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У посібнику наведені практичні роботи, що стосуються основних типів реакцій моносахаридів та їх похідних. Розглянуті деякі аналітичні методи хімії вуглеводів. 
агрегатний стан і розчинність вуглеводів
Агрегатний стан і розчинність моносахаридів та їх похідних в значній мірі обумовлені наявністю в їх молекулах великої кількості сильнополярних НО-груп, які здатні до утворення міжмолекулярних та внутрішньомолелулярних водневих зв’язків. Отже більшість моносахаридів – це нелеткі сполуки. 

Розчинність моносахаридів:

· Легко розчинні в H2O, DMF, DMSO
· Помірно розчинні в нижчих ROH, Py, HOAc
· Нерозчинні в Et2O, PhH, CHCl3, діоксані, ТГФ, AcOEt
Похідні моносахаридів, в яких НО-групи заміщені (метилові етери, ацетати, триметилсилілпохідні, деякі алкіліденові похідні) є досить леткими і їх можна очищувати перегонкою або сублімацією у вакуумі. Аналіз цих похідних можна проводити за допомогою газо-рідинної хроматографії.
Молекули моносахаридів в розчинах сильно сольватовані внаслідок диполь-дипольної взаємодії та міжмолекулярних Н-зв’язків з розчинником, що часто призводить до утворення в’язких «сиропів». Відомо, що орієнтація молекул у в’язких розчинах утруднена. Це спричиняє значне уповільнення утворення зародків кристалів, а отже і процесу кристалізації вцілому (іноді кристалізація може взагалі не відбуватись). 
Ще одним чинником, який утруднює крисатлізацію моносахаридів є їх здатність до утворення декількох таутомерних форм. Фактично в процесі кристалізації мінорна таутомерна форма відповідного моносахариду відіграє роль домішки, а домішки, як відомо, перешкоджають кристалізації. Отже сполуки, схильні до таутомерних перетворень, зазвичай важко кристалізуються. Цукри часто добре кристалізуються з оцтової кислоти, що можна пояснити швидким встановленням таутомерної рівноваги.
В деяких випадках моносахариди утворюють кристалогідрати та кристалічні сполуки з неорганічними солями, наприклад, з хлористим кальцієм. 

Зазначимо, що таутомерна рівновага між відкритою та циклічними формами вуглеводів спостерігається виключно в розчині. В твердому стані моносахариди мають циклічну структуру, причому, як правило, переважає піранозна форма, що підтверджено за допомогою рентгеноструктурних досліджень (РСД).

Якісні реакції на вуглеводи
Вуглеводи є поліфункціональними сполуками. Для визначення вуглеводів використовують різноманітні реакції по функціональним групам. 
Наявність в молекулі –ОН та –СНО груп обумовлює здатність цих речовин до окиснення. На цій властивості вуглеводів засновано їх визначення за допомогою реактиву Фелінга або нітрату срібла. В цих реакціях відбувається окиснення цукру та відновлення катіону металу. Вуглеводи особливо чутливі до окиснення в лужному середовищі, в якому можуть відбуватися наступні перетворення молекули: енолізація, окисно-відновне диспропорціонування, ізомеризація вуглецевого скелету або його розпад. Монози, альдонові кислоти, поліоли дають реакції, які є загальними для всього класу вуглеводів. 

Інший тип аналітичних реакції на цукри базується на здатності вуглеводів конденсуватись з ароматичними системами з утворенням забарвлених сполук. Конденсація може відбуватись за рахунок карбонільної групи монози. Наприклад, при проведенні нафторезорцинової проби Толленса (загальна реакція на вуглеводи) глюкуронова кислота конденсується з нафторезорцином з утворенням похідних динафтилметану І або ксантену ІІ (див. лабораторну роботу №1). 
Проте продукти конденсації можуть утворюватись також в результаті більш кардинального перетворення молекули вуглеводу (особливо в кислому середовищі) з утворенням різноманітних похідних фурфуролу, які вступають в наступні реакції конденсації з ароматичними сполуками. Наприклад, при конденсації фруктози з дифеніламіном утворюється забарвлена похідна фуранового ряду:

[image: image34.png]120 | ——

8--19. 1011

22 30845 6EwT,

1





лабораторна робота № 1
1. Загальні реакції на вуглеводи.

1.1. Реакція Моліша. 
 До 1 мл водного розчину або суспензії досліджуваної сполуки (беруть кілька кристалів вуглеводу) додають 1 – 2 краплини 10%-ного спиртового розчину (-нафтолу. 
Пробірку струшують, далі нахиляють і по стінці пробірки до суміші обережно приливають 1 мл концентрованої сірчаної кислоти таким чином, щоб кислота не змішувалась з водним шаром (важкий шар кислоти має опуститися на дно пробірки). Виникнення темно-фіолетового кільця на межі двох шарів вказує на наявність вуглеводу або сполуки, яка містить вуглевод.
Поява забарвлення обумовлена утворенням продукту конденсації 5-гідроксиметилфурфуролу з (-нафтолом:
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Реакції перешкоджає азотиста кислота, нітрат- та нітрит-іони.

Цю реакцію дають всі вуглеводи та вуглеводвмісні сполуки, особливо чутливі - кетози. Вона спостерігається при концентрації альдоз ≥0.01%.

1.2. Реакція з тимолом
Декілька кристаликів цукру нагрівають з 10 мл концентрованої соляної кислоти та додають 5%-ий спиртовий розчин тимолу. З’являється червоне забарвлення. 

В результаті взаємодії гексоз з хлороводневою кислотою утворюється 5-гідроксиметилфурфурол, який конденсуючись з тимолом дає забарвлені продукти (А або Б, в залежності від співвідношення реагентів та умов реакції):
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1.3. Нафторезорцинова проба Толленса (загальна реакція на вуглеводи).

У пробірку вміщують кілька кристалів глюкози, 5 мл води, 1 мл 1%-ого спиртового розчину нафторезорцину (1,3-дигідроксинафталену) і 1 мл концентрованої хлороводневої кислоти. 

Суміш обережно кип’ятять впродовж 1 хв, потім охолоджують і збовтують з 5 мл етеру або бензену.

Етеровий (бензеновий) шар забарвлюється в різні кольори:
	Вуглевод
	Забарвлення

	Глюкоза
Маноза
Галактоза
	синьо-зелене

	Рамноза
	фіолетове

	Арабіноза
Ксилоза
	темно-синє

	Уронові кислоти
	фіолетове



Поява забарвлення зумовлена утворенням продуктів конденсації глюкуронової кислоти з нафторезорцином – динафтилметану І або ксантену ІІ. Поглибленню забарвлення сприяє подальше окиснення ксантену ІІ у сполуку ІІІ з довшим ланцюгом спряження.
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Реакцію часто використовують для виявлення уронових кислот.
2. Специфічні реакції окремих класів вуглеводів.


2.1. Реакція срібного дзеркала. 

 В пробірку з 5 мл аміачного розчину оксиду срібла додають декілька кристаликів досліджуваної сполуки, суміш обережно нагрівають на водяній бані при 60 – 70 (С впродовж 2-3 хв. Відновлюючі вуглеводи виявляють за утворенням срібного дзеркала на стінках пробірки. Окисненню піддіється лише ланцюгова форма вуглеводу:
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Цю реакцію дають всі альдегіди та деякі інші споріднені сполуки (наприклад, похідні альдегідів - альдіміни).

2.2. Реакція Фелінга. 

Для цієї реакції готують реактив Фелінга, який складається з двох розчинів, які зберігаються окремо. 

Перший розчин містить 34 г CuSO4.5H2O в 500 мл води, другий розчин – 173 г сегнетової солі та 75 мл гідроксиду натрію в 500 мл води.


При змішуванні обох розчинів спостерігається виділення блакитного осаду гідроксиду купруму (ІІ), який із сегнетовою сіллю утворює водорозчинний комплекс синього кольору:
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Для аналізу декілька міліграмів досліджуваної сполуки (наприклад, ( 3 краплини 5%-ого розчину глюкози) розчиняють в суміші рівних об’ємів обох розчинів (при нагріванні реакція відбувається швидше). 

Якщо сполука є відновлюючим вуглеводом, розчин швидко бліднішає і утворюється червоний (червоно-коричневий) осад оксиду купруму (І). 
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Для багатьох вуглеводів (дисахариди, полісахариди) необхідно прокип’ятити суміш на водяній бані. 


Слід пам’ятати, що реакцію Фелінга можуть давати не лише вуглеводи, а й інші сполуки, наприклад, аліфатичні альдегіди.


2.3. Реакція Селіванова на кетози. 

 До водного розчину досліджуваного вуглеводу додають рівний об’єм концентрованої соляної кислоти, декілька краплин 1%-ого розчину резорцину в 20%-ій соляній кислоті, суміш нагрівають до кипіння. Після витримування впродовж 15 – 30 хв при 80 – 90 (С кетози дають червоне забарвлення, а потім темний осад (при подальшому кип’ятінні розчину). Відфільтрований осад розчиняють в спирті з утворенням червоного розчину.

При тривалому кип’ятінні альдози також дають червоне (блідо-рожеве) забарвлення, але менш інтенсивне, ніж кетози. Осад при цьому не утворюється.

У процесі реакції при нагріванні гексоз з хлороводневою кислотою утворюється 5-гідроксиметилфурфурол, який конденсується з резорцином утворюючи забарвлений продукт (склад С12Н10О4):
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Деякі літературні джерела вказують на те, що при використанні двократного надлишку резорцину та в жорсткіших умовах може утворитись циклічна похідна вишнево-червоного кольору: 
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Кетози в умовах досліду перетворюються у 5-гідроксиметилфурфурол в 15-20 разів швидше, ніж альдози.


Реакція Селіванова дозволяє виявити в суміші цукрів кетогексози як у вільному, так і в зв’язаному стані (дисахариди). 
2.4. Виявлення пентоз.
2.4.1. Реакція Біаля.

 У пробірку вміщують 1 мл 0.1%-ого розчину пентози і 2 мл розчину, заздалегідь приготованого змішуванням 0.05 г орцину (5-метилрезорцину), 25 мл 25%-ого розчину хлороводневої кислоти та 1 краплі 3%-ого розчину хлориду феруму (ІІІ). 

Віміст пробірки кип’ятять у полум’ї пальника впродовж 1-2 хв. 

Для видалення з водного розчину продуктів реакції в пробірку додають 2 мл амілового спирту. 

Органічний шар забарвлюється в  зелений (синьо-зелений) колір.

Припускають, що реакція перебігає за такою схемою:
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Глюкоза, галактоза і фруктоза в цих умовах реакції забарвлюють органічний шар у коричневий колір.
2.4.2. Реакція з аніліном.

У суху пробірку вміщують декілька красталиків арабінози або іншої пентози, додають 1 мл розчину соляної кислоти (1 : 1) і 1 мл свіжоперегнаного аніліну. Реакційну суміш нагрівають до кипіння над газовим пальником. Через деякий час утворюється основа Шиффа по карбонільній групі фурфуролу, що супроводжується появою інтенсивного рожево-червоного забарвлення розчину.  
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2.5. Реакція Келлера-Кілліані (виявлення дезоксицукрів).  

В пробірці змішують 0.5 мл 5%-ого розчину сульфату заліза (ІІ), 0.5 мл льодяної оцтової кислоти та декілька кристалів дезоксуцукру. До гомогенного розчину обережно по стінці пробірки приливають 1 мл розчину, який одержують при змішуванні 0.5 мл 5%-ого розчину сульфату заліза (ІІ) та 0.5 мл концентрованої сірчаної кислоти.

Спостерігається забарвлення верхнього шару рідини у волошково-синій колір.


Ця реакція є специфічною на вільні дезоксицукри або дезоксицукри, що займають крайнє (термінальне) положення у молекулі глікозиду.

2.6. Доведення наявності (-глікольного фрагменту в глюкозі. 

У пробірку вміщують 6 крапель 10%-ого розчину гідроксиду натрію, 1 краплю 2%-ого розчину сульфату купруму (ІІ). Спостерігають утворення синього осаду гідроксиду купруму (ІІ). При додаванні 1 краплі 0.5%-ого розчину D-глюкози осад швидко розчиняється з утворенням прозорого синього розчину:
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Для спрощення сприйняття будови комплексу, його часто зображують з відкритим ланцюгом вуглеводу (А), але треба враховувати, що вуглеводи існують в розчинах переважно у циклічній формі і реальна будова комплексу має відповідати структурі В.

 Ця реакція підтверджує наявність α-глікольного фрагмента в молекулі D-глюкози.
Отриманий розчин зберігають для виконання наступного досліду.
2.7. Проба Троммера (виявлення відновлюючих цукрів). 
Відновлення гідроксиду купруму (ІІ) глюкозою в лужному розчині. 

До отриманого в попередньому досліді прозорого розчину купрум (ІІ) сахарату синього кольору додають кілька крапель води так, щоб висота рідини в пробірці була ( 20 мм.

Пробірку тримають похило і обережно нагрівають у полум’ї пальника верхню частину розчину. Спостерігається перехід синього забарвлення розчину в зелене, а потім його знебарвлення. 

Одночасно з’являється жовтий осад оксиду купруму (І) (у розчині може існувати гідратована форма Cu2O(xH2O), що агрегуючись перетворюється в червоно-коричневий осад оксиду купруму (І):
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Альдонові кислоти у розчинах існують переважно в циклічній формі (-лактону:
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Хроматографія вуглеводів

Розділення вуглеводів є складним завданням, оскільки це сильнополярні сполуки. У 1958 р. Шталь вперше описав метод токошарової хроматографії (ТШХ). А вже в 1961 р. з’вилось перше повідомлення про застосування ТШХ для розділення вуглеводів. Цей метод є більш швидким та зручним, ніж, наприклад, паперова хроматографія. Надалі ТШХ широко використовується для ідентифікації вуглеводів: моно- та олігосахаридів, різних похідних цукрів (етерів та естерів, циклічних ацеталей та ін). Метод ТШХ характеризується високою роздільною здатністю, наприклад, дозволяє розділити похідні аномерів з молекулярною масою до 1500 включно.
Сорбенти.

Найчастіше для розділення вуглеводів використовують силікагель, оксид алюмінію, кизельгур, целюлозу. 

Малоактивні сорбенти є зручнішими. До таких сорбентів належать кремнезем, тальк, гіпс. Застосовують також і активні сорбенти, використовуючи полярні розчинники, але такий підхід не завжди забезпечує ефективне розділення цукрів. Кращі результати зазвичай дають модифіковані сорбенти, наприклад, силікагель, оброблений буферним розчином; силікагель, оброблений борною кислотою; силікагель з добавкою основного Pb(OAc)2, оброблений первинним фосфатом натрію, фосфоровольфрамовою або фосфоромолібденовою кислотою. Останній сорбент використовують для розділення олігосахаридів. Оскільки він утворює комплекси з багатоатомними спиртами та цукрами. 

Також як сорбенти можна використовувати силікати кальцію або магнію, силікагель з комплексоутворювачами, сефадекс. 

Слабкокислий силікагель зазвичай застосовують при дослідженні похідних цукрів. Якщо на силікагелі не вдається досягти якісного розділення основних або нейтральних цукрів та їх похідних, то використовують оксид алюмінію – активніший, ніж силікагель, сорбент, що має основні властивості. Кизельгур та целюлозу, які є нейтральними носіями доцільно застосовувати для аналізу вільних цукрів.  
Хроматографічні пластинки та нанесення зразка. 
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Для якісного аналізу вуглеводів (визначення величини Rf) краще використовувати пластинки розміром 20×20×0.3 см. Нанесення зразка на хроматографічну пластинку здійснюється за допомогою мікропіпетки, мікрошприців або капілярів. 
На пластинки великого розміру накладають шаблон з прозорої пластмаси з прорізаними отворами і 1-3 плями 1%-ого розчину досліджуваної сполуки наносять з інтервалом в 1.5 см на відстані 1.5 см від нижнього краю та 3 см від бокових країв пластинки. Для ефективного розділення необхідно, щоб діаметр плями був мінімальним ((3 мм), тому розчинники, які використовують мають бути легколеткими або треба якісно просушувати пляму на пластинці після кожного нанесення.
Елюенти (системи розчинників).
 Застосовують різноманітні суміші розчинників. Суміші, що складаються з двох або трьох розчинників різної полярності зазвичай приводять до кращого розділення речовин, ніж чисті розчинники.
Часто для покращення розділення цукрів використовують двомірну хроматографію, причому для кожного напрямку хроматографування беруть різні елюенти. 

Вибір розчинника залежить від полярності досліджуваних цукрів. 
Наприклад, для розділення суміші незаміщених вуглеводів ефективним елюентом є суміш: н-бутанол – оцтова кислота – ефір – вода (9:6:3:1), а для похідних вуглеводів – суміші петролейного ефіру (30 – 60(С) та ацетону (в різних співвідношеннях). Тобто, як правило, зберігається тенденція: чим полярніша сполука, тим полярніший елюент має бути.
Детектування. Після висушування хроматографічної пластинки переходять до детектування плям. Для детектування використовують індивідуальні реагенти або їх суміші. Наприклад:
· Розведені мінеральні кислоти, частіше у суміші з фенолами та ароматичними альдегідами;

· Суміш фосфорної кислоти, аніліну, дифеніламіну;

· Нітрат срібла;
· Розчин тимолу та етанолу в сірчаній кислоті;
· Ураніл ацетат (1% водний розчин) з наступним УФ-детектуванням на довжині хвилі 254 нм.

Для аналізу складних сумішей вуглеводів рекомендують послідовну обробку хроматограми трьома різними реагентами (перший реагує лише з деякими вуглеводами; другий детектує цукри, що не взаємодіють з першим реагентом; третій – реагує з усіма цукрами). Обирають такі реактиви, які вибірково дають кольорові реакції і не утворюють забарвлений фон. Зручними є наступні суміші:

1) дифеніламін + фталат аніліну;
 2) п-амінобензойна кислота +  п​-анізидин;
3) димедон + фосфорна кислота. 
Взагалі, детектування вуглеводів на хроматографічних пластинках можна проводити двома шляхами: без деструкції або з деструкцією скелету молекули. 
Для детектування без деструкції скелету молекули застосовують декілька підходів: 
1. Якщо компоненти суміші забарвлені (зазвичай не характерно для вуглеводів), то їх легко виявити візуально.
2. Деякі похідні цукрів виявляють за флуоресценцією в УФ-світлі. 

3. У разі, якщо самі речовини не флуоресціюють, до сорбенту можна додати флуоресцентний індикатор (наприклад, суміш силікату та сульфіду цинку) або скористуватись комерційно доступним сорбентом, що вже містить індикатор (суміш марганцю та активованого силікату цинку). Далі після елюювання проводять УФ-детектування: вуглеводи проявляються у вигляді темних плям на світному (флуоресцентному) фоні (краще проявляються вуглеводи, що містять фрагменти із спряженим кратними зв’язками).

4. Використовують йод, родамін В, бромтимоловий синій, 2’,7’-дихлорфлуоресцеїн, воду.

Для детектування з деструкціїєю скелету молекули застосовують декілька підходів: 

1. Використовують концентровану сірчану кислоту (оббризкують хроматографічну пластинку 5-50% розчином  сірчаної кислоти в воді або етанолі і нагрівають пластинку при 130( впродовж 10 хв). При цьому відбувається обвуглення вуглеводів.
2. Застосовують реагенти, які дають кольорові реакції з цукрами та їх похідними (найвживанішими є приблизно 25 різних сумішей, зокрема, кислий анілінфталат).

Після проявлення хроматограми треба швидко зробити її копію, оскільки при застосуванні деяких проявників плями речовин досить швидко зникають.  

Відтворюванність Rf .

Відтворюванність Rf при хроматографуванні вуглеводів залежить від багатьох факторів:
1. Температура.
Із збільшенням температури зменшується роздільна здатність сорбенту);

2. Товщина шару сорбенту.
Оптимальна товщина шару сорбенту 0.25 мм. 
Величина Rf суттєво залежить від товщини шару сорбенту (у випадку, коли товщина шару сорбенту (0.2 мм). 
Сильний вплив товщини шару сорбенту на величину Rf  можна пояснити тим, що розділення в тонкому шарі в значній мірі залежить від ступеня насичення камери парами розчинника.
3. Сорбенти та зв’язуючі речовини.

· якщо сорбент силікагель - зв’язуюча речовина (сульфат кальцію)  на Rf  суттєво не впливає.

· якщо сорбент Al2O3, а зв’язуюча речовина – крохмаль, то спостерігається суттєвий вплив кількості зв’язуючої речовини на величину  Rf, тобто  Rf  = ((m зв’язюючої речовини)
4. Вміст в сорбенті води.

Різний вміст води в силікагелі впливає на ефективність розділення похідних вуглеводів лише в неполярних системах.

5. Кількість нанесеної суміші.

При нанесенні суміші речовин m ( 5 мкг - розмір плям збільшується і відповідно зростає Rf.

6. Насичення камери.
Хроматографічна камера має бути насичена парами розчинників, які використовують як елюенти. 

В герметично закритій камері рівновага, як правило, встановлюється ( за 1 год або за 15 хв (з фільтрувальним папером на стінках камери, який занурено в елюент). Якщо камера не насичена, то фронт розчинника на великих пластинках буде ввігнутим.

 Із зменшенням ступеня насиченості камери збільшується Rf, а роздільна здатність сорбенту зменшується.
7. Висота пробігу елюенту.

Величина Rf  трохи змінюється в залежності від висоти пробігу (h) елюенту (наприклад, при h = 10, 12 або 16 см). Зазвичай ці зміни невеликі (( Rf ( ± 0.06). 
Отже при зазначенні Rf треба вказувати висоту пробігу елюенту.
8. Забруднення.

Присутність сторонніх речовин в сорбенті або речовині може впливати на величину Rf. 
Для того, щоб одержані величини були відтворювані і їх можна було коректно використовувати в подальшому треба слідкувати, щоб:
 1) шар сорбенту був однорідний;

 2) камера повинна бути насиченою парами елюента. 
Крім того, слід зазначати наступні дані:

1) сорбент та зв’язуючий агент;

2) товщина шару сорбенту та умови його активації;

3) кількість нанесеного зразка;

4) проявник;

5) висота пробігу елюенту.

Приклади характерних хроматограм вуглеводів в різних системах розчинників.
	1. Арабіноза 

2. Галактоза

3. Глюкоза

4. Ксилоза

5. Лактоза


	6. Мальтоза

7. Маноза

8. Рафіноза

9. Рамноза

10. Сахароза

11. Фруктоза 


Система: етилацетат – суміш [ізопропанол – вода (2:1)] (65:35)

Проявник: анілінфталат
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Система: бутанол – ацетон – вода (4:5:1)

Проявник: анілінфталат
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Система: бензол – метанол – оцтова кислота (1:3:1)

Проявник: анілінфталат
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лабораторна робота № 2

Елюенти (системи розчинників). 
В даній лабораторній роботі будуть використані наступні системи розчинників (елюенти):

І. етилацетат – суміш [ізопропанол – вода (2:1)] (65:35)

ІІ. бензол – метанол – оцтова кислота (1:3:1)

ІІІ. бензол – метанол – оцтова кислота (2:3:1)

IV. метилетилкетон – метанол – оцтова кислота (3:1:1)

V. бутанол – ацетон – вода (4:5:1)
VI. бутанол – оцтова кислота – вода (4:5:1)

VII. бензол – метанол – оцтова кислота (2.5:3:1)

VIІI. етилацетат – ізопропанол – аміак – вода (2.5:1.5:0.5:1.5)

Проявники

1. Загальні проявники для відновлюючих та невідновлюючих вуглеводів.

Молібдат амонію. Для приготування реактиву 20 мл 10%-ого розчину молібдату амонію додають при перемішуванні до 3 мл концентрованої HCl. Далі додають 5 г хлориду амонію. 


Хроматограму оприскують одержаним розчином, нагрівають при 70 (С впродовж 20 хв, в результаті чого з’являються сині плями на білому фоні.


Тимоловий синій. Хроматограму обробляють спиртовим розчином тимолового (або бромтимолового) синього, нагрівають при 70 (С впродовж 3-5 хв, в результаті чого з’являються світло-жовті  плями на світло-коричневому фоні, які швидко зникають при охолодженні.
2. Загальні проявники для відновлюючих вуглеводів.


Аміачний розчин нітрату срібла.

 Розчин готують наступним чином: додають по краплинам концентрований розчин NH4OH до 5%-ого розчину нітрату срібла до розчинення осаду, що утворюється. Розчин завжди використовують свіжим і виливають після використання, для того, щоб запобігти утворенню вибухових фульмінатів, які можуть утворюватися при тривалому стоянні. Готовим розчином оприскують хроматограму та на 10 - 15 хв ставлять у сушильну шафу при 100 – 110 (С. 

Утворюються темні плями на світло-коричневому фоні.

Анілінфталат. 

 В 100 мл етанолу або бутанолу, насиченого водою, розчиняють 1.66 г фталевої кислоти та 0.93 г перегнаного аніліну. 

Для проявлення хроматограму оприскують, папір нагрівають при 100 (С впродовж 20 хв, в результаті чого альдопентози дають яскраве вишнево-червоне забарвлення, альдогексози – неяскраве червоно-коричневе. 

Реактив більш чутливий до альдоз, ніж до кетоз.

3. Проявники для різних класів вуглеводів.

Визначення за допомогою резорцину.  
До 10 мл 1%-ого розчину резорцину в етанолі додають 90 мл 2н HCl. Хроматограму оприскують та сушать 10 хв при 85 – 90 (С. 
	Фон хроматографічної пластинки
	Вуглевод
	Забарвлення

	Рожевий
	Фруктоза 
	червоне

	
	Ксилоза
Арабіноза
	синє

	
	Рамноза 
	жовте

	
	Галактоза
Глюкоза
Маноза
	сіре


Виділення аномерних форм вуглеводів. 
лабораторна робота № 3

Аномери – діастереомери, що розрізняються між собою лише конфігурацією при аномерному, або напівацетальному, атомі вуглецю. 
Аномери мають різні температури плавлення та величини питомого обертання ( ( t пл., ( [(]20D ). 

 Для (-форми характерне розташування глікозидного гідроксилу в проекції Фішера з того самого боку відносно циклічного ланцюга, що і гідроксил, який визначає конфігурацію моносахариду в цілому (D- або L-). (-Форма реалізується при розміщенні даних гідроксилів по різні боки відносно циклічного ланцюга. 
                    (-                                                                     (-
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 (-D-Глюкопіраноза           D-Глюкоза            (-D-Глюкопіраноза
(-D-Глюкопіраноза.
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C6H12O6 [180.155]                                          C6H12O6 [180.155]  

 В стакані на водяній бані, а потім безпосередньо на плитці нагрівають 5 г D-глюкози з 0.5 мл води до розчинення. Стакан ставлять у гарячу водяну баню і додають 6 мл льодяної оцтової кислоти, яку попередньо нагрівають до 100 (С. 


При перемішуванні продукт швидко кристалізується і після охолодження його відфільтровують на воронці Бюхнера. Речовина містить приблизно 93 % (-піранозної форми та має [(]20D +24.5(. 


В 4 мл води, охолодженої до 0 (С, дуже швидко та енергійно розчиняють 1 г продукту, через декілька секунд фільтрують. Фільтрат змішують з 5 мл абсолютного спирту. Швидко викристалізовується (-D-глюкопіраноза з [(]20D +19.6(. t пл. ( 156 (С.

(-D-Глюкопіраноза.
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C6H12O6 [180.155]                                          C6H12O6 [180.155]  

 В стакані (на водяній бані) в 2.5 мл води розчиняють 5 г D-глюкози. Стакан знімають з бані і додають 10 мл холодної льодяної оцтової кислоти. Повільно утворюються кристали безводної (-D-глюкопіранози, яку відфільтровують на воронці Бюхнера та промивають спиртом. 


Вихід 75 – 80 %; [(]20D +110(.
реакції вуглеводів по гідроксильним групам. 

лабораторна робота № 4

1,2,3,4,6-Пента-О-ацетил-(-D-глюкопіраноза(.
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   C6H12O6 [180.155]                                          C16H22O11 [390.339]


В ступці розтирають 5 г подрібненої D-глюкози з 2.4 г свіжопрожареного ацетату натрію. Одержану суміш переносять в круглодонну колбу (на 50 мл) та розчиняють в 25 мл оцтового ангідриду при перемішуванні і нагріванні на водяній бані (100 (С).

 Після повного розчинення суміші колбу з’єднують із зворотним холодильником і нагрівають ще 2 год. 

Далі реакційну суміш поступово виливають у 200 мл льодяної води при інтесивному перемішуванні. Після 2-3 год. енергійного перемішування осад відфільтровують на воронці Бюхнера, ретельно промивають водою та віджимають.
 Продукт перекристалізовують з 20 мл 95 %-го етилового спитру. Утворюється 8 г (73.8 %) білого порошку, t пл. 134 - 135 (С; [(]D +3.8( (хлороформ).

 ___________________

      При нагріванні з оцтовим ангідридом в присутності ацетату натрію утворюються (-ацетати глюкози.

1,2,3,4,6-Пента-О-ацетил-(-D-глюкопіраноза.
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     C6H12O6 [180.155]                                          C16H22O11 [390.339]


В конічній колбі в 20 мл теплого сухого піридину розчиняють 5 г безводної глюкози (повністю до кінця не розчиняється, (1/3 н.р.), розчин охолоджують до 0 (С та додають поступово при охолодженні та перемішуванні на магнітній мішалці 20 мл оцтового ангідриду(.

 Суміш залишають при кімнатній температурі на 18 – 20 год., потім виливають в 100 мл льодяної води при енергійному перемішуванні (перемішують впродовж 1 год.). 

Далі осад відфільтровують, промивають водою до зникнення запаху піридину, сушать на повітрі, потім у вакум-ексикаторі над хлористим кальцієм.


Одержують до 9.6 г (88.6 %) білого порошку, який очищують перекристалізацією з 20 – 25 мл 45 %-го етанолу, t пл. 112 - 113 (С; [(]D +102(.

     ___________________
      Розчинення відбувається впродовж 4 год. при перемішуванні.

лабораторна робота № 5
Гексаацетат D-маніту.
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         C6H14O6 [182.171]                                        C18H26O12 [434.391]


В плоскодонну колбу на 50 мл заливають 10 мл оцтового ангідриду та 0.1 г перхлорату магнію (ангідрону). До одержаного розчину додають 2 г D-маніту. 

Реакційну суміш перемішують на магнітній мішалці при 50 – 55 (С (на водяній бані). Після того, як весь маніт розчиниться реакційну суміш перемішують (температура не повинна перевищувати 60 (С) ще 10 – 15 хв., охолоджують до кімнатної температури та вивливають при енергійному перемішуванні в 50 – 60 мл води з льодом.


На наступному занятті одержаний безбарвний осад відфільтровують, промивають водою та сушать на повітрі.


Утворюється безбарвний кристалічний порошок. Вихід 88.5 %, t пл. 117 – 119 (С. 

Після кристалізації із спирту одержують 1,2,3,4,5,6-гекса-О-ацетил-D-маніт у вигляді великих прозорих кристалів   (t пл. 120 – 121 (С).

реакції вуглеводів по карбонільній групі
Гідразони, озазони та їх похідні

лабораторна робота № 6
Фенілгідразон D-манози.
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       C6H12O6 [180.155]                                      C12H18N2O5  [270.283]        

У стакані на 50 мл в 10 мл води розчиняють 2 г D-манози, додають 1.5 мл основи фенілгідразину (обережно, отрута! Гумові рукавички!) і 1.5 мл льодяної оцтової кислоти.

Суміш перемішують скляною паличкою до утворення однорідного розчину. Після цього починається кристалізація важко розчинного у воді фенілгідразону D-манози; через декілька годин кристали відфільтровують, промивають холодною водою і знову перекристалізовують з киплячої води (80-100-кратна кількість, в колбі на 200 мл). 

Для одержання чистої сполуки її водний розчин ((200 мл води) знебарвлюють кип’ятінням з активованим вугіллям. Одержаний продукт кристалізується у вигляді жовтуватих призм (t пл. 199 – 200 (С; [(]D +26.6( (піридин)). 

Вихід продукту 2-2.4 г.

Примітка. Фенілгідразон D-манози, на відміну від фенілгідразонів інших альдоз, майже не розчинний у воді, що дозволяє легко ідентифікувати та виділяти цей моносахарид з суміші з іншими вуглеводами.
 
Фенілгідразони альдоз, які легко розчиняються у воді, зазвичай одержують шляхом нетривалого нагрівання еквімолярних кількостей альдози та фенілгідразину в спиртовому розчині.
Фенілозазон D-глюкози.
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   C6H12O6 [180.155]                                            C18H22N4O4  [358.395]          
У круглодонній колбі на 50 мл з’єднаній із зворотним холодильником, змішують 1 г глюкози, 20 мл води, 2 г свіжоперегнаної основи фенілгідразину (обережно отрута! Гумові рукавички!), 2 мл 50% оцтової кислоти. Розчин нагрівають на киплячій водяній бані.
 Через 10-15 хв починається утворення довгих тонких голчастих кристалів озазону. Суміш нагрівають впродовж 1-1.5 год, охододжують, озазон відфільтровують і перекристалізовують з 50% спирту (в стакані ( в 30-50 мл 95% спирту розчиняють продукт, проводять гаряче фільтрування і до розчину додають гарячу воду). Утворюються світло-жовті тонкі кристали. Їх відфільтровують та висушують. При швидкому нагріванні в капілярі (1 (С за 2-3 с) сполука плавиться при 205-207 (С (з розкладом); [(]D -1.5( (піридин).  
Примітка. Таким методом можна одержати фенілозазони різних альдоз та кетоз. Іноді озазон може утворитись у вигляді темного масла, що важко кристалізується. В таких випадках масло відділяють і для видалення домішок розтирають в ступці з бензолом, а потім перекристалізовують з водного спирту.
Інші способи одержання. Фенілозазон D-глюкози (глюкозазон або фруктозазон) одержують аналогічним чином з D-фруктози або D-манози і фенігідразину в оцтовокислому розчині. У великих кількостях фенілозазони синтезують з інвертної сахарози.
лабораторна робота № 7
N-Феніл- D-глюкозотриазол.
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     C18H22N4O4  [358.395]                       C12H15N3O4  [265.267]        

У 1 л круглодонну колбу, з’єднану зі зворотним холодильником, змішують 5 г фенілозазону D-глюкози, 600 мл води, 7.5 г пентагідрату сульфату міді, 2-3 мл бутилового спирту.

Суміш нагрівають на водяній бані до повного розчинення фенілозазону (1.5-2 год) та зміни забарвлення з блакитного на зелене. Одержаний гарячий розчин фільтрують.

 При охолодженні фільтрату утворюються безбарвні голчаті кристали. Осад відфільтровують та висушують на повітрі. 

Маточний розчин упарюють до 100 мл і при його охолодженні виділяють додаткову кількість продукту. Загальний вихід N-феніл- D-глюкозотриазолу 2 - 3 г. Одержаний продукт перекристалізовують з 100 мл киплячої води (t пл. 193 – 194 (С; [(]D20 -81.5( (піридин)). 
Примітка. Внаслідок того, що озотриазольні похідні більшості цукрів добре розчиняються у воді, вище наведений метод синтезу є непридатним для деяких вуглеводів. Озотриазольні похідні таких вуглеводів одержують за наступною методикою.
Загальний метод синтезу фенілозотриазольних похідних цукрів.
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До 0.001 моль фенілозазону додають 20 мл водного 0.05 М CuSO4(5H2O і суміш кип’ятять в колбі, з’єднаній із зворотним холодильником, впродовж 30 хв. 
Озазон розчиняється через 15 хв, а розчин набуває темно-червоного забарвлення,  яке впродовж 15 хв змінюється на оранжевий, а потім на жовтувато-зелений. 
Розчин охолоджують до кімнатної температури і відфільтровують дрібнокристалічний червоний осад (мідь). 
Фільтрат упарюють в вакуумі приблизно до 1 мл. До залишку додають 10 мл абсолютного етанолу та охолоджують льодом впродовж 18 год.
 Відфільтровують озотриазол, який кристалізується у вигляді дрібних голок. 
Для одержання чистого продукту озотриазол прекристалізовують з ефіру.
Примітка. Озотриазольні похідні вуглеводів використовують для ідентифікації вуглеводів, оскільки вони мають чіткі температури плавлення і характерні показники питомого обертання.
Алкіліденові похідні вуглеводів
лабораторна робота № 8
Для введення алкіліденових угрупувань у молекулу вуглеводу використовують три методи:

1. каталіз мінеральними кислотами

2. каталіз хлоридом цинку

3. каталіз безводним сульфатом купруму

Каталіз мінеральними кислотами

2,3;5,6-Ді-О-ізопропіліден-(-D-манофураноза
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    C6H12O6 [180.155]                                                    C12H20O6 [260.241]   

В плоскодонній колбі на 200 мл впродовж 3 – 4 год струшують 3 г (-D-манози з 30-кратною кількістю безводного ацетону (90 мл), що містить ( 0.47 мл концентрованої сірчаної кислоти. 

Світло-жовтий розчин, що утворився, нейтралізують безводним карбонатом натрію і фільтрують. 

Фільтрат кип’ятять 1 год з вугіллям та декількома грамами карбонату натрію. Потім фільтрують і фільтрат упарюють у вакуумі (для невеликих кількостей у фарфоровій чашці). 

Залишок розчиняють в мінімальній кількості ефіру і осаджують петролейним ефіром. 

Вихід 3.73 г  (86.6%). З маточного розчину додатково одержують ( 0.2 г сполуки. Загальний вихід продукту реакції 92%.  
  2,3;5,6-Ді-О-ізопропіліден-(-D-манофуранозу перекристалізовують з петролейного ефіру.

 t пл. 122 – 123 (С; [(]14D +38( ( +17( (c 1.0, ацетон), [(]14D +31.5( ( +10( (c 0.55, тетрахлоретан), [(]16D +16((c 2.6, етанол),   [(]16D +12( ( -6( (1 год) ( +1( (45 год); (c 0.45, вода).


Для реакції можна використовувати технічний ацетон, який краще попередньо очистити. Для цього ацетон кип’ятять з невеликою кількістю перманганату калію до утворення стійкого лілового (бузкового) забарвлення, потім переганяють і сушать дві доби над безводним поташем або сульфатом кальцію.

 Осушник відфільтровують, а ацетон переганяють повторно. 

Каталіз хлоридом цинку


1,2;3,4;5,6-Три-О-ізопропіліден-D-маніт
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       C6H14O6 [182.171]                                            C15H26O6 [302.364]                                                                                
В круглодонну колбу (на 100 мл) заливають 25 мл ацетону та додають 4 г безводного хлорида цинку. В одержаній суміші розчиняють 2.5 г D-маніту і залишають на ніч. Ацетон відганяють в вакуумі при 30(, а залишок змішують з рівним об’ємом льодяної води. Триацетонманіт викристалізовується через деякий час. Для очистки продукт розчиняють в спирті і осаджують водою, осад відфільтровують, сушать над сірчаною кислотою. Вихід продукту 2.9 г (70%). t пл. 68 – 70 (С, [(]D + 12.5(.

Інші способи одержання. 
Триацетонманіт може бути одержаний також конденсацією маніту з ацетоном в присутності хлороводню.

реакції вуглеводів по глікозидному гідроксилу
О-глікозиди.

лабораторна робота № 9
Метил-(-D-глюкопіранозид
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      C6H12O6 [180.155]                                             C7H14O6 [194.088]           

І спосіб.
 Для синтезу готують 0.25%-ий метанольний розчин хлористого водню. Для цього 200 г (251 мл; 6.2 моль) безводного та вільного від ацетону метанолу насичують при охолодженні льодом сухим хлороводнем до збільшення маси на 5 г і розбавляють розчин 1800 г метанолу. До одержаного розчину додають 500 г (2.77 моль) добре подрібненої безводної D-глюкози та кип’ятять впродовж 72 год в колбі, оснащеній зворотним холодильником, який закритий трубкою з натронним вапном. Світло-жовтий розчин залишають при 0( на 12 год (попередньо вносять кристалик (-метил-D- глюкопіранозиду або труть скляною паличкою по стінці колби для ініціювання кристалізації). Отримані кристали відфільтровують та двічі промивають холодним метанолом (по 100 мл). Вихід продукту з t пл. 165 (С – 85-120 г.

Маточний та промивний розчини заливають знову в колбу і ще раз кип’ятять із зворотним холодильником впродовж 72 год, розчин упарюють до 800 мл, вносять затравку і залишають при 0(С на 24 год. Одержаний осад відфільтровують і тричі промивають метанолом порціями по 100 мл. 


Вихід продукту з t пл. 164-165 (С – 110-145 г.


Далі знову маточний та промивний розчини об’єднують, упарюють до 300 мл і залишають при 0(С ще на 24 год.


Кристали, що утворились, без фільтрування розводять подвійною (по масі) кількістю абсолютного метанолу і залишають при 0(С на 24 год. Осад відфільтровують і перекристалізовують з 2.5 ваг. ч. метанолу. 


Вихід продукту з t пл. 164-165 (С – 30-36 г. Загальний вихід 260-266 г (48.5 – 49.5% від теоретичного), [(]D +158.9(.


Для повного очищення продукт перекристалізовують з п’яти частин метанолу. З останнього маточника при тривалому стоянні виділяється метил (-D-глюкопіранозид (6 г), t пл. 94-96 (С.

ІІ спосіб.
У 200 мл метанолу розчиняють 100 г глюкози і кип’ятять з 8 мл концентрованої соляної кислоти впродовж 15-16 год на водяній бані в колбі, оснащеній зворотним холодильником. Реакційну масу залишають на ніч у холодильнику. Утворюється до 23 г (вихід 21% від теоретичного) осаду (-метилглюкопіранозиду (t пл. 164 – 165 (С; [(]20D + 158.9().


Продукт перекристалізовують з метанолу.
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Список скорочень

· DMF - диметилформамід

· DMSO - диметилсульфоксид
· ROH - спирти

· Py - піридин

· HOAс – оцтова кислота
· Et2O – диетиловий етер

· PhH – бензол (бензен)

· ТГФ - тетрагідрофуран

· AcOEt - етилацетат
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