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Wprowadzenie:

Analiza zwigzkow organicznych obejmuje zarowno problemy jakosciowe dgzgce do
ustalenia sktadu chemicznego badanej substancji, szeroko pojetej struktury oraz
identyfikacji zwigzkdw juz poznanych, jak tez problemy ilosciowe zwigzane =z
wyznaczaniem masy czgsteczkowej, wzoru strukturalnego czy tez stezenia badanego
potgczenia. Analiza chemiczna pozwala ustalic obecnos¢ grup funkcyjnych,
charakterystycznych struktur oraz struktury szkieletu.

Klasyczna analiza chemiczna opiera sie na reakcjach chemicznych jakim ulegajg
zwigzki organiczne. W pierwszym etapie poznawania zwigzku okreslany jest sktad
jakosciowy potgczenia chemicznego, czyli z jakich pierwiastkéw jest zbudowany (C, H,
0O). W kolejnym etapie jest poznawany wzér sumaryczny (C,7Hs60). Pod postacig
powyzszego wzoru sumarycznego moze sie kry¢ wiele zwigzkdéw, nalezgcych do réznych
grup. W zakwalifikowaniu do jednej z grup zwigzkéw organicznych jest pomocne
okreslenie rozpuszczalnosci w rdéznych rozpuszczalnikach oraz wykonanie szeregu
charakterystycznych reakcji. Metody klasycznej analizy zwigzkéw organicznych sg bardzo
czasochtonne i wymagajg duzych ilosci substancji do badan, bez mozliwosci odzyskania.

W miare rozwoju chemii organicznej, syntezy wielu nowych zwigzkow, wydzielania
nieznanych substancji z produktéw naturalnych rosty wymagania stawiane metodom
analitycznym. Nowe, spektroskopowe metody analityczne (IR, UV, NMR, MS) wyparty
metody klasycznej analizy. Stosowana w laboratoriach naukowo-badawczych coraz
nowoczes$niejsza aparatura pomiarowo-badawcza wymaga niewielkich iloSci substancji,
pozwala na szybkie oznaczenie i jest bardzo doktadna.

Cel projektu:
Celem praktycznym projektu jest zastosowanie réznych metod: chemicznych,

spektroskopowych i programoéw komputerowych w celu identyfikacji i oznaczania
zawartosci substancji chemicznych w zywnosci i materiale biologicznym. Zwienczeniem
pracy laboratoryjnej bedzie komputerowe opracowanie uzyskanych wynikéw pomiarowych
i opracowanie sprawozdania/prezentacji.
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Cele ksztatcenia:
Uczen:

- wymienia i wyjasnia podstawowe zasady obowigzujgce podczas pracy w laboratorium
chemicznym,

- wymienia podstawowy sprzet laboratoryjny stosowany podczas pracy w laboratorium
chemicznym,

- definiuje pojecie barwy i wyjasnia skad biorg sie barwy w przyrodzie i w produktach
bedacych wytworem ludzkiej pracy.

- podaje przyktady barwnikow naturalnych i syntetycznych. Czy wszystkie barwniki
mozna stosowac w przemysle spozywczym?

- wymienia znane zwigzki chemiczne charakteryzujgce sie okreslong barwa.

- opisuje budowe spektroskopu i oddziatywanie fal elektromagnetycznych, o réznych
zakresach energii, na molekuty.

- planuje kolejnos¢ wykonywanych reakcji chemicznych.

- wykonuje samodzielnie reakcje charakterystyczne na wykrywanie cholesterolu.

- w pracowni spektroskopowej wykonuje pomiary absorbancji roztworow kompleksu
cholesterolu z odczynnikiem zelazowym przy statej dlugosci fali monochromatycznego
promieniowania elektromagnetycznego (tutaj 550 nm) wobec slepej odczynnikowe;j.

- po wykonaniu analiz chemicznych, uczniowie myjg szkto laboratoryjne i sprzatajg
swoje stanowisko pracy. Cel - nauka odpowiedzialnej i bezpiecznej pracy w
laboratorium chemicznym.

- bada reaktywnosc¢ cholesterolu z kwasem siarkowym w odmiennych warunkach
(reakcja Salkowskiego ze stezonym kwasem siarkowym oraz reakcja Libermanna-
Burchardta z kwasem siarkowym wobec bezwodnika octowego) oraz z odczynnikiem
zelazowym. Obserwuje zmiane zabarwienia mieszaniny reakcyjne;j.

- analizuje: wptyw Srodowiska reakcji na rodzaj powstajgcego produktu, poprzez
zmiane barwy oraz intensywno$¢ zabarwienia powstajgcego kompleksu barwnego
chlesterolu w zaleznosci od jego zawartosci w analizowanej prébce.

- odczytuje wyniki i dokumentuje pomiar wypetniajgc tabelke z danymi pomiarowymi
(warto§¢ absorbancji, zawarto$¢ cholesterolu, dlugos¢ fali promieniowania
elektromagnetycznego).

- obserwuje wykonanie pomiaru widma cholesterolu metodg spektroskopii IR.

- analizuje zalezno$¢ wartosci absorbancji od stezenia (zawartosci) badanej substancji.

- stosuje programy komputerowe: ORIGIN i arkusz kalkulacyjny Excel do
zidentyfikowania badanej substancji i obliczenia jej zawartosci w badanej prébie.
- interpretuje uzyskane wyniKi reakciji charakterystycznych, pomiaréw

fotokolorymetrycznych i widma IR. Na podstawie tych badan identyfikuje zwigzek
chemiczny i jego zawartos¢ w roztworze.



Pytanie kluczowe:

Do jakiej grupy zwigzkéw chemicznych nalezy cholesterol i jaka jest jego budowa
chemiczna?

Podaj zrédta wystepowania cholesterolu i role jakg odgrywa w procesach zyciowych
organizmu ludzkiego.

Przynaleznos¢ cholesterolu do steroli wchodzacych w skiad lipidow
Cholesterol jest zwigzkiem chemicznym nalezgcym do bardzo licznej grupy zwigzkdéw

organicznych okreslanej mianem lipidow. W skfad lipidow wchodzg zwigzki organiczne,
ktére w przeciwienstwie do weglowodoroéw, biatek, weglowodanodw i innych nie wykazuja,
jak wczesniej wymienione, typowych cech budowy, a gtbwnym powodem
zakwalifikowania ich do tej grupy zwigzkoéw jest dobra rozpuszczalno$¢ w niepolarnych
rozpuszczalnikach organicznych. Lipidy dzielimy na: lipidy proste (inaczej wiasciwe)
bedgce estrami gliceryny i kwaséw ttuszczowych, woski oraz lipidy ztozone: fosfolipidy i
sterole. Sterole charakteryzujg sie 4-pierscieniowg budowg, zawierajgcg rdzen steranu z
grupg -OH w pozycji 3 oraz tancuch boczny w pozycji 17.

CHg

HaC

Cholesterol jest sterolem pochodzenia zwierzecego, zbudowanym z czterech
potgczonych pierécieni weglowodorowych =z jednej strony podstawiony grupg
hydroksylowag, a z drugiej hydrofobowym ogonem weglowodorowym. Reaktywnosé
cholesterolu gtéwnie zwigzana jest z grupg hydroksylowg z pozyciji 3.

Wystepowania cholesterolu i jego funkcje w procesach zyciowych organizmu

ludzkiego
Cholesterol wraz z fosfolipidami i glikolipidami stanowi lipidowy sktadnik bton

biologicznych.  Cholesterol stanowi materiat budulcowy prawie wszystkich bfon
komérkowych organizmow zwierzecych. Czgsteczki cholesterolu ukfadajg sie w nich
réwnolegle do tancuchéw kwasow ttuszczowych fosfolipiddw. Takie utozenie w btonach
jest stabilizowane oddziatywaniem grupy hydroksylowej przy C3 z sgsiadujgcymi grupami
gtéwek fosfolipidow. Z niektorymi fosfolipidami tatwo tworzy swoiste kompleksy, ktére
koncentrujgc sie w specyficznych regionach btony, formujgc struktury zwane tratwami
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lipidowymi, wptywajgce na ptynnos$¢ bton. Zawarto$¢ cholesterolu w lipidach btonowych
niektérych komorek nerwowych stanowi ok. 25%.

Cholesterol moze by¢ dostarczany do organizmu wraz z pozywieniem lub
syntezowany de novo, podczas trzyetapowego procesu biosyntezy, wyprowadzanego z
acetylo-CoA. Zatem w organizmie czlowieka wystepuje cholesterol egzo- i endogenny.
Organizm dorostego cztowieka, bedgcego na diecie niskocholesterolowej, syntezuje ok.
800 mg cholesterolu dziennie. Biosynteza odbywa sie w gtownie w watrobie, chociaz
znaczne ilosci cholesterolu syntezowane sg rowniez w jelicie. Kontrola nad syntezg
cholesterolu w organizmie jest regulowana przez receptory "wyczuwajgce" obecnosc
cholesterolu we krwi.

Nadmiar cholesterolu w stosunku do zapotrzebowania watroby jest eksportowany/
przenoszony w postaci lipoprotein (komplekséw biatko-lipid) o bardzo matej gestosci
VLDL (very low density lipoproteins) do tkanki ttuszczowej i innych tkanek, gdzie ulega
uwolnieniu. Uwolniony cholesterol moze by¢ wykorzystany do biosyntezy bton lub
ponownie zestryfikowany. Cholesterol dostarczony z pozywieniem trafia do jelita, skad
rozpoczyna swojg wedrowke pod postacig wielkich chylomikrondw, czgsteczek o
najmniejszej gestosci. W watrobie ulegajg one przemianom i wychodzg z niej w postaci
lipoprotein VLDL (very-low-density-lipoproteins) o bardzo matej gestosci, ktéra
spowodowana jest duzg zawartoscig triacylogliceroli i cholesterolu we wnetrzu
przenoszacej lipoproteidy. Ubytek triacylogliceroli w wyniku enzymatycznej hydrolizy i
przekazanie uwolnionych kwasow ttuszczowych do komorek ttuszczowych powoduje
wzrost gestosci czgsteczek z utworzeniem kolejno lipoproteid o posredniej gestosci IDL
oraz o matej gestosci LDL.

Czy cholesterol jest potrzebny organizmowi do prawidtowego funkcjonowania?

Z pochodnych cholesterolu ergosterolu i 7,8-didehydrocholesterolu (prowitaminy
witaminy D wystepujgcej wraz z cholesterolem w lipidach skory), pod wptywem promieni
UV i nastepnie podwyzszonej temperatury, powstajg odpowiednio witaminy D, i Ds.
Witaminy z grupy D odgrywajg bardzo wazng role w gospodarce wapniowo-fosforanowej
organizmu.

Cholesterol jest rowniez przeksztatcany w watrobie w bardzo wazne kwasy zétciowe,
t. kwas cholowy (3,7,12-trihydroksycholanowy), kwas deoksycholanowy (3,12-
dihydroksycholanowy) i kwas litocholanowy (3-hydroksycholanowy), ktére, po
przeksztatceniu i przetransportowaniu do woreczka zoétciowego, wchodzg w sktad zofci
dozowanej dalej do jelit. Zmniejszenie wydzielania kwaséw zotciowych przez watrobe
utrudnia trawienie i wchtanianie ttuszczéw oraz przyswajanie witamin rozpuszczalnych w
ttuszczach. Zdrowy dorosty organizm ludzki wydziela w ciggu doby okoto 20 g kwasow
z6fciowych, z czego ok. 2 g stanowig nowe kwasy wytworzone przez watrobe.

Cholesterol stanowi podstawowy substrat w biosyntezie hormonéw sterydowych, tj.
ptciowych i kortykosterydowych. Hormony piciowe wytwarzane sg przez gruczoty ptciowe
i w niewielkim stopniu przez kore nadnerczy i nastepnie, w bardzo matym stezeniu,
wydzielane do krwiobiegu. Hormony ptciowe dzielg sie na dwie zasadnicze grupy: meskie
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hormony ptciowe tzw. androgeny ( od greckiego stowa andros=mezczyzn) i zenhskie
hormony ptciowe tzw. ginogeny (geny=kobieta). Powstate w wyniku przemian cholesterolu
hormony sg czgsteczkami sygnatowymi, odpowiedzialnymi za prawidtowe funkcjonowanie
organizmu. Hormowy ptciowe wptywajg na rozwoj narzadow piciowych oraz ksztattowanie
sie drugorzedowych i trzeciorzedowych cech piciowych. Sg roéwniez czynnikami
wptywajgcymi na zachowania osobnicze.

Metody spektroskopowe w analizie chemicznej

Dziatanie $wiatta na materie wywotuje procesy fizyczne i procesy chemiczne. Dla
odroznienia od proceséw zachodzgcych bez udziatu Swiatta okresla sie je odpowiednio
procesami fotofizycznymi i fotochemicznymi.

Podstawowym procesem fotochemicznym jest wytwarzanie materii organicznej w
procesie fotosyntezy zachodzgcej w zielonych roslinach w wyniku reakcji wody z
ditlenkiem wegla z udziatem Swiatta. Przyktadem fotochemicznego procesu jest takze
magazynowanie energii cieplnej podczas przemiany materialu organicznego w paliwa
kopalne: wegiel, rope naftowg i gaz. Znang reakcjg fotochemiczng jest réwniez reakcja
biosyntezy witaminy D.

W procesach fotofizycznych materia absorbujgca sSwiatto nie ulega Zzadnym
przemianom chemicznym. Przechodzeniu wigzki swiatta przez materie (np. zwigzek
chemiczny) moga towarzyszy¢ takie procesy jak: absorpcja, rozpraszanie, luminescencja,
transmisja. Te procesy powodujg, ze po przejsciu przez materie natezenie wigzki swiatta
padajgcego lp zostaje zredukowane do natezenia Ir. Swiatto zaabsorbowane znika
bezpowrotnie, ulegajgc przemianie na energie wzbudzenia probki. Zaabsorbowana
energia ulega ostatecznie degradacji na energie cieplng lub w przypadku zwigzkéw o
szczegolnych cechach budowy, po absorbcji swiatta z zakresu UV/VIS moze byé
emitowana w sposob bezpromienisty lub/i promienisty. Emitowanie w sposéb promienisty,
zaabsorbowanej wczesniej energii, wywotuje efekt Swiecenia materii (kamizelki drogowe,
znaki drogowe itp.). Zaabsorbowana przez materie energia wykorzystywana jest do
przeniesienia czgsteczek w stan wzbudzony. W zaleznosci od wielkosci tej energii
nastepujg wzbudzenia: translacyjne, rotacyjne, oscylacyjne lub elektronowe.
Zaabsorbowanie przez czgsteczke $Swiatta z obszaru ultrafioletowego i widzialnego
skutkuje przeprowadzeniem jej ze stanu elektronowego podstawowego do jednego ze
stanow wzbudzonych. W stanie podstawowym wszystkie elektrony walencyjne atomow
tworzgcych dany zwigzek znajdujg sie na wigzgcych orbitalach molekularnych typu o, 7, a
w przypadku atomoéw takich jak na przyktad azot (N), tlen (O), chlor (Cl), réwniez na
orbitalach niewigzgcych n. Zaabsorbowanie energii z obszaru UV/VIS powoduje
przeniesienie elektronéw z orbitali wigzgcych i niewigzacych na wyzej energetyczne
orbitale antywigzgce w jednym ze stanéw wzbudzenia. Przejscia typu n—n* zazwyczaj sg
przejsciami elektronowymi o najnizszej energii wzbudzenia, natomiast przejScia typu
c—c* wymagajg wysokich energii.

5



poziom

4 R rydbergowski
o* 7y antywigzacy o*
. Uk " antywigzgcy
n T niewigzacy
T wigzacy n
wigzacy ¢

Poziomy elektronowe czgsteczki.

Za powstawanie barwy zwigzku odpowiedzialne sg przemieszczenia tych elektronéw
na skutek pochtoniecia pewnego kwantu energii promieniowania elektromagnetycznego z
obszaru ultrafioletowego i widzialnego. Postrzeganie barwy jest zjawiskiem ztozonym, i
aby zrozumie¢ zwigzek miedzy przejsciami elektronowymi w czgsteczkach substanciji, a
jej barwg, nalezy przypomnieC sobie, iz obserwowana przez nas barwa substancji jest
barwa komplementarng do zaabsorbowanej przez nig barwy swiatta. | tak,
zaabsorbowanie przez substancje barwy czerwonej ze Swiatta biatego (stanowigcego
mieszanine $wiatta wszystkich kolorow) powoduje, ze postrzegamy je jako zielone,
poniewaz komplementarng barwg do czerwonej jest lezgca po przeciwnej stronie kota
barw — barwa zielona. Zielong barwe zaobserwujemy réwniez, jezeli substancja bedzie
absorbowac ze Swiatta biatego wszystkie kolory poza zielonym. Nasze oko zarejestruje
barwe czerwong, gdy dotrze do niego promieniowanie o danej dtugosci fali A~ 750 nm,
jak tez ztozona wigzka sSwiatta (dopetniajgca), zawierajgca wszystkie diugosci Swiatta
biatego, ale pozbawiona pochtonietej fali Swiatta zielonego o dtugosci ~ 550 nm.

Barwa substancji jest Scisle uzalezniona od jej budowy chemicznej. Zwigzki, w
ktérych atomy potgczone sg tylko wigzaniami pojedynczymi, charakteryzujg sie
wysokoenergetycznymi przejsciami ¢ — o*, dlatego sg w zakresie bliskiego nadfioletu
przezroczyste. Aby zwigzek byt barwny musi posiada¢ w swej budowie co najmniej jedno
wigzanie wielokrotne, bgdz grupe funkcyjng z nienasyconym wigzaniem. Substancje
absorbujgce fale fioletowo-niebieskie wykazujg barwe od Zzoéttej do pomaranczowe;.
Pochtanianie swiatta o duzych dtugosciach fali (matych energiach) jest relatywnie rzadkie
i prowadzi do powstania barwy od niebieskiej do fioletowej.

Spektroskopia bada oddziatywania miedzy promieniowaniem elektromagnetycznym
a materig, polegajgce na pochtanianiu (absorpcji) lub oddawaniu (emisji) przez te materie
czesci energii w postaci promieniowania. Okresla rodzaje przejs¢ i przyporzadkowuje im
odpowiednie pasma i linie. Jest bardzo dobrym narzedziem do identyfikowania i
okreslania budowy chemicznej zwigzku.

Spektrofotometria (absorpcjometria) stosowana jest do okreslania stezenia lub
zawartosci atomow lub czgsteczek w danym uktadzie absorbujgcym, np. w roztworze.
Jest rodzajem ilosciowej analizy chemicznej. W spektrometrii nie analizuje sie rodzaju
przej$¢ (jak w spektroskopii) lecz wyznacza sie funkcje okreslajgcg zaleznos¢ natezenia
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widma od stezenia lub zawartosci badanej substancji. Absorpcjometria wykorzystuje
zdolnos¢ substancji roztworzonej w rozpuszczalniku do pochtaniania Swiatta.
Podstawowym prawem absorpcjiometrii jest prawo Bouguera-Lamberta-Beera,
ilustrujgce wprost proporcjonalng zaleznos¢ absorbancji substancji absorbujgcej swiatto
do stezenia i grubosci warstwy roztworu.

A = ¢gcl

gdzie: ¢ - wspotczynnik absorpcji, ¢ — stezenie substancji, | — grubo$¢ warstwy roztworu, przez ktérg
przechodzi swiatto, tzw. droga optyczna.

W ramach tego ¢éwiczenia poznamy dwie metody spektroskopowe stuzgce do badania
zwigzkow organicznych, tj. spektroskopie IR oraz spektrofotometrie (absopcjometrig). Do
analizy jakosciowej zastosujemy spektroskopie FT-IR, natomiast do oznaczenia
zawartosci badanej substancji — spektroskopie UV/VIS w jej obszarze widzialnym.

Spektroskopia IR zostanie wykorzystywana w tym projekcie, jedynie do wykrycia
substancji na zasadzie poréwnania widma IR badanej substancji z widmami kilku innych
zwigzkéw chemicznych o nieznanej budowie. Zarejestrowane widmo IR badanej
substancji uczniowie bedg mogli zapisaé na nosnikach zewnetrznych, a nastepnie
wygenerowa¢ w programie komputerowym ORIGIN, tworzgc identyczne widmo jak na
ekranie monitora spektroskopu FT-IR. Wykorzystujgc cze$¢ mozliwosci programu
komputerowego ORIGIN, natozg zmierzone widmo na widma zwigzkéw znajdujgcych sie
w udostepnionym zbiorze widm. Dokonajg poréwnania ksztattu widma i intensywnosci
poszczegoblnych pasm, i na zasadzie odcisku palca, przypiszg identyczne widmo ze
zbioru widm, okreslajgc tym samym nazwe i budowe zwigzku.

Spektrofotometrie (fotokolorymetrie) zastosujg do oznaczenia zawartoSci
cholesterolu w badanym roztworze. Pomiaru absorbancji dokonuje sie przy dtugosci fali,
przy ktorej absorbancja ma najwiekszg wartos¢. Zmierzg wartos¢ absorbancji przy
dtugosci fali 550 nm dla wzorcowych roztworéw zelazowego kompleksu cholesterolu
wobec Slepej proby tzw. odczynnikowej, a nastepnie probki o nieznanej zawartosci
cholesterolu Wykorzystujgc dane pomiarowe: zawartos¢ substancji i warto$¢ absorbancji
sporzadzg wykres kalibracyjny z zastosowaniem arkusza kalkulacyjnego Excel. Odczytajg
funkcje absorbancji w stosunku do zawartosci cholesterolu w jednostce objetosci. W
oparciu o rownanie i krzywa kalibracyjng utworzg formute i obliczg zawarto$¢ substancji w
analizie.

UWAGA

Znajomos$¢ zasad bezpieczenstwa i higieny pracy jest bezwzglednym elementem bezpieczenstwa
ucznidéw w laboratorium chemicznym. Aby zapobiec przypadkowym zranieniom lub oparzeniom w trakcie
wykonywania poszczegoélnych czynnosci w laboratorium, uczniowie sg bezwzglednie zobowigzani do
zapoznania sie z podstawowymi zasadami bezpiecznej pracy w laboratorium chemicznym jeszcze w trakcie
zaje¢ szkolnych. W zatgczniku 1 zostaty zebrane najwazniejsze zasady. Przed przystgpieniem do
wykonywania ¢wiczen w laboratorium, zostang one powtdrzone. Zostanie przypomniany réwniez schemat
postepowania na wypadek zagrozenia.




Integracja tresci przedmiotowych:

gromadzenie i porzadkowanie informaciji i danych niezbednych podczas wykonywania
kolejnych zadan (analitycznych i pomiarowych),

- wykorzystanie arkusza kalkulacyjnego do opracowywania wynikow analizy iloSciowe;j
cholesterolu (sporzadzanie wykresu w oparciu o metode najmniejszych kwadratow)
obliczenie zawartosci cholesterolu w prébce,

- wykorzystanie oprogramowania ORIGIN do wygenerowania widma IR badanego
zwigzku, a nastepnie identyfikacji na podstawie analizy poréwnawczej z innymi
widmami,

- tworzenie prezentacji efektéw pracy w laboratorium i pracowni spektroskopowej z
wykorzystaniem programu PowerPoint.



Materialy i Srodki dydaktyczne:

spektroskop UV/VIS

spektroskop FT-IR,

komputer z oprogramowaniem ORIGIN do generowania eksperymentalnych widm IR,
komputer z oprogramowaniem kalkulacyjnym Excel,

zestawy przygotowanych odczynnikow i analitdw do oznaczania cholesterolu,

szkto i drobny sprzet laboratoryjny,

instrukcje do ¢wiczen laboratoryjnych,

karty pracy.

Metody pracy:

praca laboratoryjna - wykonywanie reakcji charakterystycznych na wykrywanie
cholesterolu,

praca z wykorzystaniem spektroskopu UV/VIS - pomiar absorbancji roztworow
wzorcowych i analizowanych,

rejestracja widma IR cholesterolu (obserwowanie pomiaru i zapisu widma IR),

praca z komputerem z wykorzystaniem arkusza kalkulacyjnego Excel oraz ORIGIN w
celu opracowania wynikow badan,

dyskusja i porownanie wynikow,

przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint.

Etapy projektu:

etap dziatania czas

Organizacja - oméwienie zasad bezpiecznej pracy w laboratorium 30 minut

chemicznym,

- zapoznanie uczniéw z podstawowym sprzetem
laboratoryjnym wykorzystywanym w trakcie pracy,
- krotkie wprowadzenie teoretyczne w Swiat
spektroskopii,

- podziat grupy na podgrupy.

Planowanie - przypisanie podgrupy do asystenta oraz wskazanie 10 minut

miejsca pracy,
- przedstawienie zadan do realizacji podczas zaje¢
- harmonogram pracy w laboratorium

Realizacja 1. Wykonanie reakcji Salkowskiego na wykrywanie 15 minut

cholesterolu w prébkach A i B (dokumentacja
fotograficzna) .



Prezentacja

Ocena

2. Wykonanie reakcji Libermanna-Burchardta na
wykrywanie cholesterolu w prébkach A i B
(dokumentacja fotograficzna).

3. Wykonanie reakcji z odczynnikiem zelazowym na 3
prébkach wzorcowych o znanej zawartosci cholesterolu
(pokazuje asystent)

4. Wykonanie reakcji z odczynnikiem zelazowym na
prébce roztworu o nieznanej zawarto$ci cholesterolu
(wykonuje uczen).

7. Wykonanie pomiaréw absorbancji trzech wzorcowych
prébek i analitow.

8. Obserwowanie rejestracji widma IR cholesterolu.

9. Opracowanie wynikéw pomiaréw kolorymetrycznych w
oparciu o arkuszu kalkulacyjnym Excel (wykreslenie
krzywej wzorcowej, wyznaczenie okreslenie funkcji, a
nastepnie obliczenie zawartosci cholesterolu w analicie).
10. Wygenerowanie widma IR analizowanego zwigzku w
programie ORIGIN i przypisanie mu odpowiednika z
zapisanych na komputerze widm.

11. Przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint
z wykonanych w ramach zaje¢ badan i obserwacji oraz z
wyciggnietych wnioskéw.

- karty pracy,

- prezentacja wykresow i obliczen wykonanych w
arkuszu kalkulacyjnym Excel,

- prezentacja natozonych widm IR,

- prezentacja wykonana w programie PowerPoint.

- samoocena (uczen),
- ocena opisowa (nauczyciel).

Szczeqgolowy opis zadan na etapie realizacji projektu:

Zadanie 1

Wvykrywanie cholesterolu metodami chemicznymi

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

15 minut

15 minut

20 minut

60 minut

15 minut
20 minut

30 minut

40 minut

Reakcje Salkowskiego oraz Liebermanna-Burchardta sg reakcjami charakterystycznymi
na wykrywanie cholesterolu w badanej probie. W obu reakcjach kwas siarkowy powoduje
dehydratacje pierscienia A cholesterolu, kondensacje dwéch czgsteczek i sulfonowanie w
pierscieniu B. Przy duzym nadmiarze kwasu siarkowego w reakcji Salkowskiego,
powstaje kwas disulfonowy bicholestadienu o czerwonej barwie. W reakcji Liebermanna-
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Burchardta wobec mniejszej ilosci kwasu siarkowego tworzy sie zielony kwas

monosulfonowy bicholestadienu.

Mozliwe trudnodci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnos$ciami)

Uczniowie wykonujgcy reakcje charakterystyczne na wykrywanie cholesterolu po raz

pierwszy, mogg miec problemy z rozpoznawaniem barw i kolejnoscig ich pojawiania sie.

Aby utatwi¢ to zadanie prowadzacy ¢wiczenia, przed przystgpieniem uczniow do pracy,

wykona obydwie reakcje i skomentuje wyniki.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Reakcje Salkowskiego oraz Liebermanna-Burchardta, na wykrywanie cholesterolu,

uczniowie wykonujg indywidualnie na dwoch, losowo przydzielonych prébkach. Jedna z

nich zawiera cholesterol, druga jest slepg proba.

Sposéb wykonania

Wykrywanie cholesterolu metodami chemicznymi nalezy wykonaé zgodnie z informacjami

i wskazowkami zawartymi w Instrukcji nr_1, umieszczonej w dalszej czesci tego

opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg ...)

Szczegoblng uwage podczas wykonywania zadania 1 nalezy zwrdci¢ na nastepujgce

kwestie:

e W obu reakcjach zachodzi proces dehydratacji czgsteczek cholesterolu. Obecno$é
nawet Sladowych ilosci wody w srodowisku reakcji uniemozliwia jej przebieg, dlatego
szczegolng uwage nalezy zwrocic na probowki; uzywacé do reakc;ji tylko suchych.

e nie przeoczy¢ szybkiej zmiany zabarwienia w reakcji Liebermanna-Burchardta.

e prawidtowo odczytac kolory i kolejnos¢ ich wystepowania w probie Salkowskiego.

e zachowac ostroznos¢ w trakcie wykonywania analiz z uzyciem stezonych kwasow.

e W razie niebezpieczenstwa zawiadomi¢ prowadzgcych ¢wiczenie i stosowac sie do
jego polecen.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Oczekuje sie, ze w ramach wykonywania zadania 1 uczen opanuje znajomosc¢

podstawowego  sprzetu laboratoryjnego,  wykonywania  prostych  czynnoSci

laboratoryjnych, odczytywania i interpretacji wynikow prostych analiz chemicznych
opartych na barwnych reakcjach charakterystycznych. Uczen powinien opanowaé wiedze
teoretyczng dotyczgcg zachodzgcych przemian chemicznych. Oczekiwanym efektem
pracy w ramach tego zadania bedzie rowniez wypetnienie przez ucznia Karty pracy do

zadania 1.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Od nauczyciela oczekuje sie sprawdzenia wiedzy teoretycznej ucznia z obowigzujgcego

zakresu materiatu, przydzielenia uczniom probek do analizy. Rolg nauczyciela jest

szkolenie i nadzorowanie wykonywanych przez ucznia czynnosci. Nauczyciel powinien

motywowac¢ ucznia pytaniami i sugestiami, zacheca¢ do pracy oraz sprawdzac i
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korygowac jego techniki laboratoryjne. Nie jest wskazane wykonywanie pracy za ucznia,
nawet wéwczas, gdy wykonywane przez niego zadanie wymaga wiecej czasu niz jego
kolegom. Nauczyciel powinien da¢ uczniowi szanse na powtdrzenie zadania, powinien
zacheci¢ do samodzielnego rozwigzywania problemu, do zadawania pytan nauczycielowi,
do proszenia o wsparcie i rade. Uczen powinien mieC szanse wykazania sie
samodzielnoscig i kreatywnoscia.

Rolg nauczyciela jest roéwniez dbanie o bezpieczenstwo pracy w laboratorium
chemicznym. W trakcie zaje¢ kontrolujg czy uczniowie wykonujg prace w okularach
ochronnych i fartuchu laboratoryjnym, i czy utrzymujg stanowisko pracy w czystosci.
Nauczyciel rozdaje, nadzoruje wypetnianie oraz zbiera wypetnione przez uczniéw Karty
pracy do zadania 1.

Zadanie 2

Przygotowanie roztworow zelazowych komplekséw cholesterolu do
kolorymetrycznego oznaczania zawartosci cholesterolu w proébie

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

W ramach zadania nr_2 grupa ucznidow otrzymuje trzy roztwory wzorcowe 0O znanej
zawartosci cholesterolu, mieszczgcej sie w granicach 20 -100 pg, a kazdy uczen
indywidualnie otrzymuje od prowadzgcego c¢wiczenie roztwdr o nieznanej zawartosci
cholesterolu. Prowadzacy ¢wiczenie pokazuje w jaki sposob nalezy odparowac
rozpuszczalnik z probki, a nastepnie wykonuje reakcje kompleksowania cholesterolu
odczynnikiem zelazowym w srodowisku stezonego kwasu octowego.

Mozliwe trudnosSci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)

Odparowywanie rozpuszczalnikbw wymaga skupienia i doktadnosci oraz znajomosci
zasad bezpieczenstwa. Podstawowg trudnoscig w tym =zadaniu jest uchwycenie
wiasciwego momentu, w ktorym nalezy przerwaé ogrzewanie probki, aby nie dopusci¢ do
jej spalenia. Nalezy zatem bacznie obserwowaé pokazowe odpedzanie rozpuszczalnika
wykonane przez prowadzgcego ¢wiczenie. Pod koniec zmniejszy¢ szybkos¢ ogrzewania.
Inng trudnoscig moze by¢ brak doswiadczenia w postugiwaniu sie pipetami. Najlepszym
rozwigzaniem bedzie przeéwiczenie dozowania np. wody destylowanej. Uczen majgcy
trudnosci z postugiwaniem sie tg technikg odmierzania cieczy, powinien prosi¢ o pomoc
nauczyciela, ktérego zadaniem jest wspieranie i wspétpraca z uczniem.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Kazdy uczenh wykonuje samodzielnie reakcje kompleksowania cholesterolu odczynnikiem
zelazowym.

Sposob wykonania

Synteze kompleksu cholesterolu z odczynnikiem zelazowym nalezy wykona¢ zgodnie z
informacjami i wskazéwkami zawartymi w Instrukcji nr 2, umieszczonej w dalszej czesci
tego opracowania oraz w oparciu o pokaz wykonany przez nauczyciela na jednej z
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prébek wzorcowych

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Szczegblng uwage podczas wykonywania zadania 2 nalezy zwrdci¢é na nastepujgce

kwestie:

e kwas octowy stosowany do sporzgdzenia roztworéw cholesterolu jest cieczg wrzgca
powyzej 100 °C, dlatego odparowanie prowadzi sie bezposrednio nad palnikiem
gazowym.

e zwréci¢ uwage na doktadnos¢ dozowania odczynnikéw (kwasu octowego i odczynnika
zelazowego) majgcg wptyw na koncowy efekt pracy, tj. doktadno$¢ oznaczenia
zawartosci substancji w roztworze.

e koniecznie przygotowac ,$lepg odczynnikowg”.

e przed przystgpieniem do dalszych czynnosci pozostawi¢ mieszanine reakcyjng na 10
minut.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)
W efekcie wykonania zadania 2 uczen powinien opanowac¢ umiejetnos¢ odparowywania
rozpuszczalnikow oraz dozowania niewielkich pojemnosci cieczy przy pomocy pipety
automatycznej. Oczekiwanym efektem pracy ucznia bedzie wykonanie kompleksu
cholesterolu, zastosowanie umiejetnosci przeliczania stezen roztworéw i wypetnienie
przez ucznia Karty pracy do zadania 2.
Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna
Od nauczyciela oczekuje sie przygotowania i sprawdzenie wiedzy z zakresu obliczania
stezen roztworow. Nauczyciel przydziela kazdemu z ucznidw po jednej probce roztworu
do analizy. Do powinno$ci nauczyciela nalezy instruowanie, szkolenie i nadzorowanie
wykonywanych przez ucznia czynnosci. Nauczyciel powinien motywowacC ucznia
pytaniami i sugestiami, zacheca¢ do pracy oraz sprawdzac¢ i korygowac¢ jego techniki
laboratoryjne. Nie jest wskazane wykonywanie pracy za ucznia, nawet wowczas gdy
wykonywane przez niego zadanie wymaga wiecej czasu niz przewidziano. Nauczyciel
powinien da¢ uczniowi szanse na powtdérzenie zadania, powinien zacheci¢ do
samodzielnego rozwigzywania problemu, stwarza¢ atmosfere pracy zachecajgcg do
zadawania pytan nauczycielowi oraz do proszenia o wsparcie i rade. Uczen powinien
mie¢ szanse wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscia.

Do zadan nauczyciela nalezy dbanie o bezpieczenstwo pracy w laboratorium

chemicznym. Nauczyciel rozdaje, nadzoruje wypetnianie oraz zbiera wypetnione przez

uczniow Karty pracy do zadania 2.

Zadanie 3

Pomiar absorbancji komplekséw barwnych cholesterolu metoda fotokolorymetrii z
zastowaniem spektroskopu UV/VIS

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Absorpcjometria wykorzystuje zdolnos¢ rozpuszczonych zwigzkéw chemicznych do
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absorbowania $wiatta catg swojg objetoscig. Zdefiniowana substancja pochtania
promieniowanie swietine o $cisle okreslonej dtugosci fali A i intensywnosci. Podstawowe
prawo absorpcjometrii, ktore stosuje sie jedynie do roztwordw o niskich stezeniach,
ilustruje zalezno$¢ absorbancji materialu pochtaniajgcego Swiatto od iloczynu
wspotczynnika absorpcji, stezenia oraz dtugosci drogi optycznej w roztworze. Przy statych
wartosciach wspotczynnika absorpcji (charakterystyczny dla danej substanciji) i dtugosci
drogi optycznej (grubos¢ kuwety pomiarowej), wartoS¢ absorbancji jest wprost
proporcjonalna do stezenia (lub zawartosci) badanej substancji w roztworze. Zalezno$c¢ te
wykorzystuje sie do kolorymetrycznego oznaczania zawartosci substancji barwnych w
roztworach. W zadaniu nr 2 uczniowie przygotowali roztwory barwnych kompleksow
cholesterolu z odczynnikiem zelazowym z otrzymanych do analizy probek. Wczesniej
przygotowane zostaty (przez prowadzacego ¢wiczenie i uczniow ochotnikéw) kompleksy
z trzech roztworow wzorcowych (o znanej zawartosci cholesterolu). Zadanie 3
koncentruje sie na wykonaniu pomiarow absorbancji trzech roztworéw wzorcowych i
wszystkich przydzielonych i skompleksowanych przez ucznidw analitéw oraz zapisaniu
wynikow. Pierwszy pokazowy pomiar wzorcowego roztworu wykonuje prowadzgcy
cwiczenie.
Mozliwe trudnosSci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)
Spektrometr UV/VIS zostanie wigczony co najmniej 1 godzine przed przystgpieniem do
wykonywania pomiaréw, w celu ustabilizowania jego parametréw. Najczesciej
pojawiajgcymi sie trudnosciami w trakcie wykonywania tego zadania jest niedostateczne
opanowanie budowy spektrometru, leku przed pracg na skomplikowanym, nowoczesnym
sprzecie pomiarowo-badawczym lub zwykte rozkojarzenie. Trudnosci te mogg byc
wyeliminowane przez dobre przygotowanie ucznia do zaje¢ oraz wspotpraca z
nauczycielem. Uczen ma prawo prosi¢ nauczyciela o pomoc w sytuacjach kiedy ma
jakiekolwiek watpliwosci.
Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)
Kazdy uczen pracuje indywidualnie, zgodnie z informacjami zawartymi w przygotowanej
dla ucznia instrukcji do zadania 3.
Sposéb wykonania
Pomiary absorbancji nalezy wykona¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zawartymi w
Instrukciji nr 3, umieszczonej w dalszej czesci tego opracowania oraz w oparciu o pokaz
wykonany przez prowadzgcego ¢wiczenie na jednej z probek wzorcowych
Wskazowki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Szczegdlng uwage podczas wykonywania zadania 3 nalezy zwrdci¢é na nastepujgce
kwestie:
e umieszczenie kuwety z prébg slepg odczynnikowg we wiasciwej, prawej komorze
pomiarowej,
e przez caty czas wykonywania pomiarow absorbancji roztworéw wzorcowych i analitow
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kuweta ze $lepg probg odczynnikowg znajduje sie w prawej komorze pomiarowej,
e przed przystgpieniem do wykonywania pomiaru, kuwete zawierajgcg badany materiat
umieszcza sie w prawej komorze pomiarowe;.
e kuwety kwarcowe, do ktérych jest wlewany roztwér badanego kompleksu muszg byc¢
bezwzglednie czyste i suche,
e doktadne wpisywanie wynikow pomiaru do przygotowanej tabeli, zamieszczonej w
Karcie pracy 3.
Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)
Wymiernym efektem pracy ucznia realizujgcego zadanie 3 bedzie indywidualne
przygotowanie kuwety z badanym roztworem, samodzielne wykonanie pomiaru
absorbancji na dwuwigzkowym spektrometrze UV/VIS, jak tez naniesienie danych z
pomiarow do tabeli zawartej w Karcie pracy 3. Uczen moze wykonac¢ zdjecie
spektroskopu do ewentualnego wykorzystania w prezentacji w ramach ostatniego
zadania.
Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna
Przed przystgpieniem do pomiarow, nauczyciel powinien sprawdzi¢ znajomosc¢ lub
przypomnie¢ budowe spektroskopu i zasade jego dziatania. Powinien wspierac
prowadzgcego cwiczenie w dyscyplinowaniu ucznidw do wiasciwego zachowania w
pomieszczeniu, w ktorym zgromadzony jest bardzo wartosciowy sprzet naukowo-
pomiarowy. Rolg nauczyciela jest rowniez instruowanie ucznia i nadzorowanie
wykonywanych przez niego czynnosci, stuzenia radg i pomocg, zachecanie do pracy.

Zadanie 4

Pokazowy pomiar widma IR cholesterolu na spektrometrze FT-IR

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Pomiar widma IR cholesterolu rozproszonego w bezwodnym KBr zostanie zmierzony
przez prowadzgcego ¢wiczenie. Powodem wykonania tego pomiaru jest przedstawienie
nowoczesnych  metod analizy substancji chemicznych z  zastosowaniem
najnowoczesniejszej aparatury pomiarowo-badawczej. W tym projekcie uczniowie
zapoznajg sie z metodg spektroskopowg stosowang do identyfikacji zwigzkow
chemicznych, ich czystosci miedzy innymi w przemysle farmaceutycznym. Pomiarowe
dane zostang zapisane na nosniku zewnetrznym i postuzy uczniom, w kolejnym zadaniu,
do zidentyfikowania widma cholesterolu sposréd trzech widm réznych substancii.
Zaobserwowanie zgodnosci wszystkich pasm widma nieznanej substancji z widmem
wzorca (zdefiniowana czysta substancja) jest dowodem identycznosci badanych
zwigzkow. Kazdy zwigzek chemiczny posiada niepowtarzalny obraz widma w obszarze
promieniowania IR, z wyjgtkiem enencjomerdw.

Mozliwe trudnosSci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Nie przewiduje sie zadnych trudnosci w trakcie wykonywania tego zadania. Pastylke
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cholesterolu w KBr, pomiar widma oraz zapis na zewnetrznym nos$niku wykona
prowadzacy ¢wiczenie.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Zadanie wykonuje prowadzgcy ¢wiczenie lecz wyniki jego pracy wykorzystuje uczen w
kolejnym zadaniu.

Sposéb wykonania

Prowadzgcy ¢wiczenie zna sposob wykonania tego zadania.

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Uczen powinien obserwowac sposob przygotowania probki i ilos¢ materiatu potrzebng do
wykonania pomiaru widma IR. Powinien obserwowaé czynnosci jakie wykonuje
prowadzgcy ¢wiczenie podczas pomiaru i rejestracji widma.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Uczen otrzymuje elektroniczny zapis danych, ktére postuzg mu do dalszych prac
analitycznych z zastosowaniem komputera i oprogramowania ORIGIN.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Nauczyciel powinien wspiera¢ prowadzgcego ¢wiczenie w dyscyplinowaniu uczniéw do
witasciwego zachowania w pomieszczeniu, w ktorym zgromadzony jest bardzo
wartosciowy sprzet naukowo-pomiarowy.

Zadanie 5

Opracowanie _w__arkuszu __ kalkulacyjnym  Excel wynikOw _ pomiaréw
kolorymetrycznych roztworéow kompleksu cholesterolu z odczynnikiem zelazowym
Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Te czesS¢ zadania uczniowie wykonujg w laboratorium komputerowym zgodnie z
Instrukcja nr_4. W oparciu o wykonane w pracowni spektroskopowej pomiary
fotokolorymetryczne roztworéw wzorcowych nalezy, w arkuszu kalkulacyjnym Excel,
wykresli¢ krzywg kalibracyjng, a nastepnie wygenerowaé réwnanie funkcji absorbanciji
badanego roztworu od zawartosci cholesterolu w probce. Utworzyé, na podstawie
réwnania funkcji, formute do obliczenia zawartosci cholesterolu w otrzymanych analitach,
i obliczy¢ zawarty w nich cholesterol. Zaznaczy¢ na wykresie te wartosc i zapisa¢ w celu
wykorzystania w prezentacji.

Mozliwe trudnos$ci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Narzedziem pracy w zadaniu 5 bedzie arkusz kalkulacyjny Excel, ktéry postuzy do
wykreslenia krzywej kalibracyjnej i nastepnie obliczenia zawartosci cholesterolu w probce.
Trudnosci podczas wykonywania tego zadania mogg wynika¢ z nieznajomosci arkusza
kalkulacyjnego. Dla ufatwienia tego zadania w Instrukcji nr_4 zamieszczono ,scriny” i
komentarz do kolejno wykonywanych operacji.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Przy jednym komputerze pracuje jeden uczen. W pracy pomaga i nadzoruje prowadzgcy
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¢wiczenia. Pomocg jest rowniez doktadna, ilustrowany ,krok po kroku” instrukcja nr 4.
Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazoéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr_4 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie i umieszczonej w
dalszej czesci opracowania.

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Wygenerowanie krzywej Kkalibracyjnej jest zadaniem prostym, pod warunkiem
prawidtowego wprowadzenia danych z pomiaréw kolorymetrycznych i stosowania sie do
polecen zawartych w instrukcji. Zadanie to jest zadaniem stosunkowo prostym, nie
wymagajgcym duzej ilosci czasu czy szczegolnej znajomosci tematu. Wszystkie
obliczenia wykonywane sg w arkuszu kalkulacyjnym, wiec uczehn powinien skupiC sie
przede wszystkim na tym, zeby prawidtowo wprowadzi¢ do arkusza wszystkie wartosci
liczbowe, wybraé¢ wtasciwg opcje wykresu oraz prawidtowo okresli¢ formute. Zastosowac
formute do obliczenia wymaganej wartosci.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Efektem pracy ucznia wykonanej w ramach zdania 5 bedzie wykreslenie krzywej
kalibracyjnej na podstawie pomiarow kolorymetrycznych roztworow kompleksow
wzorcowych oraz, na jej podstawie, obliczenie zawartosci substancji przy pomocy
arkusza kalkulacyjnego Excel, jak tez wypetnienie karty pracy.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia oraz
nadzorowanie wykonywanych przez niego zadan. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi
radg i pomocg podczas wykonywania prezentacji, powinien dawaC wskazowki,
stymulowa¢ do dziatania, jednak nie powinien podsuwacC gotowych rozwigzan. Uczeh
powinien mie¢ szanse wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscig.

Rolg nauczyciela jest réwniez zebranie wszystkich gotowych opracowan na jeden dysk
przenosny w celu oceny pracy ucznia wykonanej podczas zajec.

Zadanie 6

Identyfikacji widma cholesterolu na podstawie analizy poréwnawczej widm
nieznanych substancji ze zmierzonym w zadaniu 4 widmem IR cholesterolu z
zastosowaniem programu komputerowego ORIGIN

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Te czesS¢ zadania uczniowie wykonujg w laboratorium komputerowym zgodnie z
Instrukcja nr 5. W oparciu o zarejestrowany w pracowni spektroskopowej i zapisaniu na
nosniku zewnetrznym pomiar widma IR cholesterolu uczniowie generujg widmo IR
stosujgc oprogramowanie komputerowe ORIGIN. Nastepnie, wykonujgc proste czynnosci,
doktadnie przedstawione w instrukcji 5, naktadajg na wygenerowane widmo cholesterolu
widma nieznanych zwigzkéw chemicznych. Wykonujg proste operacje matematyczne
stuzgce poprawieniu czytelnosci natozonych widm. Opisujg skale wykresu i poszczegdlne
widma. Pordéwnujg, analizujg i zapisujg otrzymany obraz w celu wykorzystania w
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prezentacji. Dokonujg wyboru identycznych widm. Efekt swojej pracy wykorzystajg w
prezentacji.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnos$ciami)

Narzedziem pracy w zadaniu 5 bedzie program komputerowy wykorzystywany tutaj do
obrobki widm spektroskopowych (wygenerowania, naktadania, wykonywania na nich
dziatan matematycznych). Trudnosci podczas wykonywania tego zadania mogg wynikac¢
z nieznajomosci programu ORIGIN. Dla utatwienia tego zadania w opracowanej instrukcji
zamieszczono ,scriny” i komentarze do kolejno wykonywanych operac;ji.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Przy jednym komputerze pracuje jeden uczen. W pracy pomaga i nadzoruje prowadzacy
¢wiczenia. Pomocg jest rowniez doktadna, ilustrowana ,krok po kroku” Instrukcija nr 5.
Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr 5 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie i umieszczonej w
dalszej czesci opracowania.

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Wygenerowanie krzywej Kkalibracyjnej jest zadaniem prostym, pod warunkiem
prawidtowego wprowadzenia danych z pomiaréw kolorymetrycznych i stosowania sie do
polecen zawartych w zatgczniku. Kolejna trudno$¢ mogg uczniowie napotkaC podczas
Zadanie to jest zadaniem stosunkowo prostym, nie wymagajgcym duzej ilosci czasu czy
szczegoblnej znajomosci tematu. Wszystkie obliczenia wykonywane sg w arkuszu
kalkulacyjnym, wiec uczen powinien skupi¢ sie przede wszystkim na tym, zeby
prawidtowo wprowadzi¢ do arkusza wszystkie wartosci liczbowe, wybra¢ wlasciwg opcje
wykresu oraz prawidtowo okresli¢ formute. Zastosowac formute do obliczenia wymaganej
wartosci.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Efektem pracy ucznia wykonanej w ramach zdania 5 bedzie wygenerowanie widma IR
zarejestrowanego w pracowni spektroskopowej, a nastepnie natozenia na nie widm
nieznanych substancji w celu identyfikacji sposréd nich widma odpowiadajgcego widmu
cholesterolu. Obraz powstaty z natozenia widm bedzie wykorzystany do przygotowania
prezentacji.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia oraz
nadzorowanie wykonywanych przez niego zadan. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi
radg i pomocg podczas wykonywania prezentacji, powinien dawaC wskazowki,
stymulowa¢ do dziatania, jednak nie powinien podsuwacC gotowych rozwigzan. Uczen
powinien mie¢ szanse wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscig. Rolg nauczyciela
jest rowniez zebranie wszystkich gotowych opracowan na jeden dysk przenosny w celu
oceny pracy ucznia wykonanej podczas zajec.
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Zadanie 7

Przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint z wykonanych w ramach zajeé
analiz

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Krotka prezentacja w programie PowerPoint wykonywana w laboratorium komputerowym
bedzie zwienczeniem pracy uczniow. W prezentacji tej uczniowie zamieszczg
najistotniejsze informacje, spostrzezenia i wnioski wynikajgce z przeprowadzonych w
laboratorium i pracowni spektroskopowej badan. Bedg mogli ubogaci¢ swoja prezentacje
fotografiami, wykresami i widmami wykonanymi w pracowni komputerowej z
zastosowaniem dwoéch programéw komputerowych.

Mozliwe trudnosSci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)

Trudnosci zwigzane z wykonaniem tego zadania mogg by¢ zwigzane z roznym stopniem
opanowania przez uczniow obstugi komputera, a w szczegdlnosci programu PowerPoint
niezbednego do zilustrowania i podsumowania wykonanych analiz.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Przy jednym komputerze znajduje sie jeden, indywidualnie pracujgcy, uczen wspierany
pomocg i nadzorem nauczyciela.

Sposéb wykonania

Zadanie nr 7 nalezy wykona¢ zgodnie z informacjami i wskazowkami zamieszczonymi w
Instrukcji nr 5 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie i umieszczonej w
dalszej cze$ci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Prezentacja ma stanowi¢ podsumowanie catej wykonanej przez ucznia pracy
laboratoryjnej, dlatego nie powinno zabrakngé w niej wtasnych spostrzezen i wnioskow.
Uczen powinien wystrzegaC sie przytaczania informacji zawartych w instrukcjach,
powinien wykazac¢ sie kreatywnoscig i samodzielno$cig. Powinien zaprezentowac efekty
swojej pracy z nowymi programami komputerowymi, umieszczajgc w prezentacji widma i
wykresy. Przygotowanie doktadnego planu pracy moze by¢é pomocne w prawidtowym i
efektywnym wykorzystaniu czasu.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Efektem pracy ucznia wykonanej w ramach tego zadania bedg obliczenia zdolnosci
rozdzielczej oraz powiekszenia mikroskopu wykonane w komputerze przy pomocy
arkusza kalkulacyjnego Excel, a takze opracowanie wykonane w programie PowerPoint
zawierajgce obserwacje, wyniki badan, zdjecia oraz wnioski wynikajgce z realizowanych
w ramach zajec laboratoryjnych zadan.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia oraz
nadzorowanie wykonywanych przez niego zadan. Uczeh powinien mie¢ szanse
wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscig. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi
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radg i pomocg podczas wykonywania prezentacji, powinien dawaé¢ wskazowki,
stymulowaé do dziatania, jednak nie powinien podsuwaé gotowych rozwigzan. Rolg
nauczyciela jest rowniez zebranie wszystkich gotowych opracowan na jeden dysk
przenosny w celu oceny pracy ucznia wykonanej podczas zajec.

Instrukcja - krok po kroku dla ucznia (w jezyku ucznia)

Instrukcjanr 1

Wykrywanie cholesterolu metodami chemicznymi

Otrzymates dwie prébki analityczne lecz tylko jedna z nich zawiera cholesterol. Twoim

zadaniem jest wykonanie dwdch reakcji (na kazdej z prébek) i stwierdzenie, ktéra z nich

zawiera cholesterol.

Préba Salkowskiego:

- przygotuj dwie czyste i suche probowki i oznacz je numerami probek,

- w kazdej z nich umie$é po 1 cm?® chloroformu (spetnia role rozpuszczalnika),

- do kazdej z probowki dodaj przy pomocy pipety po 5 kropli probek (zwr6¢ uwage na
zgodnosé oznaczenia probki i probowki),

- odmierz pipetg automatyczng 1 cm? stezonego kwasu siarkowego i ostroznie, po
Sciance wprowadz do probowki, obserwuj zmiane zabarwienia,

- czerwone zabarwienie warstwy chloroformowej i dolnej z zielong fluorescencjg
wskazuje na obecnos¢ cholesterolu w probce,

- poréwnaj zabarwienie w obu probéwkach, zapisz w karcie pracy 1 wynik, wyciggnij
whnioski.

Préba Libermanna-Burchardta:

- przygotuj dwie czyste i suche probowki i oznacz je numerami probek,

- do kazdej z probéwek odmierz automatyczng pipetg 1 cm? chloroformu,

- zgodnie z oznaczeniami na probéwce dodaj po 5 kropli probek,

- do kazdej z probéwek dodaj 7 kropli bezwodnika octowego,

- wybierz jedng tak przygotowang probowke i dodaj do niej 1-2 krople stezonego kwasu
siarkowego, natychmiast wstrzg$nij i obserwuj powstajgce zabarwienie,

- jesli w prébce znajduje sie chloroform, po dodaniu kwasu siarkowego powinienes
zaobserwowac szybkg zmiane barwy od czerwonego poprzez niebieski az do
zielonego,
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- powtorz te czynnosé z drugg probka,

- poroéwnaj zabarwienie w obu probéwkach, zapisz w karcie pracy 1 wynik, wyciggnij

wnioski.

Instrukcja nr 2

Przygotowanie roztworow zelazowych komplekséw cholesterolu:

Od prowadzgcego ¢wiczenie otrzymates probowke z roztworem zawierajgcym okreslong

ilos¢ cholesterolu,

- uchwy¢ probowke drewnianym uchwytem i delikatnie ogrzewaj nad palnikiem az do
usuniecia rozpuszczalnika. W trakcie ogrzewania lekko wstrzgsaj probéwka, aby nie
dopusci¢ do miejscowego przegrzania mieszaniny reakcyjne;j,

- do suchej, oziebionej pozostatosci dodaj odmierzone pipetg automatyczng 1,5 cm?®
kwasu octowego i 1 cm® odczynnika zelazowego

- wstrzgsajgc probowkg, doktadnie wymieszaj sktadniki,

- odczekaj 10 min. obserwuj zawarto$¢ probdéwki,

- przejdz do pracowni spektroskopowej w celu wykonania zadania 3

Instrukcja nr 3

Instrukcja wykonania pomiaru absorbancji z zastosowaniem spektrometru UV/VIS

Czynnosci zwigzane z uruchomieniem spektroskopu zostaly wykonane na co najmniej

godzine przed rozpoczeciem pomiaru w celu ustabilizowania aparatu.

Czynnosci wykonywane przez uczniow:

- do czystej i suchej kuwety kwarcowej, przepuszczajgcej promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu pomiarowego, wlej przygotowang w zadaniu 2 probe
Slepg odczynnikowg do 2/3 wysokosci kuwety,

- do drugiej, czystej i suchej, tego samego rodzaju, kuwety wlej przygotowany w zadaniu
2 roztwor kompleksu zelazowego do 2/3 wysokosci kuwety,

- otworz komore pomiarowg w spektroskopie UV/VIS,

- do lewego uchwytu wstaw kuwete z prébkg slepg odczynnikows,

- do prawego uchwytu wstaw kuwete z analizowang prébka,

- kliknij start, automatycznie pojawi sie wartos¢ absorbancji,

- wynik pomiaru odnotuj w karcie pracy 3.

Takie same czynnos$ci nalezy wykona¢ dla probek wzorcowych.

Obliczenie zawartosci cholesterolu w prébce wykonasz w pracowni komputerowej na

podstawie wyznaczonej w arkuszu kalkulacyjnym Excel krzywej kalibracyjne;.

Instrukcja nr 4

Instrukcja wykonania krzywej Kkalibracyjnej i zawarto$ci cholesterolu w probce na
podstawie pomiaréw fotokolorymetrycznych z zastosowaniem arkusza kalkulacyjnego
Excel:

= Nanie$ warto$ci danych do arkusza Excela,
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|26} Microsoft Excel a

Plk Edyga Widok Wstaw Format Narzedzia Dane Okno Pomoc

Dl Sy &BET - @R T A 4% 4B 100% - @) || AmlcE
\ H11 ~| =

&) Zeszyrl

A B C D E F G H J

1 0.2 20

2 0.32 40

3 0.36 60

1

5

6

7

8

9

10

1] —

W kolumnach A i B wpisz warto$ci absorbancji i zawarto$ci cholesterolu w 100 cm® wzorcowych
roztworéow [mg/100 cm®],

= Utworz krzywa kalibracyjna,

Microsoft Excel - chol-arkusz
) pik Edyga Widok Wstaw Format Narzedzie Dane Okno Pomog

DZRGRY BT v- &= s8R W00% v @), | Alce @
[ M40 | =
A B B D E F G H i J K
0. ]
032 40 dane z pomiaru prébek o znanych zawartoéciach cholesterolu (20, 40, 60 mg/100 mi)
036 50
0,25 wartos¢ zmierzonej absorbancii analizowanej prabki
80 -
| y =230,77x - 27,692 I
8 R?=10,9231 80

Absorbancja przy 550 nm
=
=
5]

0 05 01 0,15 0.2 0.25 03 0.3 0.4
Zawartosé sybstancji [mg/100 cm3]
2 \

= zaznacz naniesione wartosci (obszar zakreslony na niebiesko),

» na pasku polecen wybierz punktowy typ wykresow- dalej- wybierz rodzaj krzywej
(prosta, zalezno$¢ wprost proporcjonalna) -dalej -zakoncz,

= pasek narzgdzi — opcje wykresu — dodaj lini¢ trendu [wybieramy liniowy],
wy$wietl rownanie na wykresie, wyswietl wartosci R? na wykresie — dalej zajmij
si¢ opisem osi, obszaru wykresu , itd.

P T e Y P P P T
BRBHRERES e =< nr 82 ~ bl

Oblicz zawarto$¢ badanej substancji w analicie.
* na podstawie rownania utworz formute i oblicz zawarto$¢ substancji w badanej
probee (tutaj 30 mg/100 cm®),
= uzupelnij dane i ponownie wygeneruj wykres, ktory mozesz zapisac, przenie$¢ np.
do worda, zamie$ci¢ w prezentacji....
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| &) Pk Edvae Widok Wstaw Format Nawedza Dane Okno Pomoc
DR aRy [t 2@t o-c [z s @B -0, |wmc 0~ B7UESEE D %o
T
B cC | b [ E [ F [ 6 [ H [ 1 T 4 K L M N 9] P
I 02 | I [ [ [ I | 0,
| 032 40 dane z pomiaru prébek o znanych zawartoéciach cholesterolu (20, 40, 60 mg/100 ml) 0.3
036 60 0.3
0,25 307yartose 2a pomoca réwnania 025 23077 27,692 30.0005 0,28
p— [
| formuta =I4"J4-Ldente
|
80
oot 0
£ 230, 21,692 I
c y= X -
2 &0 R?=0,9297 60
8
= 50
1
= 40 a0
&
5 3
<
2 =
<
o badana prébka
0 005 0.1 0.15 02 0.25 0.3 0.35 0.4
25 Zawartosc sybstancii [mg/100 cm3]
26
27
28 | | | | | | | | | |
29 I I [ [ [ [ l l l l

*  Wypelnij karte pracy 3.

Instrukcjanr 5

Instrukcja dokonania _identyfikacji zwigzku chemicznego na podstawie analizy
porownawczej widm IR z zastosowaniem programu komputerowego ORIGIN:

=  Otworz program ORGIN. Pojawi si¢ strona startowa.

el kbt Eng=nd o e S
File Edit View Plot Column Analysis Statistics Tools Format Window Help

3| S|eEHB w 1|JE|E| ] _|_| A& [E e 8| 2
|—_|n w0 =8| 1| u] 2] x]<[as] A] £ o e [

“plvie|m|N 2|+ || +| 0] 2 F

Wybierz Import ASCII, a'astepnie znajdz zapis widma w formie wspotrzednych X, Y.
= Ustaw kursor na polu 1,A[X] i wklej zawarto$¢ tabeli
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File Edit View Plot Column Analysis Statistics Tools Format Window Help

2| =|a|sale| ula 8 2 & [uEDs 8 Al

e

406,06 0,10494
0,10213
407,99 0,10452

I
=
~
=
N
|~

N2 A |e]m|+] 2] 2 &

» Zaznacz A[X] i BJ[Y], a nastgpnie prawym klawiszem myszki kliknij Plot i kolejno wybierz
Line.

iginPro
File Edit View Plot Column Analys™\ Statistics Tools Format Window Help

0,105 J2 g " Line + Symbol
0,110} Special Line/Symbgl

B gar
il Column
Special Bar/Column

& Pie

B —— | 3D X¥Y
Fill Celumns With 3D XVZ

Sort Columns 3D Surface/Contour Plots
Soitopienest Bubble/Color Mapped
EB statistics on Columns Statistical Graphs
&, Statistics on Rows Papel

Mask B Ares
% Fill Area

= Pogram narysuje zmierzone wczesniej widmo (opis osi i1 legende wykonasz na koncu pracy
z programem ORIGIN). Klikajac na widmo mozesz zmienia¢ kolor linii.

[ m o ulsul=[ = u|Al <] EES— b - ]|

[s|zl@le|e|aN[w]w]H] = s|ml+| o2 >

0,6
0,4
02

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
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» Rozpoczynij naktadanie kolejnych widm w celu zidentyfikowania substancji.

oiny\n

Edit View Graph Data Analysis Tools Format Window Help

et SER) w8 BS| Al WERe | 885 B E

o Msluslasl || = — <P e e ]

I Save Project
Save Project As...

Print Preview
Page Setup.
Import...
Export Page.

1 Shydnowe

2 pirydyna IR nowe

3 C\hydantoiny\..\all-HYDfir
45+6+7+8+0+10+12-HYDfir

5 C:\hydantoiny\...\hyd-Shyd-rs
6 RS-HYD+5HYD3col

75-HVD

& C:\hydantoiny\...\RS\5-HYD

9 RS-HYD+5HVDZcol

Exit

T T T T »
500 2000 1500

Axis Title

T T T T T
4000 3500 3000

kliknigciu na czerwony kwadracik w lewym goérnym rogu, na ekranie pojawia si¢ nowe okno

dialogowe z danymi (X, Y) drugiego widma, ktore nalezy zaznaczy¢ i doda¢ wspotrzedne x 1y.

B Fie Ear view Graph Data Anatysis Tools Format Window Help
D6 R e &S0 w8 ps &ldEPe _t” A&B)|  SlEE Lc|un)ex S8l
T oA -|p o] Blr|u]<]]<lesl Al < | [0-]— -] =CD - Bl e
-—— i Plot Setup: Configure
[E Avalable Dala
z Righl-click. on various panels
ry 1o bing up contet menus.
hdi 35
]
H
B 3.0 4
T Plot Type:
& 25 4
= ° Scatier
.7 = Line + Symbol §|
| E 204 Calunn 7 Bar
= » frea
B i~ Fil Arsa
B < 15 il 3 High-Low - Clase
& > 1 Flosting Columm .
! V
M 104 Flot List: dhag tight clck for i |y
(| : Fot Rlange Show |PickTzpe | Legen
| 051 |
I
00
T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500
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»  Potwierdz wybdr OK, uzyskujac obraz dwdch natozonych na siebie widm. Zapisz je pod nowa

nazwa, np. widmo A+B.
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= Jesli cheesz natozy¢ kolejne widma, powtarzaj procedure az wszystkie widma znajda si¢ na
ekranie.

Gdy wszystkie widma sg juz natozone przystep do przesuwania widm w stosunku do siebie w celu
poprawienia przejrzystosci obrazu.
»  Wykonaj proste obliczenia matematyczne wybierajac z paska narzgdzi Analysis 1 nastepnie
Simple Math. Wybierz widmo, ktore chcesz przesuna¢ w gore i okresl o ile jednostek (patrz
ponizej). Potwierdz wybor OK.

Y Axis Title
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» Otrzymasz nowy obraz z widmami przesunigtymi w gore o 2,5 jednostki w stosunku do siebie.
= klikajgc na tytuty osi wpisz wlasciwe nazwy,
= klikajac na lini¢ widma zmien jego kolor.
» wprowadz oznaczenie widm (pelng nazwa lub symbolem)
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Gotowe widmo zapiss na no$nik zewnetrzny.

* Przeprowadz analiz¢ porownawczg widm A i B. Wyciagnij wnioski.
= Zapisz na no$niku przygotowane widmo, ktore wykorzystasz do przygotowania prezentacji.

Instrukcja nr 6

Instrukcia wykonania prezentacji komputerowej w _programie PowerPoint, zatytutowanej
»Chemiczne i spektroskopowe metody analizy cholesterolu - zwigzku o duzym
znaczeniu biologicznym”, podsumowujgcej zadania i obserwacje wykonane w ramach
projektu.

Na podstawie zadah wykonywanych w laboratorium chemicznym i pracowni
spektroskopowej nalezy przygotowac prezentacje podsumowujgcg projekt. Prezentacje sg
pracami autorskimi ucznidéw, dlatego pozostawia sie im duzg swobode w sposobie ich
realizacji. W kazdej prezentacji powinny jednak znalez¢ sie opracowane wyniki analiz w
formie wykreséw i widm, wykonane w celu przeprowadzenia analizy jakosciowej i
ilosciowej cholesterolu. Nie moze zabrakngé poczynionych podczas wykonywania zadan
obserwacji, oceny trudnosci wykonywanych analiz, oceny stosowanych metod oraz
wnioskéw. Kazda prezentacja powinna oddawac osobiste zaangazowanie ucznia podczas
wykonywania zadan oraz umiejetnos¢ interpretowania wynikbw badan i wyciggania
wiasciwych wnioskow.

Ze wzgledu na krotki czas realizacji zadania, uczniowie powinni zaplanowac tres¢ i
forme prezentacji przed przystgpieniem do jej realizacji, aby maksymalnie wykorzystac
przeznaczony na jej wykonanie czas.

Zasady bezpieczenstwa w laboratorium chemicznym - zatgcznik 1
Karta pracy do zadania 1 - zalgcznik 2
Karta pracy do zadania 2 - zalgcznik 3
Karta pracy do zadania 3 - zatagcznik 4
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KARTA PRACY DO ZADANIA 1

Wykrywanie cholesterolu metodami chemicznymi

1. Cholesterol (zawierajacy wigzanie podwdjne) pod wplywem stezonego kwasu siarkowego ulega

odwodnieniu, kondensacji i sulfonowania. Po eliminacji dwoch czasteczek wody powstaja
sprzezone wigzania podwojne, ktore sg odpowiedzialne za pojawienie si¢ czerwonego
zabarwienia. W probie Salkowskiego cholesterol w obecnosci kwasu siarkowego tworzy
rozpuszczalny w chloroformie kwas disulfonowy bicholestadienu.
Zgodnie z instrukcja 1a wykonaj reakcje Salkowskiego na wykrywanie cholesterolu na dwoch
przygotowanych probkach. Zaobserwuj, w ktorej z probek pojawito si¢ czerwone zabarwienie w
warstwie chloroformowej roztworu. Zapisz wynik obserwacji. Uzupelnij rownanie zachodzacej
reakcji.

probka A wynik + - prébka B wynik + -
CH,
? HsC HsC s
CHy CH —_—
H,0
OH

cholesterol

CH, HyC

2. W probie Libermanna-Burchardta w obecno$ci kwasu siarkowego 1 bezwodnika octowego
rowniez zachodzi reakcja odwodnienia, kondensacji i sulfonowania cholesterolu, lecz w wyniku
tej reakcji powstaje kwas monosulfonowy bicholestadienu o charakterystycznej zielonej barwie.
Zgodnie z instrukcjg 1b wykonaj reakcje Liebermanna-Burchardta na wykrywanie cholesterolu
na dwoéch przygotowanych probkach. Zaobserwuj zabarwienie mieszaniny reakcyjnej. Czy
zabarwienie pojawito si¢ natychmiast po dodaniu kwasu siarkowego do probowki? Czy
zabarwienie ulegalo zmianie w czasie 1 0o czym ta zmiana $wiadczy? Zapisz wyniki
poczynionych obserwacji. Uzupelnij rOwnanie chemiczne zachodzacej reakc;ji.

probka A wynik + - probka B wynik + -
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H5C

CH, CH,

(CH3C0),0 + H,S0,
-H,0 -

HO

cholesterol

kwas monosulfonowy bicholestadienu

Poréwnaj wyniki przeprowadzonych reakcji. Wyjasnij brak zabarwienia lub rézne zabarwienie
powstate w wyniku reakcji z odczynnikami Salkowskiego i Liebermanna-Burcherdta.
Wyciagnij wnioski z przeprowadzonych prob analitycznych i wskaz probke, w ktorej byt
obecny cholesterol.
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KARTA PRACY DO ZADANIA 2

Przygotowanie roztworow zelazowych kompleksow cholesterolu do
kolorymetryczneqo oznaczania zawartosci cholesterolu w probie

1. Zgodnie z instrukcjg 3 wykonaj reakcje odczynnika zelazowego z trzema roztworami o
znanej zawartos$ci cholesterolu mieszczacej si¢ w granicach 20 — 100 pg. Roztwory o znanej
zawartosci cholesterolu nazywamy roztworami wzorcowymi. Reakcje z roztworami
wzorcowymi s3 wykonywane przez prowadzacego c¢wiczenie 1 dwoch uczniow —
ochotnikéw. Uczniowie obserwuja kolejno wykonywane czynno$ci i notuja spostrzezenia.
Wypehiajg tabelke.

Probka | cholesterol kwag octowy odcgynnik zelazowy
[ug] [cm?] [cm?]

P1
P2
P3
PA

2. Zgodnie z instrukcja 3, kazdy uczen indywidualnie wykonuje reakcje odczynnika
zelazowego w analitem o nieznanej zawartosci cholesterolu. Notuje spostrzezenia: barwg i
intensywnos$¢. Wypehia tabelke.

Probka | cholesterol | kwas octowy | odczynnik zelazowy

[u] [cm?] [cm?]
PA ?

3. Wzrokowo poréwnuje zabarwienie i jego intensywno$¢ w roztworach kompleksoéw
zelazowych cholesterolu, otrzymanych w wyniku reakcji odczynnika zelazowego z
roztworami wzorcowymi i analitem. Prébuje oszacowa¢ zawarto$¢ cholesterolu w probie.
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KARTA PRACY DO ZADANIA 3

Pomiar absorbancji komplekséw barwnych cholesterolu metoda fotokolorymetrii z

zastosowaniem spektroskopu UV/VIS

4. Wykonaj pomiary absorbancji dla trzech probek roztworéw kompleksu o znanej zawartosci
cholesterolu (pierwszy pomiar wykonuje prowadzacy ¢wiczenie, pozostate dwaj ochotnicy z
grupy ¢wiczeniowej). Zanotuj wartosci absorbancji Al dla probki P1, A2 dla probki P2 1 A3 dla

probki P3. Wyjasnij dlaczego przy pomiarze stosujemy probe odczynnikowg?

5. W analogiczny sposéb wykonaj pomiar absorbancji dla roztworu kompleksu o nieznanej
zawartos$ci cholesterolu (PA) wobec proby odczynnikowej. Zapisz warto§¢ zmierzonej

absorbancji.

6. Uzupelnij tabelg, ktora wykorzystasz do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej i obliczania
zawartos$ci cholesterolu w analizowanej probie.

Probka | cholesterol | absorbancja | dtugos¢ fali
[ug] [nm]

P1

P2

P3 550

PA ?
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