Cwiczenie 3

Barwniki roslinne

Zagadnienia teoretyczne do przygotowania:

e podstawowe pojecia: teoria barwnosci, substancja barwna a barwnik, chromofory,
auksochromy, pigmenty

e podziaty barwnikoéw wg réznych kryteriow

e Dbarwniki asymilacyjne, wiasciwosci fizyko-chemiczne, metody izolacji barwnikow z
materiatu roslinnego

e widmo absorpcyjne, interpretacja widm

e reakcje diazowania i sprzg¢gania, wplyw warunkOow na przebieg reakcji; zwiazki azowe,

diazoniowe, dwuazowe (rownania reakcji, nazwy produktow sprzegania)

1. WSTEP

Substancje barwne — sg to zwigzki chemiczne wybidrczo absorbujgce promieniowanie
elektromagnetyczne w zakresie widzialnym (o dlugosci fali od ok. 380 do 780 nm) warunkujace
barwe organizméw roslinnych i zwierzgcych. Wedhug wspotczesnej, tzw. elektronowej, teorii
barwnos$ci, barwa zwigzku organicznego jest spowodowana obecnoscia w jego czasteczce
sprzezonych uktadéow elektronéw =, ktore bardzo tatwo wulegaja wzbudzeniu, absorbujac
promieniowanie o okreslonej dtugosci fali w widzialnej czg¢sci widma; za$ niepochtonigte obszary
widma zostaja odbite 1 przedostajac si¢ poprzez narzad wzroku do mézgu, dajg wrazenie barwy. W
teorii klasycznej barwa zwigzku zalezy od obecnosci w jego czasteczce ugrupowania atomow,
zwanych chromoforem. Mogg to by¢ wymienione wezesniej sprzgzone uktady wigzan podwojnych
pomiedzy atomami wegla - liniowe 1 cykliczne, atomami azotu, atomami wegla 1 tlenu, wegla 1
azotu czy wegla i siarki. Przyktadami tego typu sg: aryl, -C=C-, -N=N-, >C=0, >C=N, >C=S oraz
grupy funkcyjne jak -N=0, -NO..

Zwiagzek barwny staje si¢ barwnikiem, to znaczy moze nadawa¢ barwe innym
przedmiotom, dopiero po wprowadzeniu do jego czasteczki ugrupowania atoméw, zwanych
auksochromem — jest to ugrupowanie atomow zawierajgce pary elektronowe, np. -OH, -OCHjs, -
OCOCHs, -NH;, -NHR, -NR;, -NHCOCHj; lub —ClI, -Br, ktére wprowadzone do czasteczki
okreslonego zwigzku organicznego, tzw. chromogenu, powoduje nasilenie jego barwy i
jednoczesnie nadaje mu wszelkie cechy barwnika uzytkowego (tzn. umozliwia wigzanie z
barwionym materiatem). Zgodnie ze wspolczesng teorig barwnosci auksochromy sg
elektrodonorami, ugrupowaniami sprzyjajacymi polaryzacji czgsteczki. Wprowadzone do
czasteczki moga powodowad¢ zmiany w obserwowanym pasmie absorpcji danego zwigzku.

Dostrzec mozna cztery typy zmian:
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e przesunig¢cie batochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal dtuzszych

e przesunigcie hipsochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal kréotszych

e efekt hiperchromowy — podwyzszenie nat¢zenia pasma absorpcji

e efekt hipochromowy - obnizenie natezenia pasma absorpcji

Barwniki najczesciej stluza do barwienia roéznego rodzaju widkien naturalnych i

syntetycznych, tworzyw sztucznych, oraz skory, papieru i zywnos$ci. W farbiarstwie widkienniczym
zastosowanie praktyczne majg jedynie barwniki odznaczajace si¢ trwato$cig otrzymanych
wybarwien, tzn. ich odporno$cig na dziatanie $Swiatta, potu, chloru, tarcia w stanie suchym i
wilgotnym oraz prania w cieplym roztworze mydta, prasowania, oraz te barwniki, ktore nie dziataja

szkodliwie na organizm cztowieka (nie wywotuja odczynow alergicznych).

2. PODZIAL BARWNIKOW

Barwniki klasyfikuje si¢ wedtug roznych kryteriow takich jak pochodzenie, budowa
chemiczna, rozpuszczalno$¢, mozliwosci zastosowan czy barwa. Uwzgledniajac pochodzenie
wyroznia si¢ barwniki naturalne organiczne i nieorganiczne, barwniki syntetyczne identyczne
z naturalnymi oraz barwniki syntetyczne nie majace odpowiednika w naturze, a takze
barwniki pochodzace z okreslonego Zrédla np. z lisci, pomidora, buraka, marchwi czy malin itd.

Ze wzgledu na budowe chemiczng czgsteczki, barwniki dzieli si¢ najogdlniej na barwniki
karbocykliczne i heterocykliczne. Z uwagi na rodzaj wystepujacego w barwniku chromoforu
wsrod barwnikow karbocyklicznych rozréznia si¢ m.in. barwniki azowe, nitrowe, nitrozowe,
triarylometanowe, benzochinonowe, naftochinonowe, antrachinonowe, chinoiminowe, wsrod
barwnikéw heterocyklicznych za§ — barwniki indygoidowe, tioindygowe, ksantenowe,

oksazynowe, akrydynowe, azynowe, tiazynowe, ftalocyjaninowe, cyjaninowe i inne.

Przyklady grup barwnikow wedlug budowy chemicznej
e Dbarwniki azowe (—N=N—, oranz metylowy (heliantyna), zotty 4-hydroksyazobenzen),
e barwniki chinonowe (O=CgH4=0, alizaryna, chinizaryna, lawson, juglon),
e barwniki difenylometanowe (Ar,C=N, oranz akrydynowy),
e barwniki iminochinoidowe (N=CgH4=0 lub N=CgH4=N, bi¢kit indofenolowy),
¢ Dbarwniki indofenolowe (2,6-dichlorofenoloindofenol)
e Dbarwniki indygoidowe (indygotyna, indygo),
e barwniki nitrowe (—NO,, kwas pikrynowy),
e barwniki nitrozowe (—NO, trwata zielen O),
e barwniki polienowe ((—C=C-),, karoteny),
e barwniki tiazynowe (bfekit metylenowy),

e Dbarwniki trifenylometanowe (zielen malachitowa).
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2.1. Barwniki syntetyczne

Sa to otrzymane na drodze syntezy chemicznej barwniki o bardzo r6znej strukturze: mono-,
di- i triazowe, triarylometanowe, ksantenowe, chinolinowe i indygoidowe. Formy tych zwigzkow
rozpuszczalne w wodzie najczesciej otrzymuje si¢ przez wprowadzenie do czasteczki barwnika
grup sulfonowych lub karboksylowych. Stracenie tych barwnikow w postaci soli, najczesciej
glinowych, umozliwia otrzymywanie barwnych pigmentéw, nierozpuszczalnych w wodzie. Sg to
tzw. laki. Zaleta barwnikow syntetycznych w porownaniu z barwnikami naturalnymi jest to, ze
majg one standardowa moc barwienia, sg czystszymi, jednorodnymi zwigzkami chemicznymi, majg
wigkszg trwalo$¢ 1 odpornos¢ na warunki Srodowiska, a ich formy handlowe (proszki, pasty,

roztwory) utatwiajg stosowanie. Nie bez znaczenia jest fakt, ze sg one tansze od naturalnych.

a) Barwniki kwasowe

Zwiazku z tej grupy posiadaja budowg anionowa i wykorzystywane sg w barwieniu
proteinowych wtdkien naturalnych (np. jedwab, welna) i syntetycznych (np. wtdkna poliamidowe).
Zwiazki te wykorzystywane sg takze w barwieniu skory, drewna, wyroboéw kosmetycznych. Do
grupy tej naleza gldwnie pochodne azowe.

Przyktadem tego typu zwigzkéw jest czerwien kwasowa trwala E6B (Rys. 1). Ten
monoazowy zwigzek wykorzystywany jest w barwieniu welny 1 produktow spozywczych.
Obecno$¢ grupy acetylowej w strukturze podnosi odporno$¢ wybarwionych produktéw na dziatanie
Swiatla.

Oranz metylowy (heliantyna) (Rys. 1), bedacy pochodng azobenzenu, stosowany jest
glownie jako indykator. W $rodowisku silnie kwasowym (<3,2) przyjmuje barwe czerwong, a w
srodowisku o wyzszym pH (>4,4) przyjmuje zabarwienie zolte. Z kolei oranz B-naftolowy (Rys. 1)
jest pochodng kwasu sulfanilowego o intensywnej barwie czerwono-pomaranczowej, ktora kiedys
stosowana byla jako barwnik spozywczy. Zwigzek ten z powodu duzej toksycznosci wycofany

zostal z uzycia w produkcji Zywnosci.
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Rysunek 1. Struktury wybranych barwnikéw kwasowych

b) Barwniki kadziowe

Grupa ta nie jest jednorodna pod wzgledem chemicznym, ale zwigzki zaliczane do tej grupy
charakteryzuja si¢ tym samym sposobem aplikacji: poniewaz zazwyczaj zwiazki z tej grupy nie sa
rozpuszczalne w wodzie, to przed barwieniem nalezy przeprowadzi¢ je w forme¢ rozpuszczalna.
Otrzymywanie formy rozpuszczalnej (leukozwiagzku) zachodzi w wyniku redukcji (kadziowania)
barwnika. Podczas barwienia dochodzi do utleniania leukozwigzku, co prowadzi do odtworzenia
barwnika na wtdéknie w postaci wyjsciowe;.

Do tej grupy zwigzkow nalezy indygo (Rys. 2), pozyskiwany poczatkowo z surowcow
ro$linnych. Obecnie najprostsza metoda jego syntezy jest wykorzystanie reakcji Baeyera-Drewsa z

uzyciem aldehydu 2-nitrobezoesowego i acetonu.
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Rysunek 2. Struktury wybranych barwnikéw kadziowych

c) Pigmenty
Do tej grupy barwnikéw zaliczmy zwigzki nierozpuszczalne w wodzie 1 rozpuszczalnikach
organicznych, ktére stosowane sg w formie nierozpuszczalnej. Jakkolwiek pod wzgledem struktury
chemicznej sa to gldwnie zwiazki azowe, to wiele popularnych pigmentow charakteryzuje si¢ inng
budowa chemiczna.
Glowng grupg pigmentéw sa czerwienie lakowe (R, RB, RC) (Rys. 3), okreslane rowniez
mianem lakow 1 tonerow. Otrzymywane sg one przez wytrgcanie barwnikow kwasowych lub

zasadowych w postaci nierozpuszczalnych soli. Zwigzki te, ze wzgledu na prostote syntezy, sa



szeroko stosowane w przemysle spozywczym, farbiarskim 1 kosmetycznym. Przykladami
pigmentow zasadowych moga by¢ rodamina B (stosowana jako barwnik fluorescencyjny), zielen
malachitowa (wykorzystywany w akwarystyce), brunat zasadowy R czy B (stosowane w przemysle

farbiarskim). zasadowy R czy B (stosowane w przemysle farbiarskim).
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Rysunek 3. Struktury wybranych pigmentow

2.2. Barwniki roslinne — ekstrakcja, rozdzial, wlasciwosci oraz analiza
widm absorpcji UV-Vis

Barwniki fotosyntetyczne (asymilacyjne) to barwne zwigzki chemiczne odgrywajace
kluczowa role w procesie fotosyntezy 1 nadajace barweg lisSciom. Wszystkie organizmy
fotosyntezujace posiadaja barwniki odpowiedzialne za absorpcje¢ $wiatla. Roznig si¢ one budowa,
zakresami $wiatta widzialnego, ktore moga pochtania¢, wtasciwosciami i petnionymi funkcjami.
Wspolng ich cecha, pozwalajacg na absorpcje promieniowania jest obecnos¢ w budowie uktadu
wigzan sprzezonych. Sktad oraz zawarto$¢ barwnikéw zmienia si¢ wraz z rozwojem rosliny oraz
zalezy od natgzenia 1 widma $wiatta oraz dostepnosci sktadnikéw mineralnych. Wyrdznia si¢ trzy
grupy barwnikow: chlorofile, karotenoidy i fikobiliny. U roslin wyzszych wystepuja dwa,
roznigce si¢ nieznacznie budowa chlorofile, niebieskozielony chlorofil a i zéttozielony chlorofil b,
przy czym ilo$¢ chlorofilu b jest 2-3 krotnie mniejsza niz chlorofilu a. Inne, jak chlorofile c i d
wystepuja jedynie u czgdci glonow. Karotenoidy (zottopomaranczowe barwniki pomocnicze)
wystepuja w ilo$ciach 2-6 razy mniejszych niz chlorofile. W sktad karotenoidéw wchodza gltéwnie
ksantofile (m.in. luteina, wiolaksantyna, neoksantyna) oraz karoteny (w tym PB—karoten). Kazdy
organizm fotosyntezujagcy ma charakterystyczny zestaw barwnikow, przy czym u wszystkich
obecny jest chlorofil a. Fikobiliny (fikoerytryna, fikocyjanina i allofikocyjanina) to dominujace

barwniki pomocnicze u krasnorostéw i sinic.



a) Chlorofile

Nalezag do barwnikow porfirynowych. Zawierajg cztery polaczone ze sobg pierscienie
pirolowe, ktoére taczy centralnie utozony atom magnezu. Absorbuja $wiatlo o dlugosci fali ponizej
480 nm i pomiedzy 550-700 nm, stad w widmie chlorofili, zar6wno a i b, obecne sa dwa maksyma
absorpcji. Maksyma te, w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika, moga si¢ przesuwac¢ w kierunku
fal dtuzszych lub krétszych. Niebieskozielony chlorofil a, absorbuje gtownie §wiatlo fioletowe 1
czerwone, zOttozielony chlorofil b, absorbuje gtownie §wiatlo niebieskie i pomarafczowe. Swiatlo o
dlugosci fali pomigdzy 480 a 550 nm (zielone) jest odbijane, stad obserwujemy zielong barwe
roslin.

Chlorofile sg nietrwale. Zniszczenie zywej tkanki roslinnej oraz struktury chlorofili (np. w
wyniku ogrzewania, dziatania $wiatta, kontaktu z rozpuszczalnikami) prowadzi do przemian
chlorofili i zmiany barwy.

W $rodowisku kwasnym nast¢puje zastapienie jonu magnezu przez dwa jony wodoru, w
wyniku czego powstaje feofityna (brunatna barwa). Podczas ekstrakcji barwnikow tworzy si¢ ona
pod wplywem endogennych kwaséw organicznych, czemu zapobiega si¢ dodajac substancje
neutralizujace. Niewielkie ilosci feofityny wystepuja zawsze w ekstraktach barwnikéw roslinnych
oraz w nieuszkodzonych komoérkach roslinnych zdolnych do fotosyntezy tlenowe;j. Jej ilo§¢ rosnie z
wiekiem organizmu. St¢zenie feofityny moze by¢ takze wskaznikiem stopnia uszkodzenia roslin

zielonych przez czynniki sSrodowiskowe (Swiatto, temperatura, zanieczyszczenia).

Rysunek 4. Struktury chlorofilu a i b.



b) Karotenoidy

Naleza do grupy tetraterpenéw. Zbudowane sg z osmiu jednostek izoprenowych (40 atomow
wegla). Absorbuja energic $wietlng w zakresie, w jakim nie mogg tego robi¢ chlorofile.
Karotenoidy wystgpuja w liSciach, lecz ich zotto-pomaranczowa barwa jest zwykle maskowana

przez intensywnie zielony kolor chlorofilu. Wsrod tej grupy zwiazkow B-karoten stanowi ok. 75-

80% ogotu karotenow roslinnych.

Rysunek 5. Struktura p-karotenu

Pochodne o charakterze alkoholi, epoksydow oraz zawierajace grupy aldehydowe lub

karboksylowe umieszczone symetrycznie nazywane sg ksantofilami.
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Rysunek 6. Struktura luteiny (ksantofil)

Charakterystyczne widma absorpcji chlorofilu a i b oraz karotenowcow przedstawiono na rysunku
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Rysunek 7. Widmo absorpcyjne chlorofili i karotenowcow



c) Fikobiliny

Wydajnie absorbujg $wiatto czerwone, pomaranczowe, zotte i zielone, czyli w zakresie
dhugosci fali czg$ciowo nieabsorbowanym przez chlorofile. Organizmy zyjace w wodach plytkich
posiadaja zazwyczaj fikobiliny absorbujace §wiatto zotte i czerwone, natomiast zyjace w wodach
glebszych — $wiatlo zielone. Fikobiliny wykazuja fluorescencje i sg czg¢sto wykorzystywane w

technikach immunofluorescencyjnych, jako znaczniki fluorescencyjne przytaczane do przeciwcial.
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Rysunek 8. Przykladowe fikobiliny

Barwniki Zle rozpuszczaja si¢ w wodzie, stad do ekstrakcji ich stosuje si¢ rozpuszczalniki
organiczne (np. etanol, etery, aceton). Ze wzgledu na charakter budowy i1 dtugo$¢ tancuchow
weglowych w czgsteczce r6znig si¢ one w znaczny sposob polarnoscia, dzigki czemu mozliwe jest
rozdzielenie ich z w ukladzie rdéznigcych si¢ polarnoscia rozpuszczalnikdéw za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej. Im zwigzek jest bardziej polarny, tym lepiej bedzie
adsorbowany na ptytce. Mniej polarne zwiazki wedruja wraz z rozpuszczalnikiem stosowanym do
rozdziatu chromatograficznego. Po rozwinigciu chromatografu mozliwa jest identyfikacja
poszczeg6lnych barwnikow (analiza jako$ciowa). Na plytce chromatograficznej barwniki te eluuja
w nastepujacej kolejnosci:

1. karoteny (intensywnie zo6tty kolor) — najmniej polarne

2. feofityna a (intensywnie szary)

3. feofityna b (szary, moze by¢ niewidoczny)

4. chlorofil a (niebieskozielony, bardziej intensywny niz chlorofil b)

5. chlorofil b (zielony)

6. ksantofile (z6tty) — najbardziej polarne.
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Z kolei, z uwagi na wysokie molowe wspotczynniki absorpcji chlorofili i karotenowcéw, do
ilosciowego ich oznaczenia wykorzystuje si¢ metody spektrofotometryczne. Przykladowe widmo

barwnikéw wyekstrahowanych z li§ci lipy przedstawiono na Rys. 9.
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Rysunek 9. Widmo po rozdziale chromatograficznym chlorofili i karotenu w ekstrakcie

etanolowym otrzymanym z lisci lipy

WYKONANIE CWICZENIA

CWICZENIE 1. Analiza skladu jako$ciowego barwnikéw asymilacyjnych

Cel: Ekstrakcja barwnikow roslinnych (chlorofil a, chlorofil b, karoten, ksantofile) z lisci,
chromatograficzny rozdzial mieszaniny barwnikow za pomoca chromatografii

cienkowarstwowej i oznaczenie metoda spektrofotometryczna.

A. Otrzymywanie (ekstrakcja) barwnikéw asymilacyjnych
Materiat ro§linny pocig¢ na mate kawateczki. Odwazy¢ okoto 1 g, przenies¢ do suchego
mozdzierza porcelanowego i doda¢ 3 ml alkoholu etylowego. Rozciera¢ energicznie pistlem. Dodaé
kolejne 2 ml alkoholu i dalej rozciera¢. Zawiesing alkoholowag zdekantowa¢ do cylindra. Do
zawartos$ci mozdzierza doda¢ 7 ml eteru naftowego i ekstrahowac barwniki. Ponownie zdekantowaé
zawiesing do cylindra. Porcjg 2 ml etanolu przemy¢ mozdzierz i pistel przenoszac do cylindra.
Cylinder zatka¢ korkiem i wytrzasna¢ zawartos¢. Gdy drobna zawiesina opadnie na dno, przesaczy¢

ekstrakt przez migkki saczek do suchej probowki. Przechowywac¢ probowke w ciemnym miejscu.



B. Chromatograficzny rozdzial barwnikéw

Przygotowac 2 ptytki TLC o szerokosci okoto 4 cm 1 dtugosci 10 cm. W odleglosci okoto 1-
1,5 cm od dohu zaznaczy¢ lini¢ startu, na ktérg nanosi¢ przy pomocy kapilary ekstrakt barwnikow.
Po natozeniu catej szerokosci odczeka¢ chwile az rozpuszczalnik odparuje, po czym natozy¢ w to
samo miejsce kolejng porcje barwnika. Czynno$¢ powtorzy¢ 8-razy. Pozostawi¢ plytke do
odparowania rozpuszczalnika na okoto 5 minut.
Wysuszong ptytke wstawi¢ pionowo do komory chromatograficznej wypetnionej eluentem (eterem
naftowym). Ilo§¢ eteru powinna sigga¢ ponizej poziomu naniesionych ekstraktow barwnikow (<1
cm). Przykry¢ naczynie. Rozdziat chromatograficzny prowadzi¢ az do momentu, gdy czoto
rozpuszczalnika znajdzie si¢ 1-2 cm przed gorng krawedzig ptytki. Chromatogram (plytke) wyjac i
pozostawi¢ do wysuszenia.
Opisa¢ otrzymany chromatogram i przeprowadzi¢ interpretacj¢: zanotowaé kolejnos¢ elucji
poszczeg6lnych barwnikdéw; okresli¢ ilo§¢ rozdzielonych pasm; na podstawie informacji o budowie
okresli¢ rodzaj barwnika asymilacyjnego wyizolowanego z badanego materialu ros$linnego w
danym uktadzie rozwijajacym).
Uwaga: Nie nalezy pobrudzi¢ ani uszkodzi¢ ptytki; plytke nalezy trzymacé tylko za jej krawedz.
Naktada¢ kolejne objetosci kapilary tak, by tworzacy sie na ptytce $lad mial §rednice nie wigksza
niz 5 mm.
Uwaga: Tylko koncowka ptytki ma by¢ zanurzona w rozpuszczalniku (eterze), plama roztworu nie

moze dotykac jego powierzchni.

C. Pomiar widm absorpcyjnych
a) Ekstrakt barwnikow przed rozdzialem
Z wyjsciowego ekstraktu pobra¢ 0.2-0.5 ml i rozcienczy¢ etanolem do 5 ml. Zarejestrowac
widmo absorpcji ekstraktu w zakresie od 400 do 700 nm, stosujac roztwoér etanolu jako probe
odniesienia ($lepa).
Zinterpretowac otrzymane widmo [okresli¢ rodzaj barwnika fotosyntetycznego, ilo$¢ 1 potozenie
(dlugos$¢ fali) maksimow].
b) Ekstrakty poszczegolnych barwnikow po rozdziale
Powycina¢ z ptytki odpowiednie fragmenty rozdzielonych barwnikéw, umiesci¢ je w
probowkach i zala¢ 2 ml etanolu. Po wymyciu barwnikoéw zmierzy¢ ich widma absorpcji w od 400
do 700 nm, stosujac roztwor etanolu jako probe odniesienia ($lepa).
Zinterpretowa¢ otrzymane widma (wyznaczy¢ maksima absorpcji 1 warto$ci absorbancji).
Poréwna¢ widmo absorpcji ekstraktu barwnikowego wyjsciowego z widmami wyizolowanych

barwnikow po rozdziale. Zinterpretowa¢ wynik.



CWICZENIE 2. Badanie wlasciwosci chlorofili

Cel: Ocena wlasciwosci chlorofili w zaleznos$ci od Srodowiska (czynnikéw stresowych).

A. Wykonanie doswiadczenia
Material roslinny (1is¢) pocia¢ na matle fragmenty. Odwazy¢ okoto 0,2 g przenie$¢ do suchego
mozdzierza porcelanowego i doda¢ 3 ml eteru naftowego. Rozciera¢ energicznie pistlem. Eterowy
ekstrakt odrzuci¢. Doda¢ kolejne 3 ml eteru i dalej rozcieraé. Czynno$¢ powtarza¢ do zaniku
zabarwienia ekstraktu. Do pozostato$ci w mozdzierzu dodawac po 2-3 ml etanolu, rozcieraé pistlem
i zawiesing alkoholowg przesaczy¢ (migkki saczek) do probéwki miarowej. Porcja 2-3 ml etanolu
przemy¢ mozdzierz i thuczek, przenoszac wszystko do proboéwki. Doda¢ do probowki tyle etanolu

by suma roztworu w nim zawarta wynosita 10 ml. Probowke zatka¢ korkiem i wytrzasnac

zawartosSc.

Otrzymany ekstrakt rozdzieli¢ rOwnomiernie do czterech probowek:

1 —doda¢ 1 ml H,O
2 —doda¢ 0,5 ml H,O i 0,5 ml 2 M NaOH
3 —doda¢ 0,5mlH,O0i05ml2 M HCI

4 — doda¢ 1 ml roztworu soli metalu

Poréwnac barwy roztwordw w poszczegdlnych probowkach. Zinterpretowac¢ wyniki.

Zarejestrowa¢ widma absorpcji (400-700 nm) ekstraktow z probowek. Wyznaczy¢ potozenia

maksimow absorpcji. Zinterpretowa¢ wynik. Wyciagna¢ wnioski.

Opracowanie wynikow (propozycja rozwiazania)

1. Odwzorowana ptytka TLC
2. Wyniki rozdziatu chromatograficznego i analizy widm UV-Vis

Barwnik

Kolor

Maksima absorpcji [nm]

M A2

3. Wiasciwosci chlorofili

Roztwor

Barwa roztworu

Maksima absorpcji
[nm]

ekstakt + woda

ekstrakt + zasada

ekstrakt + kwas

ekstrakt + sol metalu




ZALACZNIK

Tabela 1 Maksima absorpcji w acetonie podstawowych barwnikow

Barwnik Maksima absorpcji [nm] AJA,
M o
Chlorofil a 430 662 1,22
Chlorofil b 456 645 2,81
Feofityna a 418 653 4,25
B-karoten 450 477 -
Luteina 447 475 -
Wiolaksantyna 442 473 -




CWICZENIE 4

Barwniki syntetyczne - synteza i wlasciwosci fizykochemiczne

1. WSTEP

Przewazajaca ilo§¢ produkowanych przemystowo barwnikow nalezy do grupy zwigzkow
azowych (okoto 55%). Najczestsza metodologia syntezy zaklada wykorzystanie dwoch
nastepujacych po sobie reakcji chemicznych: diazowania i sprzegania. Warto pamigtaé, ze
pomimo prostoty tych reakcji, wszelkie odstepstwa od metodologii syntezy moga doprowadzi¢ do
obnizenia wydajnosci reakcji lub niekorzystnie wptyngé na barwe otrzymywanego zwigzku. Ze
wzgledu na niestabilno$¢ szeregu zwiazkéw diazoniowych, reakcje diazowania nalezy prowadzi¢ w
niskich temperaturach, zazwyczaj 0-5°C.

Najczestszym sposobem przeprowadzenia diazowania jest stopniowe dodawanie wodnego
roztworu azotanu (III) sodu do kwasnego roztworu lub zawiesiny diazowanej aminy. Szybkos¢
dodawania azotanu (I11) sodu jest regulowana w taki sposob, aby w mieszaninie reakcyjnej stale
utrzymywat si¢ nadmiar kwasu azotowego (III). Stwierdza si¢ to poprzez nanoszenie kropli
mieszaniny reakcyjnej na papierek jodoskrobiowy (powinno pojawi¢ si¢ niebieskie zabarwienie).
Papierek jodoskrobiowy nasgczony jest roztworem jodkow oraz skrobi. Pod wptywem utleniaczy
jony jodkowe I utleniajg si¢ do formy czasteczkowej jodu — I, ktory tworzy z nadmiarem jonow
jodkowych jon I'3. Ten ostatni, z amylozg lub amylopektyng, zawartymi w skrobi, tworzy barwne
kompleksy. Warto pamigtaé, iz obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej utleniaczy moze spowodowac
zmiang¢ barwy papierka jodoskrobiowego na niebieski pomimo nieobecnosci kwasu azotowego
(IIT). Wart podkreslenia jest rowniez fakt, iz szybko$¢ wkraplania azotanu (I11) sodu do mieszaniny
reakcyjnej powinna by¢ odpowiednio dobrana, tak aby nie doprowadzi¢ do rozktadu azotanu,
czemu moze towarzyszy¢ wydzielanie si¢ toksycznych tlenkow azotu. Skutkiem moze by¢
powstanie produktow ubocznych. Wyjatkiem pod tym wzgledem sg reakcje nitrowania amin o
malej zasadowosci, np. nitroaniliny, podczas ktorej azotan (I11) sodu dodawany jest do mieszaniny
reakcyjnej w jednej porcji. Nawet chwilowy niedobor kwasu nieorganicznego lub azotowego (I11)
moze doprowadzi¢ do powstania produktéw ubocznych - zwigzkow diazaminowych. Z kolei,
diazowanie amin o bardzo malej zasadowosci (np. heterocyklicznych) przeprowadza si¢ z uzyciem
kwasu nitrozylosiarkowego, generowanego z kwasu azotowego (V) i siarkowego (V1).

Ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ 1 malg stabilnos$¢ soli diazoniowych, reakcje sprzegania
przeprowadza si¢ w niskich temperaturach (0-10°C). Szczegdlnie istotne wydaje si¢ to w przypadku
prowadzenia reakcji w §rodowisku zasadowym, ktére moze powodowac rozktad soli diazoniowej.
Problem ten mozna rozwigza¢ dodajac sl diazoniowa w matych porcjach, kontrolujac tym samym

postep reakcji.



W przypadku prowadzenia reakcji w $rodowisku kwasnym, sol diazoniowa moze by¢
dodawana w jednej porcji do uktadu reakcyjnego. Co prawda nalezy wtedy usung¢ nadmiar kwasu
azotowego (I11) z roztworu soli diazoniowej, ale nie sprawia to wickszego problemu (np. dodatek
mocznika, kwasu sulfamidowego). Pomini¢cie tego etapu moze doprowadzi¢ do powstania
produktéw nitrozowania lub niepozadanych produktéw diazowania (w przypadku I-rzedowych
amin aromatycznych).

Pracujac z solami diazoniowymi nalezy pamigtaé, ze s3 one bezpieczne w postaci roztworow
wodnych, ale po wysuszeniu moga ulega¢ wybuchowemu rozktadowi lub samozaptonowi.

Koncowym etapem syntezy barwnikéw rozpuszczalnych w wodzie jest etap wysalania z
uzyciem chlorku sodu lub potasu. Reakcje tg prowadzi si¢ w podwyzszonej temperaturze, poniewaz
pozwala to na otrzymanie produktu w postaci grubokrystalicznej, ktora tatwo odsaczy¢. Przebieg
wysalania rowniez moze podlegaé¢ kontroli. W tym celu krople mieszaniny reakcyjnej nanosi si¢ na
bibute filtracyjng. Oprocz warstwy osadu powinna pojawic si¢ bezbarwna lub stabo zabarwiona
otoczka odcieku. Ilo$¢ uzytej podczas wysalania soli dostosowuje si¢ do objetosci roztworu.

Zwyczajowo uzywa si¢ maksymalnie 20-25 g soli na kazde 100 ml roztworu.

WYKONANIE CWICZENIA

CWICZENIE 1. Synteza wybranych barwnikéw syntetycznych

Cel: Zapoznanie si¢ z metodologia otrzymywania wybranych barwnikéw chemicznych i

poznanie ich wlasciwosci fizykochemicznych.

A. Synteza kwasu pikrynowego
Odczynniki:
e aspiryna2g
e alkohol etylowy 20 ml
« H3SO4 e 16 ml
e HNO;3;55% 8 ml

O§ OH O\ OH NO,
fe) OH
EtOH, H,0 temp. H,SO,
(@] 40 OH + HsC // o e
~,

CHs O,N

OH

NO,



W zlewce o pojemnosci 50 ml umiesci¢ 2 g aspiryny. Doda¢ 20 ml wody 1 doktadnie
wymiesza¢ za pomocg mieszadla magnetycznego przez 10 minut (zaobserwowaé powstanie
zawiesiny). Doda¢ 20 ml alkoholu etylowego i kontynuowa¢ mieszanie przez kolejne 10 minut. Po
tym czasie odsaczy¢ powstalg zawiesing z uzyciem lejku Buchnera. Przesacz zaggsci¢ na czaszy, a
do pozostatej w kolbie destylacyjnej zawiesiny doda¢ 16 ml stezonego kwasu siarkowego (2).
Mieszaning reakcyjng ogrzewac na tazni wodnej przez 15 minut. Po tym czasie wkropli¢ 8 ml 55%
kwasu azotowego, jednoczesnie chtodzac kolbg lodem (1). Doda¢ 20 ml wody. Otrzymany produkt
odsaczy¢ na lejku Buchnera, a nastepie przekrystalizowac z etanolu.

Temp. topnienia; 122°C.

Uwagi:

(1) Mieszanina reakcyjna moze si¢ burzy¢. Etap przeprowadzaé powoli i ostroznie.

(2) Ze wzgledu na pracg ze stezonymi kwasami uzywaé okular6w ochronnych, rekawiczek i innych

srodkéw ochrony indywidualne;.

B. Synteza chinizaryny
Odczynniki:
e kwas ftalowy 8,3 g
e rezorcyna55g
« H2SO4 e 10 ml
e NaCl

OH
O
P @
OH T OH
—_— O _—
O
O
OH

W kolbie o pojemnos$ci 100 ml umiesci¢ 8,3 g kwasu ftalowego i 5,5 g rezorcyny. Dodaé 10

ml stezonego kwasu siarkowego (V1) (1). Ogrzewaé calos¢ ostroznie pod chtodnica zwrotng tylko
do rozpuszczenia substratow, przy czym zaobserwowaé powstanie zawiesiny oraz zmiang barwy na
kolor czerwony. Mieszaning reakcyjng bardzo ostroznie i powoli wyla¢ do 30 ml wody. Barwnik
wysoli¢ nasyconym roztworem chlorku sodu. Powstaly osad odsaczy¢ na lejku Buchnera i
przekrystalizowac z wody.

Uwagi: (1) Ze wzgledu na prace ze stezonymi kwasami uzywac okularéw ochronnych, rekawiczek

1 innych §rodkéw ochrony indywidualne;.



C. Synteza oranzu metylowego (heliantyny)
Odczynniki:
e Na,C032,7g

. kwas sulfanilowy 9,7 g

. NaNO,;3,5¢g
. NaCl
o HCISt¢Z. 9 ml

e dimetyloanilina 6,3 ml
e NaOH7g¢g

NaO-S NaO-S ! NaO;S
ROt G N
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W zlewce rozpusci¢ 2,7 g NaCO; w 50 ml wody, nastgpnie doda¢ 9,7 g kwasu
sulfanilowego 1 ogrzewac zawarto$¢ zlewki w celu rozpuszczenia kwasu. Jezeli uzyskany roztwor
ma odczyn kwasny, zoboj¢tni¢ go kilkoma kroplami 5%-owego roztworu Na;COs. Roztwor ozigbi¢
do temperatury pokojowej i mieszajac wkropli¢ powoli roztwor 3,5¢ NaNO, w 200 ml wody.
Nastepnie doda¢ 25g lodu i wkrapla¢ w temperaturze 3-5°C, ciagle mieszajac 9 ml stezonego HCl w
20 ml wody. Do tak otrzymanego roztworu wprowadzié, stale mieszajac, 6,3 ml dimetyloaniliny w
10 ml rozcienczonego HCl (1:1). Pozostawi¢ na 10 min cz¢sto mieszajac. Nastepnie w 5-
minutowych odstepach czasu doda¢ 14 i 6 ml roztworu NaOH (7 g zasady rozpusci¢ w 20 ml
wody). Po 30 minutach wysoli¢ s6l sodowg heliantyny poprzez dodanie ok 15 g NaCl, miesza¢ do
jej catkowitego rozpuszczenia. Osad odsaczy¢ na lejku Buchnera i1 przekrystalizowaé¢ z wody.

Otrzymuje si¢ okolo 15 g soli sodowej heliantyny w postaci pomaranczowych ptatkow.

D. Synteza oranzu f—naftolowego
Odczynniki:
o Na2C03 1,8 g

. kwas sulfanilowy 5,2 g

. NaNO,;2,1g¢g
. NaCl
e HCI

e [-naftol 4,3 ¢
e NaOH 13%
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W zlewce rozpuscié¢ 1,8 g bezwodnego Na,CO3 w 50 ml wody, nastgpnie doda¢ 5,2 g kwasu
sulfanilowego 1 ogrzewa¢ zawarto$¢ zlewki w celu rozpuszczenia kwasu. Roztwor oziebi¢ do
temperatury pokojowej po czym, mieszajac mieszadlem magnetycznym wkropli¢ powoli 20 ml
rozcieficzonego HCl (1:1). Mieszaning ochtodzi¢ do temperatury 3-5C. Wytraca sie
drobnokrystaliczna zawiesina kwasu sulfanilowgo, do ktorej nastepnie Wkropli¢ powoli ciagle
mieszajac ozigbiony roztwor 2,1 g NaNO, w 10 ml wody. Caty czas utrzymywaé temperature w
zakresie 0-5°C. Pod koniec reakcji sprawdzi¢ obecno$é¢ nadmiaru HNO, za pomoca papierka
jodoskrobiowego (papierek przyjmuje zabarwienie niebieskawe) Zawartos¢ zlewki wyla¢ powoli i
stale mieszajac do ochtodzonego (0-5 C) roztworu naftolu (4,3 g p-naftolu rozpusci¢ w 10 ml 13%-
owego roztworu NaOH + 7 g bezwodnego Na,CO3 rozpuszczonego w 60 ml wody). Utrzymywaé
temperature 0-5°C. Po uptywie 1 godziny ogrza¢ zawarto$¢ zlewki w celu rozpuszczenia osadu,
przesaczy¢ przez ogrzany lejek szklany. Do przesaczu doda¢ 30 g NaCl i ogrza¢ ponownie w celu
rozpuszczenia soli kuchennej. Pozostawi¢ roztwor do krystalizacji w temperaturze pokojowe;j.

Krysztaty odsaczy¢ na lejku Buchnera i wysuszy¢ na powietrzu. Wydajnos$¢ okoto 7,5-9,5 ¢

E. Synteza indygo

Odczynniki:
e aldehyd o-nitrobenzoesowy 1,5 g
e aceton 4,5 ml

e wodorotlenek sodu 1N roztwor

e etanol
OH
0 I Q
Ci/ o CH\ )j\
C[ T e e _>© Hy O
NO, 3 s NO, - CH3COOH
0O O



dodaé¢

W kolbie stozkowej rozpusci¢ 1,5 g aldehydu o-nitrobenzoesowego w 4,5 ml acetonu i

4 ml wody. Do klarownego roztworu (pod wyciggiem), mieszajgc mieszadlem

magnetycznym, doda¢ nastgpnie kroplami 1N roztwér wodorotlenku sodu, do alkalicznego

odczynu. Mieszanina rozgrzewa si¢ i staje si¢ ciemnobragzowa. Po ochtodzeniu odsaczy¢ na lejku

Buchnera wykrystalizowany barwnik, przemy¢ etanolem. Otrzymuje si¢ okoto 0,65 g (70%

wydajnos$ci) zwigzku.

Bardzo czysty preparat ma pigkny czerwono-fioletowy potysk.
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