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Передмова 


Фізико-хімічні методи дослідження органічних сполук надійно увійшли в практику сучасної органічної хімії. Сьогодні за допомогою цих методів успішно вирішуються питання будови органічних молекул, в першу чергу складу складних молекул природних та лікарських речовин; встановлюються механізми, шляхи та швидкості перебігу хімічних реакцій; визначається якісні та кількісні характеристики складних сумішей. Ці методи не замінимі при вивченні реакцій, які супроводжуються утворенням багато чисельних побічних продуктів близької будови та подібними хімічними властивостями.


Цей методичний посібник адресований студентам хімічного факультету, які спеціалізуються на кафедрі органічної хімії, для виконання практикуму по фізико-хімічним методам дослідження органічних сполук. Посібник включає опис лабораторних робіт, виконання яких має допомогти студентам виробити практичні навички по використанню фізико-хімічних методів дослідження для встановлення структури органічних сполук, вивчення природи хімічних та електрохімічних процесів, реакційної здатності органічних речовин; визначення їх індивідуальності, якісного й кількісного складу реакційної суміші. 
Ці навички дозволять студентам краще освоїти теоретичний матеріал, який читається на лекціях по спецкурсу „Фізико-хімічні методи дослідження органічних сполук”.

Лабораторна робота № 1

Визначення реакційної здатності

методом конкуруючих реакцій за допомогою ГАЗОРІДИННОЇ хроматографії


Відносна реакційна здатність двох сполук А і В при взаємодії із спільним реагентом Х може бути визначена в реакційній суміші А і В відомого складу з невеликою кількістю Х. Вимірюють відносні кількості продуктів АХ і ВХ – іх спів-відношення є пропорційним реакційній здатності сполук А і В.
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Ось чому, якщо аналіз продуктів проводити на початку реакції, то:
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В цю просту схему слід внести дві поправки. Очевидно, що співвідношення А і В в реакційній суміші треба зберігати в ході реакції незмінним. В той же час, якщо дві сполуки сильно відрізняються по реакційній здатності, то буде мінятись і співвідношення концентрацій А і В, так як відносна швидкість реакції для більш реакційно здатної сполуки буде зменшуватись (так як ця сполука буде витрачатись швидше) – в цьому випадку рівняння (5) не буде справедливим. В такому випадку можна використовувати дуже великий надлишок сполук А і В та реакцію проводити, наприклад, до 5 %-ного перетворення. Тоді навіть, якщо відношення А/В є дуже велике, зміна концентрацій не перевищуватиме 5 %. Друга поправка є статистичною і залежить від природи речовин, які використовуються. Нехай в складі молекулі А є один реакційний центр, в той же час як в молекулі В є два реакційних центра. Так як нас цікавить реакційна здатність по кожному реакційному центрі, тобто, питома реакційна здатність, то ми маємо порівнювати половину кількості ВХ із загальною кількістю АХ. В загальному випадку це враховується наступним чином:
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де: nA і nB число однакових реакційних центрів в молекулах А і В відповідно.


Конкуруючі реакції зручно застосовувати для порівняння реакційної здатності ароматичних сполук в реакціях електрофільного та радикального заміщення. В якості стандартної сполуки як правило використовують бензен, відносно нього розглядають інші ароматичні сполуки, а їх реакційну здатність визначають у вигляді факторів парціальної швидкості. Наприклад, якщо нітрувати суміш бензену та моно-заміщеного бензену, то можна визначити кількість нітробензена і орто-, мета- та пара-нітропохідних монозаміщеного бензену і, відповідно, визначити, чи активує або дезактивує даний замісник кожне з положень в бензеновому циклі.

Електрофільне нітрування бензену і толуену


Механізм цієї реакції можна представити наступним чином:
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Методика аналізу


Змішують 1 моль бензену та 1 моль толуену; потім додають 5 мл концентрованої нітратної кислоти і 5 мл оцтового ангідриду. Суміш добре перемішують і залишають при кімнатній температурі на 30 хвилин.


Можна використати й іншу нітруючу суміш, таку як суміш концентрованих нітратної (5 мл) та сульфатної (6 мл) кислот, але в цьому випадку необхідне енергійне перемішування реакційної суміші.


Можна використовувати замість толуену й інші ароматичні сполуки, наприклад, хлоробензен – у випадках дезактивую чого замісника нітрування проводять при підвищеній температурі (кипляча водяна баня).


Утворений розчин переносять в ділильну лійку і ретельно промивають його водою та декілька раз 2М розчином соди (по 50 мл) доти, поки не перестане виділятися вуглекислий газ. Відділяють органічний шар і протягом 10 хвилин висушують його безводним сульфатом натрію, а потім перегонкою при нормальних умовах максимально відганяють бензен і толуен. Проводять аналіз залишку (суміш утворених нітросполук) методом газорідинної хроматографії (колонка довжиною 1.8 метра із силіконовою нерухомою фазою при 170 0С).


По площині піку на хроматограмі оцінюють відносну кількість (вміст) кожного із продуктів нітрування. Отримані значення підставляють в рівняння (6) із врахуванням того, що в молекулі бензену є шість однакових положень (n = 6), а в молекулі толуену – два орто-, два мета- і одно пара- положення (n = 2, 2, 1 відповідно).


На основі отриманих значень необхідно зробити висновки про ступінь активації та дезактивації кожного з положень в толуені по відношенні до бензену і запропонуйте механізм впливу метальної групи на процес електрофільного заміщення.

Лабораторна робота № 2

ТОНКОШАРОВА ХРОМАТОГРАФІЯ


Для хроматографії в тонкому шарі, а також на колонці в якості адсорбенту як правило використовують оксид алюмінію (незакріплений шар), а також силікагель (закріплений шар). Для отримання хороших результатів експериментатор має знати, по-перше, силу адсорбції сполук різних класів на даному адсорбенті і, по-друге, елюаційну здатність різних розчинників по відношенню до цього адсорбенту. Нижче (таблиця 1) наведено відповідні дані для оксиду алюмінію та силікагелю.

Таблиця 1

Сила адсорбції та елюотропні ряди 

для силікагелю та оксиду алюмінію

	Оксид алюмінію
	Силікагель 

	Сила адсорбції

RH < R0R’ < RNO2 < R2NH <

RCOOR’ < RNH2 < RNHCOR’ <

ROH < RCOOH
	Сила адсорбції

RH < R0R’ < RNO2 < RCOOR’ 

< RNHCOR’ < ROH < RCOOH< RNH2  < R2NH

	Елюаційна здатність розчинника

Флуороалкан <пентан <ізооктан< < петролейний ефір < гексан < <циклогексан < циклопентан < <карбону тетрахлорид < трихлор-етан <карбону сульфід <толуен, ксилен < бензен < діетиловий етер < хлоретан < хлороформ <метиленхлорид <тетрагідро-фуран<1,2-дихлоретан<бутанон< <ацетон<1,4-діоксан<етилацетат < пентанол-1 < диметаилсуль-фоксид < анілін < діетиламін < ацетонітрил < піридин < пропанол-2 < пропанол-1 < етанол < метанол < етиленгліколь < вода <карбонові кислоти
	Елюаційна здатність розчинника

циклогексан < гептан < пентан <  < карбону тетрахлорид < карбону сульфід < хлоробензен < етилбензен < толуен < бензен <  < хлороформ < діетиловий етер <  < етилацетат < бутанол-2 < етанол < вода < ацетон < ацетонітрил < оцтова кислота < метанол < молочна  кислота


Аналіз суміші 2,4-динітрофенілгідразонів
Визначення активності оксиду алюмінію по Брокману


При аналізі методом тонкошарової хроматографії (ТШХ) на незакріпленому шарі як правило використовують оксид алюмінію. Відомо, що оксид алюмінію має здатність поглинати вологу повітря – по цій причині даний адсорбент необхідно зберігати в банці з притертою кришкою і періодично перед аналізом визначати його активність. Для цього спочатку оксид алюмінію просіюють через сито з розмірами отворів 0.25 мм або через капронову панчоху, складену в три шари. Поміщують чисту, ретельно вимиту скляну пластинку розміром 13∙18 см в станок, насипають на неї шар просіяного адсорбенту і вирівнюють його за допомогою спеціального валика.


На відстані 1.5-2.0 см від нижнього краю пластинки наносять проби стандартних азобарвників, розчинених в бензені. Точки нанесення мають знаходитись на одній прямій (з цією метою зручно намітити лінію нанесення (лінію старту) шляхом прикладання до шару оксиду алюмінію натягнутої нитки) на відстані 1.5-2.0 см одну від одної. Кожний барвник слід наносити своїм капіляром, тільки легким дотиком до шару адсорбенту так, щоб при цьому не порушити цей шар.


Підготовану пластинку поміщують в похиленому положенні в хроматографічну кювету, в яку попередньо наливають карбону тетрахлорид, висота шару якого не має перевищувати 1.0-1.5 см. Класти пластинку в кювету необхідно таким чином, щоб не збільшити кут її нахилу і щоб запобігти її дотику (чи удару) до стінки кювети. Готову до аналізу кювету поміщують в ексикатор, який потім накривають пришліфованою кришкою, що запобігає випаровуванню розчиннику і дає можливість зробити в ньому кілька аналізів поспіль. 


Після того, як розчинник підніметься майже до верху пластинки, її виймають і відмічають положення фронту розчинника (лінія фронту), для чого легко постукують по щойно вийнятій пластинці – при цьому частина оксиду алюмінію, яка не була змочена розчинником, обсиплеться. Вимірюють довжину пробігу кожної плями (х) і фронту розчинника (у), після чого визначають для кожного барвника Rf(x/y).


На основі отриманих даних знаходять активність оксиду алюмінію по Брокману по табличним даним (таблиця 2).

Таблиця 2

Активність оксиду алюмінію по Брокману

	Барвник
	Активність оксиду алюмінію

	
	II
	III
	IV
	V

	Азобензен
	0.590
	0.740
	0.850
	0.950

	пара-Метоксиазобензен
	0.160
	0.490
	0.690
	0.890

	Судан І [1-(фенілазо)-нафтол-2]
	0.010
	0.250
	0.570
	0.780

	Судан ІІ

[1-(2,4-диметилфенілазо)-нафтол-2]
	0.001
	0.100
	0.330
	0.560

	пара-Аміноазобензен
	0.000
	0.030
	0.080
	0.190



Для виконання лабораторної роботи необхідний оксид алюмінію з активністю не менше ІІІ степені. Понижена активність оксиду алюмінію може бути вислана перш за все підвищеним вмістом вологи. Тому для збільшення активності часто використовують метод прокалювання адсорбенту у порцеляновій чашці 4-5 годин при температурі 300-400 0С, потім його злегка охолоджують і ще гарячим просіюють в банку з добре пришліфованою кришкою.

Методика аналізу


2,4-Динітрофенілгідразони (ДНФГ) характеризуються чітким температурами топлення, добре кристалізуються і тому часто використовуються для ідентифікації карбонільних сполук. Вони інтенсивно забарвлені (жовтий або червоний колір) і сильно відрізняються по своїй рухливості на оксиду алюмінію. 


При виконанні завдання по хроматографічному розділенню ДНФГ спочатку визначають активність оксиду алюмінію по Брокману (таблиця 2) і потім проводять хроматографічний аналіз (розділення) отриманої суміші методом ТШХ, використовуючи при цьому в якості «свідків» наявний набір чистих ДНФГ або літературні дані їх Rf.


В чистій плоскодонній колбі повністю розчиняють отриману суміш ДНФГ в 20-25 мл суміші циклогексану-хлороформу-нітробензену (12:3:1) по об’єму (при потребі при розчиненні можна використовувати нагрівання чи добавити ще розчинника, але не більше 10-15 мл). усі розчинники, які використовуються у хроматографії мають бути сухими і перегнаними.


Потім вище описаними прийомами готують на пластинці шар оксиду алюмінію (ІІ-ІІІ степені активності) і наносять на лінію старту за допомогою капіляру по краплі розчини стандартних ДНФГ в хлороформі і розчин суміші ДНФГ (в двох місцях). Для нанесення кожного розчину використовують окремий капіляр. Площа нанесених плям має бути мінімальною, а кількість нанесеного ДНФГ має бути 0.5-1.0 мкг (10-6 г). Використовують два способи нанесення проби для аналізу: у вигляді крапки та у вигляді смуги. Останнім способом як правило користуються в препаративній хроматографії і нанесення здійснюють методом Маттіса (рис. 1). 

[image: image7.emf]1


2


3


4


5


5


6


6


7


7


7


8


8




1

2 3 4

5

5

6 6

7

7

7

8

8


Рисунок 1. Гіпотетична хроматограма (ТШХ) методу Маттіса:


   (1-4) – місця нанесення проб;


   (5-8) – плями окремих речовин.


Цей метод є зручним для розділення суміші речовин в тому випадку, якщо одна з них є основною, а інші містяться у вигляді домішок. Шар сорбенту наносять на пластинку звичайним методом, а потім частину шару знімають у вигляді шестикутників; проби наносять на стартову лінію у вузькій частині шару (рис. 1), в якій спочатку відбувається грубе розділення, а потім речовини переміщуються в широку частину сорбенту, де вони повністю розділяються, утворюючи вузькі поперечні плями чи смуги.


Після нанесення речовин в хроматографічну кювету наливають елюент: суміш циклогексану-хлороформу-нітробензену (12:3:1) по об’єму; висота рівня елюенту в хроматографічній кюветі не має перевищувати 1.0-1.5 см. Потім кювету переносять в ексикатор. Слід відзначити, що хроматографічна камера має бути насичена парами використовуваного елюенту – з цією метою на стінці камери прикріпляють змочену елюентом і опущену в нього одним кінцем смужку фільтрувального паперу, а камеру закривають пришліфованою кришкою. Після того як елюент підніметься майже до верху пластинки, її виймають, відмічають лінію фінішу і положення плям на хроматограмі, обводячи їх голкою. Якщо плями видно погано, то пластинку висушують протягом 10-15 хвилин на повітрі і потім поміщують в ексикатор з парами йоду, після чого плями набирають більш темне забарвлення (внаслідок адсорбції парів йоду на компонентах суміші ДНФГ). Розраховують Rf(x/y) для стандартних ДНФГ і для кожного компоненту контрольної суміші ДНФГ. Приблизні значення Rf для деяких ДНФГ при використанні в якості елюенту суміші циклогексану-хлороформу-нітробензену (12:3:1) по об’єму на оксиді алюмінію ІІІ степені активності при 20 0С наведені в таблиці 3.

Таблиця 3

Значення Rf для деяких ДНФГ
	ДНФГ
	Rf

	Бензенового альдегіду
	0.200

	Циклогексанону
	0.365

	Ацетону
	0.400

	Ацетофенону
	0.425

	Бутанону
	0.560



Наведені в таблиці 3 значення можуть помітно змінюватись в залежності від активності адсорбенту, температури хроматографування та якості розчинників – по цій причині отримані дають можливість лише зробити попередні висновки про склад суміші.


При проведенні роботи з використанням ексикатору кювету з елюентом можна використати кілька раз без заміни елюенту. Якщо ж хроматографію проводили на повітрі, то елюент після закінчення роботи виливають із кювету в спеціально приготовану банку для зливу елюенту, так як повторне його використання неприпустиме, бо склад суміші при цих умовах сильно змінюється із-за великої летючості її компонентів; по цій же причині дані таблиці 3 не можуть бути використані для оцінки складу контрольної суміші.

Якісний та кількісний аналіз
суміші основних барвників
Метод тонкошарової хроматографії широко використовують для якісного аналізу синтезованих речовин, для перевірки чистоти комерційних препаратів, при виявлені отрутохімікатів, алкалоїдів в харчових продуктах та об’єктах навколишнього середовища.

Для проведення хроматографічного розділення використовують пластинки з металічною, полімерною чи скляною основою, на якій міститься нанесений чи закріплений тонкий шар сорбенту (силікагель, оксид алюмінію, тощо). Частіше розділення проводять методом висхідного елюювання. Після проведення розділення пластинки проявляють (при потребі) відповідними проявляючими реагентами (найчастіше використовують йод та УФ-опромінення).

Методика аналізу
Обладнання та реактиви. 

Хроматографічна пластинка “Sorbfil”; храматографічна камера; капіляри (чи мікрошприц, мікропіпетка); лінійка; олівець; ножиці; пінцет; проявна камера; розчинники рухомої фази (вода дистильована, бутанол-1, оцтова кислота); стандартні 0.1 %-ні розчини барвників (брильянтовий зелений, фуксин основний, кристалічний фіалковий).
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Рисунок 2. Гіпотетична хроматограма (ТШХ) трьохкомпонентної суміші речовин та трьох стандартних розчинів («свідків»).

lf = ls = 5-10 мм


d12 = d23 = d3х =10-20 мм


hf – довжина фронту розчинника (в мм)


h1, h2, h3 – довжина відстані утримування компонентів суміші (в мм)


m1, m2, m3 – діаметр плями компонентів суміші (в мм)


р0 – початковий діаметр плями (на лінії старту): вимірюється після нанесення речовини (в мм)


р  –  діаметр  плями  цієї  ж  речовини  після  елюювання  та  проявлення (в мм).

Хід аналізу. 

Відрізають хроматографічну пластинку завширшки 45-50 мм. На храматографічну пластинки на відстані 10 мм від кожного краю помічають лінію старту (по краям пластинки роблять мітки). Тримаючи пінцетом за край, пластинку просушують в струмені теплого повітря протягом 2-3 хвилин (для уникнення негативного впливу можливого зволоження шару сорбенту при зберіганні пластинки). На лінію старту, уникаючи порушення шару сорбенту, наносять капіляром по 1 мкл (діаметр плями 2-5 мм) розчинів суміші основних барвників та їх стандартних розчинів (“свідків”) на відстані 10-12 мм один від одного. Потім хроматографічну пластинку знову просушують в струмені теплого повітря протягом 5-7 хвилин (для видалення розчинника з шару сорбенту). Край пластинки, на якому нанесена лінія старту, опускають в хроматографічну камеру, попередньо заповненою рухомою фазою, рівень якої складає не більше 5 мм від дна камери (склад рухомої фази (елюент) – вода дистильована : бутанол-1 : оцтова кислота = 5:2:1). Хроматографічну пластинку поміщують в похиленому вигляді (кут ~ 600-750) так, щоб рухома фаза не змочила досліджувані речовини на лінії старту. Потім хроматографічну камеру герметично закривають і відслідковують момент, коли фронт розчинника досягне 10-12 мм від верхнього краю пластинки. Після цього хроматографічну пластинку виймають, швидко відмічають фронт розчинника – наносять лінію фінішу – і висушують в струмені теплого повітря (для видалення рухомої фази із шару сорбенту).

Обробка хроматограми. 

Олівцем обводять проявлені плями (у випадку забарвлених плям барвників – цю операцію випускають) та проводять (згідно міткам по краях) лінію старту. Вимірюють лінійкою (в мм) відстані утримування компонентів (h1, h2, h3) та довжину фронту розчинника (hf) (рис. 2). Паралельно проводять виміри цих відстаней по центру плям та по верхньому фронту плям. Вимірюють лінійкою (в мм) діаметр плям (m1, m2, m3).

На рисунку 2 схематично зображено хроматоргаму розділення основних барвників на пластинці із закріпленим шаром адсорбенту.

Розрахунки по отриманій хроматограмі. 
В основі теорії ТШХ лежать наступні положення:

Швидкість руху центру зони хроматографованої речовини складає строго визначену долю швидкості руху елюенту. Таким чином, Rf являється певною характеристикою системи: сорбат-сорбент-рухома фаза.

Процеси, які відбуваються тонкому шарі адсорбенту, неідеальні і супроводжуються дифузією речовини як по напрямку руху елюенту, так і в перпендикулярному до нього напрямку. Дифузія викликає розмивання зони речовини по всім напрямках. Дифузне розмивання визначається ефективним коефіцієнтом дифузії.

Для встановлення термодинамічної рівноваги в системі: сорбат-сорбент необхідний певний час – це призводить до додаткового розмивання зони в напрямку руху розчинника. 

Виходячи із наведених вище положень доцільним є знаходження наступних характеристик хроматограми:

1. Розраховують фактори утримування компонентів суміші за формулою:
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Згідно розрахованим факторам утримування роблять висновок про якісний склад суміші.

2. Оцінюють якість хроматографічної пластинки (ефективність розділення ТШХ) за формулами:

Число «уявних теоретичних тарілок»:
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Висота, еквівалентна одній «уявній теоретичній тарілці»:
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Сучасні хроматографічні методи розділення мають ефективність: N > 10000-20000. 

3. Проводять напів-кількісний аналіз компонентів суміші:
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Слід відзначити, що наявність незабарвлених компонентів суміші як правило фіксують двома методами:

1. Фізичним способом. Деякі органічні речовини, які містять в своєму складі хромофорні групи, здатні при освітленні УФ опроміненням (λ = 254 нм) до флуоресценції. При перегляді хроматографічної пластинки в УФ світлі контури плям речовин, що світяться, обводять олівцем прямо на пластинці. Деякі хроматографічні пластинки випускають з шаром адсорбенту, на який вже нанесено флуоресціюючий індикатор (як правило сульфід цинку) – в цьому випадку в УФ світлі речовини проявляються як темні плями на світлій основі.

2. Хімічним способом. Найбільш загальним і простим є проявлення хроматограми парами йоду – пластинку витримують протягом 5-10 хвилин в ексикаторі, який містить кристали йоду та деяку кількість води. Потім пластинку виймають і дають випаритись надлишку йоду – забарвленими будуть лише ті місця на шарі сорбенту, які містять компоненти аналізованої суміші.
Лабораторна робота № 3

Розділення суміші органічних сполук методом колонкової хроматографії

Як правило для хроматографічного розділення суміші органічних речовин використовують скляні колонки діаметром 8-10 мм і ємністю 25-30 мл. з цією ж метою можна також використати бюретки відповідних розмірів, які оздоблені каучуковою чи гумовою трубкою, гвинтовим затискачем і скляним наконечником. Перед тим як зібрати прилад для колонкової хроматографії, колонку ретельно миють, сушать і закріплюють в штативі так, щоб під нею можна було б помістити приймач (конічну плоскодонну колбу ємністю 50-100 мл).


Оксид алюмінію, який використовують для наповнення хроматографічної колонки, має бути марки «для хроматографії» і мати активність не нижче ІІІ степені. Перед аналізом оксид алюмінію попередньо просіюють через сито (розмір отворів 0.25 мм) або через складену втричі капронову панчоху; потім його переносять в конічну колбу і змочують в розчиннику, який буде використовуватись при наступному розділенні органічних сполук. В нижню частину хроматографічної колонки вміщують ватний тампон; після цього отримана суспензія оксиду алюмінію вливається невеликими порціями в закріплену в штативі колонку при регулярному постукуванні її шматком тонкостінного вакуумного каучуку (для забезпечення рівномірного осідання адсорбенту). Після закінчення наповнення хроматографічної колонки з верхньої частини її стінок тим самим розчинником змивають залишок оксиду алюмінію. Верхній шар адсорбенту має бути достатньо щільним і рівним, інакше рухомий фронт досліджуваних речовин при розділенні буде сильно викривлений. Коли оксид алюмінію повністю осяде, у верхню частину хроматографічної колонки на (0.5 см вище поверхні адсорбенту поміщують тампон із скловати для запобігання «взмучування» оксиду алюмінію при добавці в колонку розчину досліджуваних органічних речовин; потім на відстані (2.0 см кладуть другий ватний тампон для запобігання попадання великих порцій розчину при нерівномірному його доливанні, а також для того, щоб розчинники в процесі роботи не випаровувався.


Слід пам’ятати: під час роботи оксид алюмінію завжди має бути під шаром розчинника!

В ході аналізу розчинник має витікати із хроматографічної колонки із швидкістю (20-40 крапель в хвилину. Якщо щільність наповнення адсорбенту надто велика, то необхідна швидкість скапування розчинника досягається підведенням у верхню частину хроматографічної колонки під тиском повітря (для цього верхню частину хроматографічної колонки оздоблюють гумовим корком з трубкою, підключеною до системи із стисненим повітрям. Коли рівень розчинника в колонці опуститься до верхнього ватного тампону, в хроматографічну колонку починають доливати заздалегідь приготований розчин суміші досліджуваних органічних сполук. 

Розділення суміші азобензену та орто-нітроаналіну


В колонку заповнену вищеописаним методом поміщують 15 грам оксиду алюмінію, використовуючи для суспендування адсорбенту 35-45 мл тетрахлориду карбону. Розчинник має витікати із швидкістю (20 крапель в хвилину (при потребі цю швидкість можна збільшити). Коли рівень елюенту досягне верхнього ватного тампону, в хроматографічну колонку відразу заливають розчин 0.1-0.2 грам суміші азобензену й орто-нітроаніліну в 10-15 мл тетрахлориду карбону. Через невеликий проміжок часу в хроматографічній колонці з’являються дві забарвлені зони: зверху – вузька темно-жовта (орто-нітроаніліну); нижче – світло-жовта (азобензену). 


Коли рівень елюенту опуститься до верхнього ватного тампону, в хроматографічну колонку додають тетрахлорид карбону порціями по 5 мл. Після того як забарвлений шар азобензену перейде в приймач і з хроматографічної колонки почне капати безбарвна рідина – приймач замінюють, дають рівню рідини опуститись до верхнього тампону і промивають хроматографічну колонку діетиловим етером порціями по 5 мл. Забарвлений елюат збирають окремими порціями в приймач (для вимивання орто-нітроаніліну необхідно близько 40 мл діетилового етеру). Розчинники із обидвох елюатів випарюють до об’єму 2-3 мл методом відгонки під вакуумом. Завершальне випарювання розчинників проводять в попередньо зважених маленьких хімічних стаканчиках; потім визначають масу виділених органічних сполук та ідентифікують їх по температурі топлення (азобензен – 68 ˚С; орто-нітроанілін – 71 ˚С). Вихід азобензену по методиці складає близько 60 %, а орто-нітроаніліну – 90 %.

Розділення суміші

метиленового синього та флуоресцеїну

Хроматографічну колонку (бюретку d = 10 мм) закріплюють вертикально. В нижню частину вміщують тампон із вати, потім колонку наповнюють адсорбентом, що складається з 10 г алюміній оксиду (“для хроматографії”) в 15 мл етанолу. Шар сорбенту повинен бути достатньо щільним і рівним. Другий ватний тампон розміщують на поверхні сорбенту і заливають етанолом. Коли рівень етанолу, що витікає опуститься до верхнього тампону, з ділильної лійки приливають по краплях приготовану суміш 10 мг метиленового синього і 10 мг флуоресцеїну в 10 мл етанолу. При проходженні розчину через колонку смуга метиленового синього поступово відділяється від жовтувато-зеленого шару флуоресцеїну. Коли рівень етанолу досягне верхнього тампону в колонку порціями вливають по 2-3 мл етанолу. Після переходу в приймач всього метиленового синього, в другий приймач збирають флуоресцеїн, доливаючи в колонку по 2-3 мл води.

Розділення суміші

моно- та полі-нітрофенолів

Суміш нітрофенолів (темну маслянисту масу), отриману при нітруванні фенолу [1], розчиняють в 30 мл хлористого метилену. Утворений розчин промивають водою до тих пір, поки промивні води не будуть мати рН = 2.5-3.0; потім органічний шар сушать 1 годину безводним сульфатом натрію і після упарювання до об’єму 5-6 мл проводять хроматографічне розділення.


В якості хроматографічної колонки використовують бюретку ємкістю 50 мл, яку заповнюють оксидом алюмінію і хлористим метиленом так, як описано в попередніх методиках. Після того як хроматографічна колонка буде заповнена і над верхньою частиною шару адсорбенту залишиться біля 0.5 мл метилену хлористого, в хроматографічну колонку через лійку наливають концентрований розчин суміші нітросполук і одночасно перекривають краник бюретки. Колбу, в якій знаходився концентрований розчин нітрофенолів, промивають 1-2 мл хлористого метилену і отриманий розчин виливають в хроматографічну колонку. Після того як розчин розподілиться в шарі адсорбенту, в хроматографічну колонку подають елюент – хлористий метилен. Спочатку спостерігають розмивання забарвленої зони, а потім її розділення на окремі зони чистих компонентів. Після появи перших жовтих крапель елюату починають відбирати фракції. Основні фракції елюату, які відповідають зонам чистих компонентів, відбирають окремо від фракцій, які відповідають проміжним зонам. Всього отримують чотири основних фракції: перша містить орто-нітрофенол, друга – пара-нітрофенол, третя – 2,4-динітрофенол, четверта – 2,4,6-три-нітрофенол.


Контроль ефективності розділення здійснюють методом ТШХ (елюент – бензен).

Розділення зеленого барвника листя рослин

Розтирають в ступці 10 грам багатих хлорофілом листків (наприклад, молоде листя кропиви), присипавши до них трохи піску. Для нейтралізації кислоти, яка присутня в рослині, можна добавити на кінчику шпателя карбонат кальцію. Одержану кашицю переносять в стакан і доливають до неї 45 мл бензину, 5 мл бензену, а потім 15 мл метанолу (обережно, отрута). Перемішавши вміст стакана, його накривають чашкою Петрі і залишають в темному місці на 1 годину. Замість суміші розчинників можна використати 50 мл ацетону. В якості колонки використовують скляну трубку (бюретку) довжиною 18-20 см, заповнену оксидом алюмінію. Вміст стакана фільтруємо і відмічаємо смарагдово-зелений колір фільтрату, а в відбитому світлі помітна червона флуоресценція досліджуваного розчину. При використанні суміші розчинників потрібно ще до фільтрату прилити 10 мл води і струсити (відділяємо розчин метанолу ділильною лійкою). В готову колонку приливаємо 5 мл бензену або ацетону, а потім, зверху повільно приливаємо досліджуваний розчин. З часом, спостерігаємо утворення в колонці кількох забарвлених шарів. Верхня жовто-зелена зона містить хлорофіл – b, синьо-зелена зона нижче-хлорофіл – а. Оранжевий колір наповнювачу придає каротин. 
Розділення транс- та цис-азобензену 

1 грам товарного азобензену (транс-форма з Ттопл. = 68 ºС) розчиняють в 50 мл петролейного етеру. Розчин освітлюють кварцевою лампою, встановленою на відстані 30-40 см, протягом 30 хвилин. В результаті такого освітлення частина транс-азобензену ізомеризується в цис-форму, внаслідок чого розчин забарвлюється в червоний колір.
Весь досліджуваний розчин вносять в вертикальну колонку заповнену оксидом алюмінію. Після того, як увесь адсорбент змочиться досліджуваним розчином, колонку промивають 100 мл петролейного етеру. Розчин, що містить транс-азобензен, збирають з колонки в колбу, а потім переносять в чашку Петрі для відгонки розчинника (петролейного етеру). 
Залишок в адсорбенті (цис-форма) утворює чітку червону зону довжиною 4-5 см. Для його виділення колонку трохи підсушують продуваючи через неї повітря, а потім виймають забарвлену зону і промивають 50 мл суміші метанолу та петролейного етеру (1:3). Утворений забарвлений розчин переносять в чашку Петрі для видалення розчинників. Оранжево-червоні кристали цис-форми мають Ттопл. = 71 ºС.

Виявлення хлориду феруму (III) в хлоробензені 


Хроматографічну колонку наповнюють силікагелем, попередньо очищеним від домішок феруму (ІІІ) кип’ятінням в хлоридній кислоті. Через колонку попередньо пропускають хлорбензен, що містить невелику кількість хлориду феруму (III). Час від часу з кінця колонки відбирають кілька крапель хлорбензену у пробірку, добавляють до нього розчин роданіду амонію і кілька крапель нітратної кислоти. Поява слабо-рожевого кольору роданіду феруму (III) свідчить про початок проскоку хлориду феруму (III). При негативній реакції на йон Fe3+ фільтрування хлорбензену продовжують.
Лабораторна робота № 4

Вплив рн середовища

на швидкість реакції


Відомо багато реакцій, на швидкість яких сильно впливає кислотність чи лужність середовища. Для пояснення цього явища необхідно розглянути два ефекти. Перш за все, протон чи гідроксильний аніон самі власне являються реагентами і, очевидно, їх концентрація змінюється із зміною рН середовища. 


Наприклад, гідроліз н-бутилброміду відбувається в результаті атаки алкілгаогеніду гідроксильною групою.

C4H9Br  +  OH-  (  C4H9OH  +  Br-

Для цієї реакції:

Швидкість  =  k([C4H9Br]([OH-]

Отже, при збільшенні рН середовища швидкість реакції зростатиме. В цей же час реакція ізотопного обміну атому Гідрогену в ароматичному ядрі включає стадію атаки протоном:
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Ось чому, цей процес відбувається швидше при низьких значеннях рН:

Швидкість  =  k([C6ТH4ОН]([H+]

Інший, більш специфічний вплив рН середовища на швидкість реакції заключається у здатності реагенту змінювати свою природу, шляхом приєднання чи елімінування протону.


Наприклад, гідроліз етилацетату в дистильованій воді (рН = 7) відбувається дуже повільно, тобто, в цьому випадку етилат-аніон заміщується водою важко:
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У випадку кислотного середовища естер протонується й аналогічне заміщення відбувається набагато легше:
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При високих значеннях рН швидкість цієї ж реакції також збільшується, так як реагуючою частинкою є вже не вода, а сильний жорсткий нуклеофіл – гідроксид-аніон:
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Вплив рН середовища на швидкість окиснення

мурашиної кислоти перманганатом калію


В лабораторній роботі досліджується вплив кислотності середовища на швидкість реакції окиснення мурашиної кислоти перманганат-аніоном.

3 HCOO-  +  2 MnO4-  +  5 H+  (  3 CO2  +  MnO2  +  4 H2O


Для інтерпретації результатів необхідно враховувати дві кислотно-основні рівноваги:

HCOO-  +  H+  (  HCOOH

(pKa = 3.0)
MnO4-  +  H+  (  HMnO4

(pKa < 0)


Реакцію вивчають спектрофотометрично по зміні інтенсивності забарвлення розчину в часі.


Необхідні прилади та реактиви:



Перманганат калію, сульфатна кислота (конц.), мурашина кислота (100%), гідрофосфат калію (0.1 М водний розчин), гідрофталат калію (0.1 М водний розчин), спектрометр для видимої області, рН-метр.


Водні розчини гідрофосфату калію та гідрофталату калію являється буферними із відповідною рН рівною 7.0 та 4.0.


Спочатку готують 0.03 М розчин перманганату калію (0.5 грам солі на 100 мл дистильованої води) та 0.1 М розчин мурашиної кислоти (0.5 грам кислоти на 100 мл дистильованої води). Для розчину перманганату калію необхідно визначити довжину хвилі максимуму поглинання ((макс).


Потім в мірну колбу ємністю 50 мл наливають 40 мл дистильованої води, 1 мл фосфатного буферу й 4 мл розчину мурашиної кислоти. Добавляють 1 мл розчину перманганату калію, включають секундомір і доводять розчин в колбі до мітки дистильованою водою. Наливають розчин в кювету і поміщують її в спектрофотометр. Вимірюють поглинання розчину (при довжині хвилі (макс) відносно чистої води в залежності від часу до тих пір, поки поглинання стане незначним.


Використовуючи замість води буфер гідрофталату калію, повторюють цей дослід при рН = 4. Потім проводять експеримент в наступних середовищах (збільшуючи кислотність):

	Концентрація

сульфатної кислоти
	Кислотність середовища, рН

	0.01 М
	2

	1 М
	0

	10 %
	- 0.16

	30 %
	- 1.54



Обробка результатів.


Так як мурашина кислота присутня в надлишку, усі отримані дані можна обробляти у відповідності з рівнянням першого кінетичного порядку:

Швидкість  =  k([ MnO4-]

Будують залежність поглинання від часу і в кожному випадку визначають константу швидкості реакції k. Потім будують залежність k від рН середовища.


При окисненні мурашиної кислоти перманганат-аніоном стадією, яка визначає швидкість реакції, ймовірно, являється перенос протону:
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Після цього слідує швидкий перенос електрону з утворенням вуглекислого газу:

H2O  +  2 СO2-  +  HMnO4- (  MnO2  +  2 CO2  +  3 OH-

Отримані в лабораторній роботі експериментальні результати залежності швидкості реакції від кислотності середовища необхідно пояснити з точки зору приведеного вище механізму окиснення і рівноваги протонування вихідних реагентів.   

Лабораторна робота № 5

Запис уф спектрів 


Відомо багато реакцій, на швидкість яких сильно впливає кислотність чи лужність середовища. Для пояснення цього явища необхідно розглянути

Одержання УФ спектру органічної сполуки 

в твердому агрегатному стані
Близько 0.1 грам (точна наважка) порошку досліджуваної субстанції переносять в мірну колбу на 100 мл і приливають 60-70 мл 96%-ного етилового спирту або іншого розчинника і при потребі, легко нагрівають протягом 10-15 хвилин. Після охолодження, об’єм колби доводять спиртом до мітки і перемішують. 5 мл Розчину переносять в другу мірну колбу ємністю 100 мл і доводять спиртом до мітки. Вимірюють оптичну густину одержаного розчину спектрометром при тій довжині хвилі, яка є характеристичною для кожної речовини (з довідника встановлюється величина хвилі при якій спостерігається максимум поглинання), в кюветі з товщиною шару 1 см.
Приклади:

Камфора - 289 нм (метанол); бензенова кислота - 230, 272 нм (вода), 272, 280 нм (метанол); саліцилова кислота - 236, 303 нм (вода), 298 нм (метанол); пікринова кислота - 360 нм (етанол).
Одержання УФ спектру  органічної речовини

В рідкому агрегатному стані

Близько 0.5 мл досліджуваної субстанції поміщають в мірну колбу на 100 мл і доводять до мітки 96%-ним етиловим спиртом. Одержаний розчин використовують для подальшого дослідження шляхом вимірювання максимумів поглинання в кюветі з товщиною шару 1 см.

Приклади:

Анілін - 235, 286 нм (етанол); ацетон - 265 нм; бензен - 255 нм (етанол). 
Виявлення карбонільних сполук йодоформною пробою


Карбонільні сполуки, що містять метильну групу можуть реагувати з йодом в лужному середовищі з утворенням йодоформу.
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Приготування реагенту (20%-ний розчин йоду): Розчиняють 40 грамів йодиду калію в 80 мл води, добавляють 20 грамів йоду і перемішують розчин до повного розчинення йоду.

Піпеткою переносять 10 мл 20%-ного розчину йоду в ділильну лійку і приливають 3,3 мл 20%-ного розчину гідроксиду натрію. До жовто-оранжевого розчину прикапують 0,1-0,5 мл досліджуваної субстанції (ацетон, оцтовий альдегід, оксид мезитила, метилетилкетон). Перемішавши утворений розчин залишають на 5 хвилин. Якщо протягом цього часу колір розчину зникає, то його відновлюють добавляючи кілька краплин 20%-ного розчину йоду. Через вказаний час в лійку прикапують кілька крапель 5% розчину тіосульфату натрію до повного знебарвлення. Далі проводять екстракцію 22 мл хлороформу і відділяють органічний шар. Хлороформний шар сушать безводним сульфатом натрію і переносять у мірну колбу на 25 мл, яку доводять до мітки хлороформом. Далі фотометрують одержаний розчин у порівнянні з холостим хлороформним. Йодоформ, який утворився в результаті такої реакції дає три чіткі полоси поглинання при 347, 307 та 274 нм.

Лабораторна робота № 6

кількісне визначення фенолу фотометричним методом

Суть методу кількісного визначення фенолу в розчині полягає в його властивостях утворювати забарвлені сполуки при взаємодії з 4-аміноантипірином і ціаноферратом калію в середовищі аміачного буферу. Інтенсивність забарвлення розчину пропорційна концентрації фенолу. 
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За допомогою спектрофотометра вимірюють інтенсивність поглинання розчинів фенолу відомої концентрації і будують калібрувальний графік залежності оптичної густини від концентрації фенолу. Кількість фенолу у розчині, який досліджують, визначають наносячи на калібрувальний графік значення інтенсивності поглинання 
осліджує мого розчину.

Методика № 1
Робочі розчини:

Фенол, стандартний розчин. В свіжо приготовленій і охолодженій дистильованій воді розчиняють 1,0 г фенолу і розводять до 1 л.

Робочий розчин. 2,5 мл стандартного розчину фенолу розводять і доводять дистильованою водою до 250 мл.

Гексаціаноферрат (ІІІ) калію, 8% розчин в дистильованій воді.

4-аміноантипірин, 2% розчин в дистильованій воді.

Буферний розчин. Розчиняють 12,5 г хлористого амонію в 100 мл 25% аміаку. рН цього розчину дорівнює 10,0.

Побудова калібрувальної кривої.

Для побудови калібрувальної кривої в 6 мірних колбах на 100 мл вносять відповідно 10, 15, 20, 25, 30 мл робочого розчину фенолу. Концентрація фенолу в колбах відповідно буде рівна: 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 і 1,0 мкг/л. в шосту колбу не додають фенолу, цей розчин називають холостим. В кожну колбу додають по 3 мл буферного розчину, по 3 мл розчину 4-аміноантипірину і добре розмішують. Після цього додають по 3 мл розчину гексаціаноферрату калію і доводять розчин до мітки дистильованою водою. Розчин розмішують і знімають оптичну густину (Д) на спектрофотометрі СФ-16 при довжині хвилі 480 нм, використовуючи холостий розчин в якості розчину порівняння.

Результати вимірів заносять у таблицю:

	№ п/п
	Кількість мл робочого розчину
	Концентрація фенолу в розчині, мкг/мл
	D

	1
	10
	0,1
	

	2
	15
	0,3
	

	3
	20
	0,5
	

	4
	25
	0,7
	

	5
	30
	1,0
	


За одержаними даними будують графік залежності оптичної густини (Д) від концентрації фенолу (мкг/мл).

Концентрацію невідомого розчину фенолу визначають так само, додаючи в колбу на 100 мл х мл робочого розчину фенолу (його кількість визначається керівником заняття) і по 3 мл буферного розчину, 3 мл розчину 4-аміноантипірину, 3 мл гексаціаноферрату калію. Розчин доводять до мітки дистильованою водою, перемішують і вимірюють його оптичну густину на спектрофотометрі.

Користуючись калібрувальною кривою, знаходять відповідну концентрацію досліджуваного розчину і знаходять вміст фенолу в початковому розчині за формулою:

Х=
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де Х – вміст фенолу в даному розчині,

     а – вміст фенолу по калібрувальному графіку.
Методика № 1
Близько 0,1 грама досліджуваної сполуки розчиняють у 300 мл води. До утвореного розчину приливають концентрований розчин гідроксиду амонію в такій кількості, щоб значення рН знаходилось в межах 9,8-10,2. Одержаний розчин добре перемішують, приливають 2 мл 3%-ного водного розчину 4-аміноантипірину і знову перемішують. Потім додають 20 мл 2%-ного водного розчину фероціаніду калію і через 3 хвилини починають екстрагувати хлороформом. Для першої екстракції беруть 25 мл хлороформу, а для двох послідуючих по 15 мл розчинника. Об’єднують три порції і увесь об’єм доводять до 50 мл і порівнюють поглинання одержаного розчину і холостого розчину при 460 нм. Для калібрування використовують кілька проб з відомим вмістом фенолу. 

Лабораторна робота № 7

спектрофотометричне дослідження органічних сполук
Визначення 2,4-динітрофенолу по утворенню його аци-форми

Метод оснований на переведенні 2,4-динітрофенолу в аци-форму, що має жовтий колір. Інтервал переходу рН в аци-форму 2,6-4,6.
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Для проведення дослідження готують 5 стандартних розчинів 2,4-динітрофенолу. Для цього в мірні колбочки на 50 мл переносять 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 мг досліджуваної речовини, приливають 20 мл 5%-ного розчину гідроксиду натрію і доводять дистильованою водою до мітки. Через 10 хвилин починають дослідження.


Розчин порівняння містить передбачені методикою кількості всіх компонентів за виключенням 2,4-динітрофенолу.

Вибір світлофільтру. Розчин, що має найбільш інтенсивне забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння, з усіма світлофільтрами почергово, записуючи результати вимірювань. Для подальшої роботи вибирають той світлофільтр, якому відповідає найбільше значення поглинання досліджуваного розчину. Вимірювання проводять в кюветах з товщиною 0,5 см. З вибраним світлофільтром фотометрують усі розчини відносно кювети, заповненої розчином порівняння. Кожне вимірювання повторюють 3 рази і будують градуювальний графік із середніх значень.
Визначення пікринової кислоти


Визначення базується на відновленні пікрат-йону глюкозою в лужному середовищі з утворенням натрієвої солі пікрамінової кислоти, що має червоно-коричневий колір.
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Готують 5 стандартних розчинів, що містять 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 мг пікринової кислоти в 10 мл дистильованої води. В кожну пробірку прикапують 3 краплини 10%-ного розчину гідроксиду натрію, 0,5 мл 1%-ного розчину глюкози і нагрівають протягом 5 хвилин. 

Розчин порівняння містить передбачені методикою кількості всіх компонентів за виключенням пікринової кислоти.

Підбір світлофільтра проводять аналогічно вищеописаної методики. З відібраним світлофільтром фотометрують всі стандартні розчини відносно розчину порівняння 3 рази. По середнім значенням будують градуювальний графік.

Виявлення карбонільних сполук з попередньою 

хімічною реакцією

Карбонільні сполуки конденсуються з 2,4-динітрофеніл-гідразином, утворюючи гідразон. 
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R = Alk.

Для проведення дослідження беруть 1 мл досліджуваної субстанції і поміщують у мірну колбу на 25 мл. Приливають до неї 5 мл суміші (3:7) н-гексану та етанолу, 2 мл насиченого спиртового розчину 2,4-динітрофенілгілразину та 0,1 мл концентрованої хлоридної кислоти. Тим же способом, тільки без досліджуваного зразка готують холостий розчин. Приготовлені розчини нагрівають протягом 30 хвилин, потім швидко охолоджують до кімнатної температури і розводять розчином гідроксиду калію (5,9 грам гідроксиду калію у 18 мл води, а потім доводять етанолом до 100 мл). Відбирають 1 мл розчину в мірну колбу на 25 мл і доводять етанолом до мітки. Після перемішування вимірюють їх поглинання при 480 нм в кварцевій кюветі з товщиною шару 1 см.

Визначення амідів по методу Бергмана

Визначення ґрунтується на реакції між амідом та гідроксиламіном з утворенням гідроксамової кислоти, яка з розчином хлориду феруму (ІІІ) утворює забарвлені сполуки комплексної будови.
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R = Alk.


Приготування реагенту: 0,74 М хлориду феруму (ІІІ) в 0.1 М розчині хлоридної кислоти.


Розчиняють 0,1 грам досліджуваної речовини в 20 мл води. До 1 мл такого розчину приливають 2 мл лужного розчину гідроксиламіну, приготовленого з рівних об’ємів 2 н розчину сульфату гідроксиламіну та 3,5 н розчину гідроксиду натрію. Вміст пробірки нагрівають до 50 ºС протягом 60 хвилин для формаміду, 120 хвилин для ацетаміду або 240 хвилин для диметилформаміду. Після цього розчин швидко охолоджують до кімнатної температури і прикапують 1 мл концентрованої хлоридної кислоти та 1 мл реагенту. Не пізніше ніж через 5 хвилин після цього вимірюють величину поглинання розчину при довжині хвилі 450-500 нм. 
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