forgasared)riyeket laga
temperaturer och ska inneh=Illa mera av de | =gkok:

liknande) ska naturligtvis inte innehalla bensen, eftersom den kanske anJvdtidktittagning etc i hemmet.
Xylener ar inte sarskiljbarieen vanlig gaskromatograépkpunkterna skiljer for lite.

Om man har en serie ogrenade mattade kolvaten lar log(fordrdjningstiden) vara proportionell mot antalet
kolatomer.

Nagon elev funderasdkert 6ver sadana problem.

Det ar roligt att experimenteraan en gaskromatograf, men det tar tid. Mest tid gar at for att fa upp/ned
temperaturen sa att man far en stabil baslinje. Prov dar kolomgeskia varmas bor koras forst!

Vi hanvisar ocksa till vara kopior av kratogram i slutet av kompendiet



KRC, Kemilararnas Resurscentru

Cl NHzi2Y



KRC, Kemilararnas Resurscentrum

Kemilaramas Resurscentrum 85

NAGRA MEKANISMER

som innefattar en karbonylgrupp

I laborationerna har vi ofta 14tit eleverna veta eller fundera ut vad som é&r en nukleofil resp
elektrofil, Man far emellertid inte lita eleverna fa uppfattningen att det ror sig om nagra slags
jonreaktioner. Tvirtom vore det lyckligt om de fick klart for sig att nir en reaktion intréffar ar
det genom att elektronparet hos nukleofilen firs mot (delokaliseras till) elektrofilen som ju
faktiskt har en elektronbrist (genom att vara ett karbonylkol med elektronerna forskjutna mot
syret eller genom attt vara en karbokatjon t ex).

a8 I figurerna nedan har vi markerat elektronpar dér det &r visentligt. Ofta saknas t ex elektronpar
pé dubbel- och enkelbundet syre

Reaktioner med aldehyder och ketoner - reagens

Karbonylgruppen i aldehyder och ketoner &r mycket reaktiv. Kolatomen dr, sarskilt hos
aldehyderna, mycket mottaglig for nukleofila angrepp. Denna princip illustreras i
laborationerna med en reaktion mellan aceton och den starkt nukleofila 2,4-dinitro-
fenylhydrazin (2,4-DNF, vars firggranna reaktion med karbonylgruppen anvinds som ett
reagens pa denna). Nr tva kviiveatomer ér bundna till varandra, som i hydrazinderivat, kar
den nukleofila karaktiren starkt. I 2,4-DNF ér den ena kviveatomen bunden direkt till
bensenringen. Denna kviveatom fér sitt elektronpar delokaliserat inat ringen, vilket gor att
bara den “yttre” kviveatomen &r nukleofil.

]
N ,C? HN o ,&
NH N® NH N®
N0 S ~0
00— N\® 00—N®
0 0,

Bindningen mellan kol och kvéve &r starkare &n den mellan kol och syre. Dirfér bildas som
slutprodukt en forening dér den kvéveinnehéllande komponenten binds till karbonylkolet med
en dubbelbindning p samma sitt som syreatomen. Syre elimineras som vatten

R,

R; %
>=O + HNY — 0] + H0
RZ Rz

o, L

Y dr tex H, R, NH-fenyl, NH-2,4-difenyl
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NH-Y Ny N'Y

— Rl—<© - R—< ~HE Rl_<

R, R Ry

Om man forst later en hydridjon (som i natriumborhydrid) gora en nukleofil attack pa
karbonylkolet bildas en alkoholatjon. En alkohol saknar den elektrofila kolatom som i
aldehyder och ketoner tar emot ett nekleofilt angrepp. Alkoholen kan inte reagera med
2,4-DNF.

HyC H;C
g/—%\}, =S na H?—OG
H HsC Hs

Reaktioner med aldehyder och ketoner - syntes med nya kol-kol-bindningar

Komplicerade foreningar kan syntetiseras genom kond i ioner a kol-kol-
bindningar bildas. I dessa reaktioner utnyttjas den elektrofila karaktiren hos karbonylkolet.
Som nukleofil i dessa reaktioner fungerar en karb-anjon. De viteatomer som sitter pa
kolatomerna narmast intill en karbonylgrupp 4r svagt sura. Det beror pa att den karb-anjon
som bildas om ett viite frloras som en proton 4r resonansstabiliserad. Genom forlust av en
vattenmolekyl bildas ofta en dubbelbindning mellan den f.d. karbonylgruppens kolatom och
karb-anjonens kolatom.

MEKSKRIV.DOC
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H:, _Ho (“
o -
H; Hy
Hs 0
+ 0 —t —CH, CHj
7 Sk
(o]
+H* -H0 @_A(
Y
(0]

Reaktionen upprepas med den andra metylgruppen intill karbonylen, och med ytterligare en
aldehydmolekyl. Féljande molekyl bildas

T

¢® —CH =CH—CO—CH=CH—®

Karboxylsyror och besliktade dmnen

Hos syror, estrar, amider m fl &mnesgrupper som &r besliktade med syror é4r den elektrofila
karaktiren hos karbonylkolet starkt forsvagad. Det beror pa den resonans som foreligger
mellan karbonylsyret och den atom som &r bunden till kolatomen och samtidigt bér ett fritt
elektronpar.

syran att forlora sin sura proton. Det bildas enkarboxylat]on som 1 inte 4r elektroﬁl Samtidigt
tas protonen upp av nukleofilens elektronpar, sa att den férlorar sin nukleofila karaktir.

"HaN—R,

0 0 :
R—<OH + H)N—R,; —blk—{o. - R_<: +

Starka nukleofiler som samtidigt &r basiska kan reagera med estrar. Hos dessa finns ju ingen
proton att plocka upp. Med hydroxidjon far man frtvalning, med alkoholatjoner kan
estergruppen bytas ut (metylering av rapsolja) och med aminer och andra kviveinnehéllande
foreningar far man olika amider, hydroxamsyror, hydrazider m fl.

Har dr ett exempel pa reaktion med en amins reaktion med ester:

MEKSKRIV.DOC
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0 o} Ry [0}
R + H;N—Ry —s R N/@ — R—( R 7S RxO-
OR o N 7
. R HP
en proton frs dver till den starkaste basen P
- n—(N _Ry + ROH
H

Observera att en viiteatom som &r bunden till kvéve inte berdrs av reaktionen. Dirfor far man
reaktion dven med en sekundir amin, t ex piperidin.

Vid om-estring av rapsolja, som ju &r en viktig teknisk process, anvénder man anjonen av
metanol. Omestringen &r en jimviktsreaktion, dérfor gar det bra att forskjuta jamviktsliget “at
hger” genom tillsats av metanol (som maste vara fullstindigt vattenfri).

R;0" + CH;0H <= R|OH + CH;O

|

OR, OCH;

& 2 .
R—é — r—4,Pn i Rm(ocn,+ o

3

R star for en fettsyrakedja i glycerolestern rapsolja, R, star for en del av glycerolmolekylen.
Alkoholatjonen existerar bara i vattenfri milj6, om vatten finns niéirvarande protolyseras jonen
till alkohol och hydroxidjon, och man far istillet en fortvilning av estern (oljan).

Vid fortvalning #r alltsa nukleofilen en hydroxidjon, och s4 hir gar det till:

o

*o 0
R—< - R‘é@)kl — R + O—R
‘09 OR; H —<OH

0 o)
S R—{Ov <—>R—<0 + RjOH

For att aktivera karboxylsyragruppen till att bli mottaglig for svaga, ej basiska nukleofiler kan
man arbeta i starkare sur miljé. Man féar en protonkatalys. P4 detta sitt kan estrar i
en jamviktsprocess.
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R + H;N—Ry —s R N/@ — R—( R 7S RxO-
OR o N 7
. R HP
en proton frs dver till den starkaste basen P
- n—(N _Ry + ROH
H
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metanol. Omestringen &r en jimviktsreaktion, dérfor gar det bra att forskjuta jamviktsliget “at
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R;0" + CH;0H <= R|OH + CH;O
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3

R star for en fettsyrakedja i glycerolestern rapsolja, R, star for en del av glycerolmolekylen.
Alkoholatjonen existerar bara i vattenfri milj6, om vatten finns niéirvarande protolyseras jonen
till alkohol och hydroxidjon, och man far istillet en fortvilning av estern (oljan).

Vid fortvalning #r alltsa nukleofilen en hydroxidjon, och s4 hir gar det till:

o

*o 0
R—< - R‘é@)kl — R + O—R
‘09 OR; H —<OH

0 o)
S R—{Ov <—>R—<0 + RjOH

For att aktivera karboxylsyragruppen till att bli mottaglig for svaga, ej basiska nukleofiler kan
man arbeta i starkare sur miljé. Man féar en protonkatalys. P4 detta sitt kan estrar i
en jamviktsprocess.
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STRUKTURER HOS INDIKATORER

Nagra skelett:
H
CH(CH;s), ©:COOH
H3C COOH
tymol, ftalsyra, .
gruppen i vissa indikatorer utgéngspunkt for ftaleiner
oladdade former (pH < pK,) neg joner ( pH> pK,)
“surt® basiskt”

kel X7
o d

fenolftalein, pK, = 9,2

rod
<)
C

50, ij/sme

fenolrétt, pKy = 7.3
gul rod

farglos

HO. :
C

Q

—
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C(CHs), C(CH3),
HO HyC OH o Hscj/i;(o
C C(CH3), C C(CH;),
H; %o Hy cooP

Tymolftalein, pK, = 10,1

féirglos

= Br Br
Br C<o Br
f SO,

—

bla

Br C Br

Bromfenolblatt, pK, = 3,8

bla

= Br
Br C Br
Hs $02

gul
Br Br
Br C 0} Br
\
Hy SO,
Bromkresolgront, pK, = 4.7
gul
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