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Generelle retningslinier

- Du har 5 timer til at gennemfgre testen. Brug din tid med omtanke. Du skal
regne med at bruge 1 time pa Prgve 1 (10 points), to timer pa Prgve 2 (15 po-
ints) og to timer pa Prgve 3 (15 points).

- Skriv dit navn og kode nummer pa hvert eneste svarark.

- Der er 13 sider tekstark, 1 figurark og 7 sider svarark.

- Skriv svarene og dine udregninger i den tilhgrende boks péa svararket.

- Brug kun de udleverede kuglepenne, linial og lommeregner.

- Du kan rekvirere en engelsk version af tekst og svarark hvis ngdvendigt.

- Der er pa et separat ark vedlagt figurer som supplement til brugerinstrukti-
onen her i teksten om brug af henholdsvis spektrofotometeret, C-18 mikro-
kolonnen og pipettehjeelperen

- Supplerende kemikalier eller glasudstyr kan rekvireres, men vil blive straffet
med 1 minuspoint per stk. undtaget er dog demineraliseret vand.

- Du ma benytte toilettet efter tilladelse.

- Nar du er faerdig med testen laegges alle svararkene og prgvearkenen i den
udleverede kuvert, som lukkes.

- Bliv padin padin plads indtil du far besked om at forlade lokalet.

- Du méatage penalhuset, kuglepennene, linialen, lommeregneren og C-18 mi-

kro-kolonnen med hjem.



Sikkerhed og affaldshandtering

- Brug altid sikkerhedsbriller og kittel.

- Ingen sundhedsfarlige kemikalier bliver brugt. Alle syrer, baser og oplgs-
ninger er fortyndede. Undga kontakt med huden. Brug Kimwipe lommetar-
kleedepapiret til at aftare med, hvis ngdvendigt

- Indand ikke kemikalier og reagenser.

- Anbring brugte kemikalier i plastikdunken meerket “DISPOSABLE”. Anbring
brugte reagensglas og evt. itugaet glas i bgtten maerket “Waste Basket”.



Apparatur, kemikalier og glasudstyr

Prgve-1,2 (hvid kurv) Prgve-3  (sort kurv)
Spektrofotometer 1 Reagensglas 95
Kuvette (1 cm lys-vejleengde) 1 Reagensglasstativ 1
C-18 mikro-kolonner 4 Spatler 2
10 mL plastiksprgjte 1 1.5 mL malepipette (polyethylene) 15
1 mL plastiksprgjte 1 Pincet 1
pasteur pipetter 3 tuschpen (til at skrive pa glas) 1
1 mL glaspipette 1 pH papir 1
5 mL glaspipette 1 100 mL glasflasker (skruelag) 3
Pippettehjeelper 1 95% EtOH 95% ethanol
10 mL malekolber 2 Meerket | CH3CN acetonitril
Burette 1 med water demineraliseret
Reagensglas 20 (vand) vand
reagensglasstativ 1 30 mL drébeflasker 6
50 mL konisk kolbe (Erlenmeyer) 1 1M HCI 1M HCI oplgsning
100 mL baegerglas 2 1M NaOH 1M NaOH oplgsning
pipetteheetter 2 3% 2,4-
trefarvet kuglepen, lineal 1 2,4-DNPH dinitrophenylhydrazin
Sprgijteflasker 3 oplgsning

Solution E 33% ethanol | vand Maerket 20% ceri-

med CAN um(lV)ammonium

(oplgsning E)

Meerket | NaOH solution | mindre end 5 mM
med (NaOH oplgsning)
Water demineraliseret
(vand) vand
100 mL glassflasker(skruelag) 6

Solution R

(Oplgsning R)

Radt farvestof i
oplgsning E

Solution B

(Oplgsning B)

Blat farvestof i op-
lgsning E

Maerket | Solution MD

med (oplgsning MD)

Farveblanding af B
og R

Solution MA
(Oplgsning MD)

Blandede syrer ; ed-
dikesyre og salicyl-
syre | vand

nitrat oplgsning

0.5% KMnQO4

0.5% KMnO4 oplgs-

ning

2.5% FeCl;

2.5% FeCl; oplgsning

10 mL prgveglas

Setd U-1

Setd U-2

Setd U-3

Meerket

Setd U-4

med

Setd U-5

Set[d U-6

Setd U-7

KHP

Kaliumhydrogen-
phtalatoplgsning

phenolphthalein

0.05% oplgsning




Sadan bruger du spektrofotometeret (se figurerne pa det vedlagte ark)

Spektrofotometeret bestar af tre komponenter; lyskilden, detektoren og kuvetteholderen.
Laget pa kuvetteholderen vil formodentlig sta dbent. Du kan lade det sta abent under ma-
lingerne. En kuvette er placeret i holderen sa etiketten pa kuvetten vender mod lyskil-
den (se Fig. A). Brug denne orientering af kuvetten gennem hele eksperimentet. Spektro-
fotometeret er varmet op og klar til brug. Falg blot proceduren nedenfor nar du skal lave

dine absorbansmalinger.

a) Fyld kuvetten 3/4 op med oplgsning E og indsaet den i kuvetteholderen. Luk ikke
laget pa kuvetteholderen.

b) Brug musen pa computeren og flyt kurseren til REFERENCE og klik tre gange. Klik
dernaest pa MEASURE tre gange og du vil fa absorbansmalinger taet pa nul for 10
bglgelaengder mellem 470 and 650 nm i intervaller af 20 nm (Fig. B). Spektrofotome-
teret er nu nulstillet.

c) Fyld nu kuvetten med den oplgsning du skal male absorbansen pa og tryk pa
MEASURE tre gange. Du vil fa absorbansmalinger for din preve ved de samme bgl-
geleengder som far. Skriv resultatet af dine absorbansmalinger i tabellen pa svarar-
ket.

Sadan burger du C-18 mikrokolonnen

a) Mikro-kolonnen har en indgangsstuds og en udgangsstuds (se Fig. C). Indgangs-
studsen har den stgrste diameter.

b) Nar man skal vaske eller eleuere skal man fgrst overfgre veesken til en passende
plastiksprgjte og dernaest forbinde denne sprgijte til indgangsstudsen pa mikroko-
lonnen. Pres dernaest vaesken langsomt igennem mikrokolonnen ved hjeelp af
stemplet i plastiksprgjten (se Fig. C & E)

c) For at indfgre analyseoplgsningen i mikrokolonnen tager man fgrst 10 mL plastik-
sprgjten og indseetter i indgangsstudsen pa mikrokolonnen. Ved hjeelp af en 1 mL
pippette overfgrer man kvantitativt 1,00 mL af analysen til plastiksprgjten, idet
stemplet er taget ud (Fig. D). Seet nu stemplet i plastiksprgjten og overfgr prgven
til mikrokolonnen ved at presse langsomt. Sgrg for at alt stof kommer ud af pla-
stiksprgjten. Undga at fa luft ind i mikrokolonnen efter at praven er pafart.
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d) Man kan genbruge mikrokolonnen efter, at den er blevet vasket igennem med op-
lgsning E (oplgsningsmidlet).

e) Adskil plastiksprgjten fra mikro-kolonnen ved at fjerne stemplet fra sprgjten.

Sadan burger du pipettehjeelperen

Rul hjulet ned for at fylde pipetten og op for at tsmme den (se Fig. F).

Figur tekster:

Fig. A Spektrofotometer (kuvette med etikkette vendt mod lyskilden)
Fig. B Skeermbillede fra computeren til maling af absorbanser.

Fig. C Vask/eluering med 10 mL sprgjte

Fig. D Péafgring af prave til sprajten.

Fig. E Eluering med 1 mL sprgjte.

Fig. F Pipettehjeelper



Praktisk prove 1

Omvendt-fase Chromtografi:
Spektrofotometrisk Analyse

Chromatografisk adskillelse efterfulgt af en spektrofotometrisk analyse er en af
de mest udbredte analyseteknikker i kemiske laboratorier overalt i verden. For
eksempel analyseres en blanding af organiske forbindelse ofte med omvendt fa-
sechromatografi efterfulgt af spektrofotometrisk bestemmelse. | omvendt fase-
chromatografi udnyttes den hydrofobiske vekselvirkning mellem det stationasere
fasemateriale (seedvanligvis octadecylgrupper) og de ikke-poleere egenskaber for
analyseblandingen. Chromatogrammet kan derved simplificeres og indholdet af
de relevante stoffer kan selektivt bestemmes ved hensigtsmeessigt valg af baglge-
leengden. | denne del af den praktiske prgve skal der udfgres spektrofotome-
tiske undersggelser af farvestoffer med og uden separation.
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Food Red No. 40 Methyl Violet 2B

1-1. Spekrofotometrisk analyse af R og B i blanding

a) M&l absorbansen af b&de oplagsning R (3,02 x 10° M) og B (1,25 x 10° M)
(se Fig. A & B). Udfyld tabellen pa& svararket med dine malinger. Tegn ab-
sorptionsspektret for det rgde farvestof med den rgde farvepen og spektret
for det bla farvestof med bla farvepen (Fig. 1-1).

b) Gentag absorbansmalingerne for oplgsning MD. Oplgsning MD er en
blanding af oplgsning R og B i et bestemt blandingsforhold. Tilfgj spektret
for blandingen MD med sort farve i Fig. 1-1.
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c) Bestem ved hjeelp af Lambert-Beers lov den molaere koncentration af beg-
ge farvestoffer i oplgsning MD, idet du anvender udvalgte data fra tabellen.
Du kan ikke bestemme brgkdelen af et farvestof, ved at treekke brgkdelen af
det andet farvestof fra 1.

1-2. Chromatografisk adskillelse efterfulgt af spektrofotometrisk analyse

a) Vask mikrokolonnen med ca. 10 mL af oplgsning E. Brug 10 mL sprgjten
(Fig. C).

b) Pafar forsigtigt 1.00 mL af oplgsning MD i toppen af mikrokolonnen (Fig.
D).

c) Brug 1 mL sprgijten til at eluere mikrokolonnen med oplgsning E (Fig. E).
Opsaml elueringsveesken i en 10 mL malekolbe. Gentag elueringen indtil
det rade farvestof er fuldsteendigt elueret og opsamlet.

d) Fyld malekolben op til 10 mL maerket med oplasning E og ryst for at blan-
de. Denne oplgsning kaldes F.

e) Optag absorptionsspektrt for oplgsning F pd samme made som i Eksperi-
ment 1-1. Der sker en fortynding under elueringen, derfor skal den malte
adsorbans ganges med 10 nar man tegner spektret for oplgsning F. Tegn
spektret med en stiplet linie i Fig. 1-1 med rad farve.

f) Fortynd oplgsning R efter behov og konstruer en kalibreringskurve ved en
balgeleengde, som du finder hensigtsmeessig til at analyse det rgde farve-
stof (R) i oplgsning F. Tegn kalibreringskurven i svararket (X-akse: kon-
centration; Y-akse: absorbans, Fig. 1-2). Angiv den anvendte bglgeleengde.
Udover origo bar kalibreringskurven indeholde tre punkter. Angiv malingen
pa oplasning F pa kalibreringskurven.

g) Angiv koncentrationen af R i den originale oplgsning MD.
h) Sammenlign denne koncentration med den veerdi du fandt i eksperiment

1-1 og angiv udbytte-procenten (den eluerede meengde / den pafyldte
meengde) i forbindelse med chromatograferingen.



Praktisk progve 2

Omvendt-fase chromatoqgrafi:
Syre-Base titrering af eddikesyre oq salicylsyre

Eddikesyre (AA) og salicylsyre (SA) har en noget forskelig polaritet og kan sale-
des separeres ved omvendt-fase chromatografi med destilleret vand som eluent.
AA elueres fgrst. Den totale meengde af AA og SA i en blanding bestemmes ved
en titrering. Efterfglgende bestemmes, efter en chromatografisk separation, ind-
holdet af AA og SA hver for sig.

2-1. Bestemmelse af den totale maengde af AA og SA i en blandes syreoplgsning

(MA)

a) Titrer 10 mL demineraliseret vand med den udleverede NaOH-oplgsning (<5
mM). Angiv oplgsningsmidlets (demineraliseret vands) forbrug af NaOH-
oplgsning pr. mL demineraliseret vand. Du skal tage hensyn til oplgsnings-
midlets forbrug af NaOH for oplgsningerne i de efterfglgende analyser. Vis
hver gang korrektionerne i dine beregninger pa svararket.

b) Indtii NaOH-oplgsningen pa 2,00 mL af den udleverede standard
KHP(kaliumhydrogenphthalat)-oplgsning (1,00 x 102 M). Gentag forsgget og
angiv koncentrationen af NaOH-oplgsningen. Vis, hvordan du tager hgjde for
oplgsningsmidlets forbrug af NaOH.

c) Afpipetter 1,00 mL af oplgsning MA og bestem det totale syreindhold. Gen-
tag og angiv den totale stofmeaengde af AA og SAi 1,00 mL af oplgsning MA.

2-2. Omvendt-fase separation oqg titrering

a) Vask en ny C-18 mikrokolonne med ca. 10 mL demineraliseret vand ved
hjeelp af 10 mL sprgjten.

b) Pafar forsigtigt 1,00 mL af oplgsning MA i toppen af mikrokolonnen. Opsaml
elueringsveesken i reagensglas 1 (Fraktion 1).

c) Eluer med 1 mL demineraliseret vand. Opsaml| den eluerede veeske fra ko-
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lonnen i reagensglas 2 (Fraktion 2). Gentag proceduren indtil du har opsam-
let 20 fraktioner. Du har nu saledes 20 reagensglas med ca. 1 mL vaeske i
hver,

d) Bestem ved direkte titrering i reagensglasset syreindholdet i dette. Angiv
det forbrugte volumen af NaOH-oplgsning og stofmeengden af syre(r) i hvert
reagensglas. Tegn en graf pa svararket (Fig. 2-2) der viser stofmeengden af
syre(r) i hvert reagensglas (X-akse: Stofmaengde syre og Y-akse: reagens-
glas nummer).

e) Oplgsningsmidlets forbrug af NaOH-oplgsning og baggrunden, der skyldes
frigivelse af stoffer med syreegenskaber fra kolonnen, skal fratreekkes (disse
ekstra forbrug slipper man aldrig af med). Nar det totale indhold af elueret AA
skal bestemmes, kan man se bort fra de reagensglas, der kun indeholder
spor af syrer. Reagensglas 2 og 3 indeholder det meste af AA. Beregn det to-
tale indhold af elueret AA ved at laegge indholdet i de relevante reagensglas
sammen. Tilsvarende beregn den totale maengde af elueret SA. Angiv, ud fra
Fig. 2-2, hvilke fraktioner (reagensglas) du har anvendt til at beregne indhol-
det af hver enkelt syre.

f) Beregn stofmeengdeprocenten af AA i oplgsning MA.
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Praktisk prove 3

Kvalitativ analyse af organiske forbindelser
| dette eksperiment skal du identificere syv faste ukendte forbindelser (analyse-
seettet), alle anvendes i dagligdagen som enten medicin eller i den organiske ke-
mi. Forbindelserne er vist pa side 7 sammen med tre andre der ikke er i analyse-
seettet. For at kunne identificere disse skal du udfgre en reekke kemiske test pa de
ukendte forbindelser, som angivet nedenfor. P4 baggrund af dine resultater og

udelukkelseprincippet kan du finde ud af hvem der hvem.

- De ukendte er meerket
Setd U-1, Setd U-2, SetO U-3, SetO U-4, SetO U-5, SetO U-6, Setd U-7

Procedure
Nyttige tips:

a) Massen af en spatelfuld (ske-enden) af et fast stof er ca. 15~20 mg.

b) Spatlen skal renggres med Kimwipe mellem hver brug.

c) Efter tilseetning af et af reagenserne, beskrevet nedenfor, til oplgsningen af
et ukendt stof skal indholdet blandes omhyggeligt og resultatet iagttages
med omhu.

d) For at opna fuldt pointtal skal alle test udfares og resultatet skal angives i
tabellen.

Test 1: Oplgseligheds test
Kom en spatelfuld (15~20 mg) af et af de ukendte stoffer i et reagensglas

sammen med 1 mL CH3;CN. Ryst reagensglasset og angiv oplgseligheden.
Gentag testen med 1 M HCI, vand og 1 M NaOH.
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Test 2: 2,4-DNPH test

Anbring 15~20 mg af et ukendt stof i et reagensglas og oplgs det i 2 mL 95 %
EtOH (For de ukendte vandoplgselige forbindelser oplgses ca. 15~20 mg i 1
mL vand). Tilseet fem draber 2,4-dinitrophenylhydrazin opl@st i koncentreret
svovisyre og 95 % ethanol (maerket 2,4-DNPH).

Test 3: CAN test

Bland 3 mL af cerium(lV)ammoniumnitrat oplgst i fortyndet HNO3; (maerket
CAN) med 3 mL af CH3CN i et reagensglas. | et andet reagensglas kommes
15~20 mg af det ukendte stof til 1 mL af oplgsningen fra far. (For de ukendte
vandoplgselige forbindelser, oplgses ca. 15~20 mg i 1 mL vand farst, hvorefter
der tilseettes 1 mL CAN. Hvis der kommer et farveskift i oplgsningen kan op-
lgsningen indeholde en alkohol, en phenol og/eller en aldehyd.

Test 4. Baeyers test

| et reagensglas, oplgses ca. 15~20 mg af et ukendt stof in 2 mL CH3;CN (For de
ukendte vandoplgselige forbindelser oplgses ca. 15~20 mg i 1 mL vand). Til
denne oplgsning seettes langsomt fem draber af 0,5 % KMnO4 oplgsning, dra-
be for drabe under omrystning.

Test 5: pH test
| et reagensglas, oplgses ca. 15~20 mg af et ukendt stof in 2 mL 95 % EtOH.
(For de ukendte vandoplgselige forbindelser oplgses ca. 15~20 mg i 1 mL
vand). Mal oplgsningens pH med pH papir.

Test 6: Jern(lll) chlorid (FeCl3) test

Tag oplgsningen fra Test 5 og tilsaet fem draber 2.5 % FeCl; oplasning.
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Resultater

1. Noter alle dine test resultater pa svararket. Skriv O hvis stoffet er oplgseligt og
X hvis stoffet er uoplgseligt i de fire oplgselighedstests. Skriv (+) vis der er posi-
tiv reaktion og (-) hvis der er negativ reaktion ud for test 2 ~ 4 og 6. Skriv a, b el-
ler n for sur, basisk eller neutral, henholdsvis, ud for Test 5 (pH Test).

2. Brug dine resultater og logiske teenkning til at identificere den mest sandsynli-

ge struktur for hver af de syv ukendte forbindelser fra nedenstaende liste. Skriv
forbindelsens bogstav i den til hgrende boks pa svararket.

Mulige ukendte forbindelser

= X _COOH o OH
®E>..|OH HO
A HO . ,

HO" “NH, ® HCI
NH, OCHj OCHj OH

(A) ) (F) ©)

e H
CHs
o) CHs o N
~"OH
HaC” “CH; |

>..

NS

N

(K) (M) Q
H\H/CH3 CHO OH
/©/ 0 HO ©;(OCH3
HO

OCH3 O
M V) (W)
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