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Ahora debemos ver el misterio de la existencia
con nuevos 0jos, pues como hijos orgullosos
de la ciencia y la razén, hemos quedado
huérfanos de sabiduria.

Deepak Chopra



rélogo

Con frecuencia los estudiantes de Quimica Organica se muestran abrumados por el ndimero de
compuestos, nombres, reactivos y mecanismos que confrontan, y se preguntan si podran ser capaces
de aprender todo ello en un solo semestre.

La mayor parte de la quimica organica consiste en unos cuantos principios fundamentales y un gran
nimero de extensiones y aplicaciones en esos principios. El estudiante requerira, por lo tanto, de poca
memorizacion si se interioriza de cada concepto principal y desarrolla flexibilidad para aplicarlo.

Al ser la Quimica una ciencia experimental, considero de fundamental importancia para el alumno que
pueda trasladar al laboratorio, los conceptos tedricos impartidos en el aula, donde podra “visualizar”
los mismos a través de las diversas practicas presentadas por el docente. En las mencionadas clases
practicas se incentivard al estudiante a aplicar y desarrollar su capacidad de observacién, de
relacionar lo que esta haciendo con la teoria y con asignaturas correlativas, de elaborar conclusiones y
de establecer postulados en base a los resultados obtenidos.

En el presente libro se presentan algunas pautas sobre normas de seguridad y las precauciones que
se deben tener en u laboratorio de quimica. Se incluye también el significado de los simbolos
presentes en los rotulos y etiquetas de los frascos de los reactivos, para su manejo correcto y seguro.

A continuacion se presentan las “Guias de Trabajos Practicos de Laboratorio” de la asignatura. Cada
una de las cuales cuenta con una introduccidon tedrica que presenta al estudiante los contenidos
tedricos que va a necesitar para encarar el trabajo de laboratorio, la parte experimental propiamente
dicha y finalmente una serie de actividades o cuestionarios que debera responder a fin de evaluar si
logré comprender, de manera completa y profunda, las experiencias realizadas.

Las técnicas experimentales consisten en métodos de obtencion de algunos compuestos organicos y
en la determinacion de las propiedades fisicas y/o quimicas de los mismos, induciendo al alumno a
relacionar dichas propiedades entre las distintas familias de compuestos.

En cuanto a las practicas de la parte bioldgica de la asignatura, se introduce al alumno e el manejo de
la cromatografia, una de las técnicas mas utilizadas en el andlisis de compuestos, tanto organicos
como bioldgicos. También se apunta a verificar la influencia de diversos factores, tanto fisicos como
quimicos, sobre la estructura y, por lo tanto, sobre la actividad de dos de los compuestos bioldgicos
de mayor importancia para la célula viva como son las proteinas y enzimas.

Incluidos en la parte bioldgica, se presentan ademas, dos practicos que permiten al estudiante
verificar el efecto que producen las variaciones de las condiciones ambientales en que se llevan a
cabo dos procesos metabdlicos fundamentales para la vida de la célula vegetal. La fotosintesis y la
respiracion.

Finalmente se incluyen tres tedrico — practicos con el objeto de incentivar en el alumno el espiritu de
investigacion bibliografica y seleccién de contenidos, habilidades que considero de suma importancia
para su formacion.
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ormas de seguridad en laboratorio




El trabajo en el laboratorio implica el peligro potencial de accidentes, debido a la naturaleza de las
sustancias y elementos que se utilizan. Ademas, existe la posibilidad de errores humanos al realizar la
experimentacién. Entre los accidentes mas comunes podemos mencionar: incendios, explosiones,
cortes, quemaduras, intoxicaciones, etc.

Existen ciertas reglas que deben tenerse en cuenta al realizar trabajos en el laboratorio; su

cumplimiento disminuye los riesgos, y muchas veces, logran evitar accidentes.

La primera regla que todo aquel que trabaja en el laboratorio debe cumplir es la siguiente: el lugar

de trabajo debe estar en perfecto orden. Recuerde que el orden es fundamental para evitar

accidentes. Mantenga el area de trabajo ordenada, sin libros, abrigos, bolsas y cosas innecesarias o

indtiles. Mantenga las mesas y vitrinas extractoras siempre limpias. Se tienen que limpiar

inmediatamente rodos los productos quimicos derramados. Limpie siempre perfectamente el material

y equipos después de su uso.

Otras normas basicas son las siguientes:

» Siga todas las indicaciones que el instructor o responsable del laboratorio le indique.

. Esté siempre equipado con delantal y anteojos de proteccion. No utilice lentes de contacto, ya
gue estos no pueden quitarse con la rapidez necesaria si ocurrieran proyecciones de liquidos a
los ojos. Por otro lado, las lentes blandas pueden absorber los vapores organicos.

. Nunca debe comer, fumar o beber en el laboratorio; tampoco apoye comida sobre la mesada.

. Estudie cada experiencia antes de cada practico vy, si es posible, disefie un esquema de la
técnica que utilizara. De esta manera ahorrara tiempo, podra consultar especificamente lo que
dude, y asi evitara errores y accidentes innecesarios.

. En caso de accidente, por pequeio que parezca, comuniquelo inmediatamente al instructor o
ayudante de laboratorio.

. Trabaje con la mayor ventilacién posible.

. Si tiene el pelo largo, debe recogérselo.

. En el armado de equipos, asegurese de usar soportes que tengan un buen apoyo, y controle el
funcionamiento de los mismos.

. Nunca caliente un sistema cerrado.

. Si calienta un tubo de ensayo, no mire hacia el interior del mismo; tampoco apunte la boca del
tubo hacia un compafiero.

. Manipule las sustancias corrosivas con maximo cuidado.

. No fuerce los tapone o uniones de latex en los tubos de vidrio o cualquier material quebradizo.
Utilice detergente o glicerina que facilitan la tarea de quitarlos.

. No use nunca equipo de vidrio agrietado o roto. Deposite el material de vidrio roto en un
contenedor para vidrio, no en una papelera.

. En el laboratorio nunca debe trabajar solo, para poder recibir ayuda en caso de accidentes.



. Trabaje sin prisas, pensando cada momento en lo que estd haciendo. Nunca corra en el

laboratorio.

Dada la gran toxicidad de muchas sustancias con las que trabajara en el laboratorio debe tener en
cuenta las siguientes precauciones.

Evite ingerir, inhalar o tocar compuestos organicos (muchos de estos son rapidamente

absorbidos por la piel y resultan tan tdxicos como si fueran inhalados). Por esto se recomienda:

. No arroje residuos sélidos insolubles en la pileta.

. No mezcle sustancias organicas que puedan generar compuestos tdxicos.

. No mueva los reactivos del area designada para su manejo y medida. Debe transportar las
botellas o frascos de reactivos tomandolos por el fondo, nunca de la tapa

. No pruebe ninguna sustancia (sdlida o en solucién) a menos que sea especificamente indicado
por el instructor.

. Si debe oler una sustancia, hagalo a una distancia de 12 a 20 cm. De la nariz, mueva
lentamente la mano hacia la nariz y aspire con precaucién. Si no detecta ningln olor. Mueva un
poco el recipiente que lo contiene, y huela mas fuertemente. Nunca inhale.

. Evite derramar productos quimicos sobre la mesada. Si sucediera esto, avise al instructor o

ayudante de laboratorio; pero sobre todo, trabaje con precaucién para evitar ese accidente.

Evite contaminar el aire:

. Coloque las tapas en los frascos inmediatamente después de usarlos. No solo reducird la
evaporacion, sino que también evitara la contaminacion de los reactivos.

. No traslade las sustancias quimicas del area designada para su manejo y medida.

. Use bafo de hielo cuando destile liquidos con punto de ebullicidn inferiores a 40° C.

. Evite una condensacion incompleta. Lo conseguird asegurandose que el agua fluya por el

refrigerante cuando destile o caliente a reflujo.

Precauciones para el uso de &cidos y bases fuertes:

. Use las cantidades especificadas en la técnica correspondiente.

. Para preparar mezclas de acido con agua y alcohol, agregue el acido al agua o alcohol
lentamente, agitando y enfriando. Si se trata de una mezcla de dos acidos, afiada en porciones,
y con sumo cuidado, el mas concentrado sobre el menos concentrado, agitando y enfriando.
Recuerde: “No hay que darle de beber al acido”.

. Proteja los ojos cuando trabaje con sustancias corrosivas.

. Lave con grandes cantidades de agua la piel si la misma hubiera tomado contacto con
sustancias corrosivas. Luego, siga el tratamiento correspondiente para cada caso.



Peligros del fuego:

. No acerque nunca recipientes que contengan liquidos volatiles a una llama.

. No encienda ninguna llama en el laboratorio si detecta olor a gas.

. No vuelque sodio en las piletas. La reaccién es violenta y puede provocar un incendio.

. Si arden pequefas cantidades de disolvente, cubra con arena. Para grandes cantidades, use

extinguidores.
Primeros auxilios

Quemaduras

Trate las quemaduras como se indica a continuacion y luego llame por atencién especializada.

. Con alcalis:
En la piel: después de lavar la zona afectada con agua, trate con solucién de acido acético al 5%.
En los ojos: después de lavar repetidas veces con agua, trate con solucion de acido bdrico al 1%.
. Con acido:
En la piel: después de lavar con agua, trate con solucién de bicarbonato de sodio al 5%.
En los ojos: después de lavar con agua, trate con solucion de borax al 5%.
. Con bromo:
Trate inmediatamente con glicerina.
. Con fuego, agua hervida o superficies metalicas calientes.

Trate inmediatamente con hielo durante 30 minutos.
Envenenamiento por ingestion:

. Acidos: suministre 100 a 200 g de magnesia diluida en leche o huevo batido con agua
(vomitivos).

. Alcalis: trate con limonada, vinagre en leche (vomitivos).

. Cianuros: inmediatamente suministre 1 g de tiosulfato de sodio por via venenosa. Inhale

oxigeno (antidoto)
Etiquetas de solventes y reactivos

No debe utilizar un reactivo sin haber leido previamente toda la informacion contenida en su etiqueta;
preste especial atencidén a los simbolos de peligrosidad y a las recomendaciones para su correcto
manejo. Se detalla a continuacion la clasificacion de las sustancias quimicas segin la ONU

(Organizacion de las Naciones Unidas).



SOLIDO INFLAMABLE
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PELIGROSO |0 00,

Explosivos: Son sustancias sélidas o liquidas, o mezclas de ellas, que
por sis mismas son capaces de reaccionar quimicamente produciendo
gases a tales temperaturas, presiones y velocidades que pueden
ocasionar graves danos en los alrededores.

Gases Inflamables: Son sustancias que pueden incendiarse
facilmente en el aire cuando se mezclan en proporciones inferiores o

iguales al 13% en volumen. Ej.: propano, aerosoles.

Gases no Inflamables: Son sustancias no toxicas; pueden ser

asfixiantes u oxidantes. Ej.: nitrégeno.

Liquidos inflamables: Son liquidos o mezclas de ellos, que pueden
contener solidos en suspensidn o solucion, y que liberan vapores
inflamables por debajo de 35° C (punto de inflamacidn). Por lo general
son sustancias que se transportan a temperaturas superiores a su punto
de inflamacion, o que siendo explosivas se estabilizan diluyéndolas o
suspendiéndolas en agua o en otro liquido. Ej.: gasolina, benceno y

nitroglicerina en alcohol.

Soélidos inflamables: Son aquellos que bajo condiciones de transporte
son combustibles o pueden contribuir al fuego por friccion. Ej.: fosforos.

Solidos espontaneamente combustibles: Son aquellos que se
calientan espontaneamente al contacto con el aire bajo condiciones

normales. Ej.: Bisulfito de sodio.

Sdlidos que emiten gases inflamables al contacto con el agua:
Son aquellos que reaccionan violentamente con el agua o que emiten
gases que se pueden inflamar en cantidades peligrosas cuando entran
en contacto con ellas. Ej.: metales alcalinos como socio, potasio.

Sustancias oxidantes: Generalmente contiene oxigeno y causan la
combustion o contribuyen a ella. Ej: agua oxigenada (perdxido de
hidrogeno), nitrato de potasio.
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ROXIDO ORGANICO

£

POISON

Peréxidos organicos: Sustancia de naturaleza organica que contienen
estructuras bivalentes —0-O-, que generalmente son inestables y
pueden favorecer una descomposicidon explosiva, quemarse
rapidamente, ser sensibles al impacto o la friccién, o ser altamente
reactivas con otras sustancias. Ej.: perdxido de benzoilo, perdxido de

metiletilcetona.

Sustancias téxicas: Son liquidos o solidos que pueden ocasionar
dafios graves a la salud o la muerte al ser ingeridos, inalados, o al
entrar en contacto con la piel. Ej.: cianuros, sales de metales pesados.

Materiales infecciosos: Son aquellos microorganismos que se
reconocen como patdgenos (bacterias, Hongos, parasitos, virus e
incluso hibridos o mutantes) que pueden ocasionar a los animales o a

las personas una enfermedad por infeccidn. Ej.: antrax, HIV, E. Coli.

Sustancias Corrosivas: Corresponde a cualquier sustancia que por
reaccion quimica puede causar dafos severos o destruccién a toda
superficie con la que entra en contacto incluyendo la piel, los tejidos,
metales, textiles, etc. Causa quemaduras graves, y se aplica tanto a
liguidos o sélidos que tocan las superficies, como a gases y vapores que
en cantidad suficiente provocan fuertes irritaciones en las mucosas. Ej.:

acidos y causticos.

Sustancias nocivas: Son aquellas que por inhalacién, ingestién o
absorcién cutdnea pueden provocar dafios agudos o crénicos a la salud.
Posibles sensibilizantes por inhalacién. Ej.: eugenol, estireno, xileno,

tolueno.

Sustancias irritantes: Sin ser corrosivas pueden producir
inflamaciones en la piel o las mucosas, por contacto breve, prolongado
o repetido. Peligro de sensibilizacién por contacto. Ej.: etilhexilacrilato,
carbonato de sodio, acido clorhidrico 0,1N.
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Préactico de Laboratorio N° 1

Tema: idrocarburos no saturados

» Interpretar las propiedades fisicas y quimicas de los alquenos y alquinos en base a su
estructura molecular y electrénica.

» Diferenciar los hidrocarburos saturados de los no saturados.

» Obtener etileno a partir de etanol, acetileno a partir de C; G, y preparar con este ultimo,
acetiluros de Ag y de Cu.

A ALQUENOS

Se caracterizan por la presencia de una doble ligadura, y su nomenclatura se indica con la terminacion
“eno”. Su formula general es C, H,, y el primer termino de la serie es el “etileno” (nombre comun),
cuya formula es CH, = CH,.

En sus reacciones quimicas los alquenos se comportan como bases de Lewis (dadores de €),

debido a la presencia de par de e m, los cuales originan el segundo enlace caracteristico de esta

familia de compuestos. Este par de e restringe también la rotacidn alrededor del doble enlace, esto a
su vez, permite que los alquenos existan en dos formas isdmeras (cis-trans) denominados “isomeros
geométricos” y le confiere mayor reactividad a estos hidrocarburos.

Propiedades Fisicas

Con respecto a los estados fisicos de los alquenos, el etileno es un gas incoloro con un sabor
ligeramente dulce, poco soluble en agua, pero mas soluble en alcohol y éter. EL propileno y los tres
butilenos son igualmente gases en condiciones normales y las olefinas de cinco 6 mas atomos de
carbono son liquidas.

Los puntos de ebullicion de los alcanos y alquenos del mismo nimero de carbonos difieren muy
poco y se eleva con el aumento de atomos de carbono en la cadena.

Los alquenos son isomeros de conformacion de los cicloalcanos, pero difieren en sus propiedades
quimicas, pues el cambio de una cadena abierta a una cerrada modifica las propiedades de los
compuestos.

Propiedades Quimicas
Los alquenos presentan dos importantes tipos de reacciones: de oxidacién y de adicién.
- Reacciones de oxidacion

1- Combustion: los alquenos queman en el aire con una llama mas luminosa que la de los
alcanos debido al mayor porcentaje de carbono de su molécula ( a causa de la no saturacion)

2C,Hpr+3n0;, 5 2nCO; +2nH;0

2- Reaccion de Baeyer para la no saturacion: Una solucion diluida de KM,0; oxida a las
olefinas, primero a glicoles, los que pueden continuar su oxidacion. Esta reacciéon no la dan
los alcanos, por lo tanto constituye un ensayo Util para diferenciar ambos tipos de
hidrocarburos.

3- Ozondlisis: Las olefinas se combinan con el ozono para dar, luego de una hidrdlisis, y
reduccion intermedias, moléculas de aldehidos y cetonas. Esta reaccién permite /ocalizar e/
doble enlace.

4- Epoxidacion: los alquenos reaccionan con acidos peroxicarboxilicos para dar 1,2 epoxidos.
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- Reacciones de adicion
1- Adicién de Hidrdgeno: adicionan H, en presencia de Niquel é Pt para dar parafinas.
2- Adicion de Haldgenos (X2): de esta reaccién se obtienen alcanos dihalogenados.
También adicionan acido sulfurico y acido hipocloroso. Lo interesante de estas reacciones es que
siguen la regla de Markownikoff que dice: el grupo negativo de un acido se une al atomo de
carbono que tiene el menor numero de atomos de hidrogeno; cabe destacar que en la adicién de
HBr a una olefina en presencia de luz ultravioleta, oxigeno 6 perdxido, esta regla se invierte por el
efecto peroxido.

B ALQUINOS

El acetileno, C;H, que da su nombre a la familia de hidrocarburos caracterizados por una triple
ligadura, fue descubierto por Edmundo Davy, al agregar agua a una masa negra obtenida calentando
fuertemente una mezcla de cremor tartaro y carbdn de lefia. Esta masa probablemente contenia
carburo de potasio el cual liberaba acetileno al reaccionar con el agua. Ciertos carburos metalicos
producen acetileno por hidrdlisis y actualmente se usa el carburo de calcio en gran escala con éste
propdsito.

Los hidrocarburos de la serie acetilénica tiene como caracter distintivo un triple enlace covalente entre
dos atomos de carbono. De ahi que su férmula gral. Sea C,, Hon.»

Propiedades fisicas:

Los miembros inferiores de la serie del acetileno son gases a temperatura ambiente, y a medida que
aumenten el nimero de carbonos se tornan liquidos y elevan su punto de ebullicion.

Con respecto al acetileno, es un gas incoloro, mas liviano que el aire. Al estado puro no tiene olor y si
lo tuviera es etéreo. Sin embargo, al ser preparado en el laboratorio presenta impurezas que le
confieren un olor desagradable, alidceo. Las mencionadas impurezas son compuestos sulfurados y
fosforados, tales como SH, y fosfamina.

El etino es soluble en agua, alcohol y benceno, y es muy soluble en acetona. Licua con facilidad a 48
atm. Y 1°C (6 a 25 atm. Y a 25°C). Al estado liquido es movil, incoloro y muy inestable, razon por la
cual es altamente explosivo (pero puede almacenarse sin peligro disuelto en acetona, a 12 atm de
presidon en tubos de acero con tierras de infusorios). La razon de este comportamiento es el alto
contenido de energia de la molécula de acetileno, como lo demuestra el alto valor negativo de su
calor de formacion (el acetileno es una combinacion endotérmica).

2C + H, —» GH; -54,8 Kcal/mol

Al estado gaseoso forma mezclas detonantes con aire y el oxigeno. Arde en el aire con llama
fuliginosa (acompanada con humos negros) reaccion que se produce con desprendimiento de calor.
Con el oxigeno produce la llama oxiacetilénica, que alcanza una temperatura de 2700 a 3000°C.
Razdn por la cual se lo utiliza para fundir hierro y 6 acero en el soplete oxiacetilénico (soldadura
autégena).

Propiedades Quimicas
Los alquinos dan dos tipos principales de reacciones quimicas:

Reacciones de adicion

Estos hidrocarburos son muy similares a los alquenos en cuanto a su comportamiento quimico, por lo
cual adicionan la mayoria de los reactivos quimicos que se adicionaban a aquellos, la diferencia radica
en que un mol de alquino reacciona con el doble de reactivo que un mol de alqueno.

Formacion de acetiluros

Los hidrogenos del acetileno tiene propiedades ligeramente acidas, sin llegar a enrojecer al tornasol.
Esto significa que pueden llegar a producir sales, denominadas acetiluros, con metales alcalinos,
alcalino-térreos y pesados. Los acetiluros de metales alcalinos y alcalino-terreos son estables al calor,
pero se descomponen con agua con desprendimiento de acetileno. Los de cobre y plata son altamente
explosivos al estado seco, detonando violentamente por choque (por ello se lo usa en industria de los
explosivos).
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Esta propiedad de producir acetiluros se emplea para el reconocimiento de alquinos con triple enlace
terminal ya que no la daran los otros alquinos y alquenos (ni mucho menos los alcanos).

A | Obtencidn de etileno: Deshiratacion de Alcoholes

Ecuacion de la Reaccioén

H2S04
CH3-CH20H s CH2=CH2 + H20
180°C
Etanol Etileno

Reactivos necesarios: Materiales de laboratorio:
- Alcohol etilico de 96°. - Balon de 250 cc.
- Acido sulfurico conc. - Ampolla de decantacion.
- Soluc. Diluida de KMnO,. - Tela de amianto, mechero.
- Soluc. De NaOH. - Soporte y pinzas de sostén.

-Tubos de ensayo y gradilla.

Técnica:

Armar un aparato como el indicado en la figura N°1.

Colocar 20 ml de &cido sulfurico en la ampolla de decantacion y 10 ml de alcohol en el balén.

Dejar caer lentamente el acido y evitar el aumento de la temperatura, enfriando.

Se deja enfriar y se afiade un poco de arena para evitar la formacién de espuma. A continuacion,
calentar con cuidado y paulatinamente el balén. Este Gltimo debe tener ademas adosado un
termdmetro para el control de la temperatura, la cual debe permanecer alrededor de 180°C.

etileno

Figura 1: Equipo para la obtencién de etileno

a. Reaccién de Baeyer: preparar tres tubos de ensayo conteniendo, c/u de ellos una
solucién, muy diluida de KMnO,.

Tubo NO°1: alcalinizar con unas gotas de solucién de NaOH.

Tubo NO2: acidular con unas gotas de H,SO..

Tubo NO3: dejarlo neutro para control.

Cuando comience a producirse etileno, hacerlo burbujear en los tres tubos y observar lo

que sucede en cada uno de ellos.
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b. Inflamabilidad: aproximar una llama a la boca de un tubo que contenga etileno. Se
puede mantener la llama sobre la boca del tubo afadiéndole continuamente agua
mientras arde.

Observar si la llama es luminosa 6 no.

B Obtencién de acetileno

Reactivos necesarios: Materiales de laboratorio

- Carburo de Calcio. - Frasco de dos bocas de 500 ml.
- Agua destilada. - Frasco lavador.

- Agua acidulada con HCI 6 H,SO.. - Tubo de seguridad: 2

- Tubos acodados: 2
- Camara hidroneumatica.

Técnica:

En un frasco de dos bocas de 500 ml de capacidad se colocan unos 250ml de agua destilada. La boca
del frasco lleva un tapon atravesado por un tubo de vidrio lo mas ancho posible, el cual debe llegar
hasta cerca del fondo del frasco. La otra boca comunica con un frasco lavador que contiene agua
acidulada con HCI 6 H,S0O,. Este frasco posee, ademas, un tubo de seguridad y un tubo lateral que
conduce el gas a la cuba hidroneumatica.

Por el tubo de vidrio conectado a 1 primer frasco, se agrega periddicamente pedacitos muy pequenos
de carburo de calcio, los cuales reaccionaran vivamente con el agua del frasco desprendiendo el
acetileno y con desarrollo de calor. A causa de esto debe operarse con precaucion.

El esquema del aparato descripto es el siguiente:

Acetileno

CaC,
l

f

H,0 acidulada

Acidez del GH;

a. Reaccién con CuSO, amoniacal: se hace burbujear el acetileno obtenido en dos ml de
solucién de sulfato de cobre amoniacal, contenido en un tubo de ensayo. Se observa
la formacidn de ppdo.rojo de acetiluro curposo. Filtrar y calentar, “con mucho
cuidado”, este precipitado.

b. Reacciéon con AgNO; amoniacal: hacer burbujear el acetileno obtenido en 3 ml de
solucién de nitrato de plata amoniacal, hasta observar la formacion de un precipitado
blanco de acetiluro de plata. Separar este precipitado por filtracion y calentarlo
cuidadosamente, en el papel de filtro, sobre una tela de amianto.

Elabore un cuadro comparativo que ponga de manifiesto las similitudes y las diferencias en las
propiedades quimicas de los alcanos, de los alquenos y de los alquinos.
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Préactico de Laboratorio N°2

Tema: Icoholesy fenoles

= Verificar el comportamiento fisico y quimico de los alcoholes y fenoles, justificandolo en
base a la estructura molecular de los mismos.
= Identificar y diferenciar los alcoholes 10,20 y 39,

= Identificar y diferenciar los alcoholes alifaticos y aromaticos de los fenoles.

A ALCOHOLES

Estos pueden ser representados por la formula gral. C,H,,+,0 8, simbdlicamente, como R-OH. El
grupo funcional de los mismos es:

—C—-0OH carbinol

Tienen caracter tanto acido como basico, lo cual explica en parte su tendencia a asociarse a
través de puentes de hidrégeno, razén por la cual los alcoholes hierven a temperaturas superiores
a la de los alcanos equivalentes.

Las moléculas de alcoholes se asocian también con moléculas de agua a través de puentes de
hidrogeno. Esto permite que los términos inferiores sean completamente miscibles con ella.

Caracter acido de los alcoholes: Reaccionan con los metales activos, como el Na, con
desprendimiento de H2. En este tipo de reacciones, en las que solamente se elimina el H, del OH
dejando al O el par de € a través del cual estaban unidos originalmente, la velocidad de la reaccién

varia de la siguiente manera: R-OH 1° > 2° > 3° (los alcoholes 1° reaccionan mas rapido que los
secundarios y estos mas que los alcoholes terciarios).

2CH3;-OH +2Na ——» 2CH3- ONa + H;

Caracter basico de los alcoholes: los R-OH aceptan un protdn de los acidos minerales mas fuertes
para formar iones de alquil-oxonio, similares al H;O" (ion hidronio). Segln las condiciones de la
reaccion, especialmente la temperatura, la protedlisis puede ir seguida de alguna de las siguientes
reacciones:

a. Deshidratacion total, produciendo un alqueno.

b. Deshidratacién parcial, produciendo un éter

c. Desplazamiento de la molécula de agua del ion alquil-oxonio por un anién, para dar,

por ejemplo, un haluro de alquilo, un nitrato de alquilo, un sulfato de acido, etc.

En este tipo de reacciones la velocidad de las mismas varia de la siguiente forma:

R-OH 3° >2° > 10,

Oxidacién de los alcoholes: los 1° y 29 son reductores moderados y son oxidados por los oxidantes
habituales. La estructura de los alcoholes 3° hace muy dificil su oxidacion, para lo cual se deben dar
condiciones muy enérgicas.
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(0)

Alcohol 1° aldehido - > acido

Alcohol 20
(0)

R
|
H-C-OH — cetona
|
R

Alcohol 3°

(O) fuerte ,
Cetona (con un atomo de carbono menos)

B FENOLES

Estos pueden clasificarse en mono, di y polifenoles, de acuerdo al nimero de grupos OH unidos al
anillo aromatico. El término que posee un solo OH es el mas tipico, es un sdlido incoloro que funde a
los 41°C y hierve a los 82°C. Es poco soluble en agua a temperatura ambiente, pero su solubilidad
aumenta con la temperatura hasta serlo en todas proporciones a 63,5°C. El fenol es ligeramente acido

y se disocia en ion fendxido e hidrégeno.

DIFERENCIAS

ALCOHOLES

FENOLES

Son neutros

Oxidan a aldehidos y cetonas

Reaccionan con halogenuros de acido (HX)
dando halogenuros de alquilo

Con FeCl; no dan reacciones coloreadas

Son acidos y disuelven alcalis
Oxidan produciendo complejos coloreados
No reaccionan con (HX)

Con cloruro férrico dan reacciones coloreadas

Reactivos necesarios:
-Alcohol n-butilico
-Alcohol ter-butilico
-Alcohol sec-butilico
-Fenol

-Resorcina

-Acido salicilico

-Solucién de NaOH al 5%
-Na Metalico

-Reactivo de Lucas
-Solucién de KMnO, al 3%
-Mezcla sulfocromica
-Solucién de FeCl; al 1%
-Reactivo de Tollens

Técnica:
a- Solubilidad en agua y en soluciones alcalinas.

Materiales de laboratorio
-Gradilla con 4 tubos de ensayo
-Pipetade 5y 10 ml.

-Vaso de precipitado para bafo maria
-Mechero, tripode y tela de amianto
-Pinza de madera y espatula metalica
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Colocar separadamente en 3 tubos de ensayo alrededor de 10 gotas de c/u de las siguientes
sustancias: alcohol n-butilico, alcohol ter-butilico y fenol. (7Evite el contacto del fenol con la piel, pues
produce quemaduras muy molestas?)

Agregar 5 ml. de agua a cada tubo mezcle y observe la solubilidad en frio. A continuacion coloque
todos los tubos en un bafo maria y caliente hasta 65°C. Ensaye con una gota de c/u de las muestras
sobre papel tornasol.

Repetir la experiencia usando, en vez de agua, una solucion de NaOH al 5%.

b- Los alcoholes como dcidos. reaccién con Na metalico.

Colocar en 3 tubos de ensayo diferentes, 3 ml. de los siguientes alcoholes: butilico, sec-butilico y ter-
butilico. A cada tubo agregar un trozo pequefio de Na metalico y observar la reaccidon hasta que todo
el Na se halla disuelto. Si es necesario agregue mas alcohol para destruir el exceso de Na. (inunca
cologue Na metdlico directamente en agua!).

c-Los alcoholes como base: reaccion con el reactivo de Lucas.

En cada uno de 3 tubos de ensayo coloque 1 ml de reactivo de Lucas. Agregue 4-5 gotas de lo
alcoholes a ser ensayados, mezcle bien y controle el tiempo necesario para que la reaccion dé
comienzo. Luego de 5 minutos caliente aquellos tubos en los que no se observd ninguna reaccién.

d- Oxidacion de los R-OH

1- con KMnO, a diferentes ph: so coloca en un tubo de ensayo 5 ml. de una mezcla formada por 5 ml.
de alcohol metilico y 15 ml. de agua y se la alcaliniza con una gota de una solucion al 10% de NaOH.
Se coloca igual cantidad de la mezcla alcohol-agua en otros 2 tubos de ensayo acidulando 1 de ellos
con una gota de solucién al 10% de H,SO, dejando neutro el 3°. A cada tubo se le anade 2 gotas de
una solucion de KMnO, al 3% y se deja en reposo durante 2 minutos. Entonces, si es necesario, se
calienta para que la reaccién se produzca. Repetir todo con un R-OH 2° y uno 3°.

2- con K, CrO;/ H,S04. en un tubo de ensayo se colocan 10 ml. de la solucién oxidante (dicromato de
potasio en agua y en acido sulfirico) y se le adicionan 2 ml. de R-OH n-butilico. El tubo se agita y se
observa si se produce alguna elevacion de la temperatura 6 cambio de color. El ensayo se repite en
otros tubos con 2 ml. de alcoholes sec y ter-butilico respectivamente.

e- Reacciones del fenol y otros compuestos fendlicos

1- ensayo del cloruro férrico (Fe Cl3): preparar unos ml. de soluciones de fenol, resorcina y acido
salicilico, disolviendo unos cristales de cada uno de ellos en 5 ml. de agua. Agregar a cada tubo unas
gotas de solucion de FeCl; al 1%. Ensaye la misma reaccién con alcohol butilico y ter-butilico. Anote e
interprete los resultados.

2- Poder reductor del fenol: disolver 0,2 gr. De fenol en 10 ml. de agua y ensayar su poder reductor
con el reactivo de Tollens.

1- ¢A qué se deben las diferentes solubilidades observadas con los reactivos empleados y las
condiciones en que se realiz6 la experiencia?

2- Escriba la ecuacién quimica que representa la reaccion de los alcoholes con el Na metélico y
explique las diferentes velocidades observadas para la misma, en funcién de la estructura
molecular y electrénica de cada una de ellos.

3- Escriba las ecuaciones para la reaccion de cada tipo de alcohol con el reactivo de Lucas y
explique las diferencias de velocidades que se manifiestan.

4- Plantee las ecuaciones quimicas para la oxidacion de cada tipo de alcohol.

5- ¢A que se debe las coloraciones producidas por los fenoles en el cloruro férrico?

6- Elabore un cuadro comparativo con los resultados obtenidos en todas las reacciones
efectuadas.
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Trabajo Practico N° 3

Tema: Idehidos y Cetonas.
Preparacion de etanal a partir
de etanol

= Obtener etanal a partir de etanol, interpretando la reaccion involucrada en la transformacién.

= Realizar e interpretar algunas reacciones de diferenciacion de aldehidos y cetonas.

ALDEHIDOS

Son compuestos que resultan de la deshidrogenacion u oxidacion suave de los alcoholes primarios. El
término a/dehido proviene de alcohol dehidrogenatus, o sea que proviene de un alcohol primario que
ha perdido una molécula de Hz.

H,
CH;— CH,OH —————— CH5CHO

R—C—H Formula gral. de aldehidos

CETONAS
Son compuestos que se forman por la oxidacion de un alcohol secundario, dicha reaccién se realiza
con oxidantes fuertes a diferencia de la de los aldehidos.

0
Il

R—C—R Formula gral. de cetonas

A Meétodos de preparacion: Oxidacion de alcoholes.

Uno de los métodos mas directos de obtencion de un aldehido es la oxidacion de un alcohol primario.
Los alcoholes terciarios son resistentes a la accidén de soluciones diluidas de de agentes oxidantes.

El agente mas usado en el laboratorio es una solucion de dicromato de sodio y acido sulfurico. Es
necesario evitar un exceso de agente oxidante, dado que el aldehido se sigue oxidando con facilidad
hasta acido. Afortunadamente los aldehidos de bajo peso molecular tienen también bajo punto de
ebullicién y se pueden eliminar tan rapidamente como se van formando. Sin embargo la produccion
de acido no puede ser evitada totalmente. La ecuacién que representa esta reaccion es:

= + // © o+
3CH;CH,OH + Cr,0O,- + 8H —» 3 CH3C\ + 2Cr + 7H,
H

alcohol etilico etanal
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B Propiedades quimicas

Los aldehidos y cetonas son compuestos de una gran reactividad quimica, la cual esta
determinada por la presencia en ambos del siguiente grupo funcional:

Cc=0 carbonilo

—

Presentan tres tipos de reacciones:

e Adicion: con y sin pérdida de una molécula de agua.

e Sustitucion: del H de los aldehidos por un atomo de Cl.

o Condensacion: polimerizacion, aldolizacién y crotonizacion.
Entre ellas, y a los fines del practico, fijaremos nuestra atencion en algunas reacciones de adicién de
oxigeno 0 reacciones de oxidacion, de una suma importancia para la diferenciacién de los
aldehidos y las cetonas, las cuales se basan en el uso de ciertos reactivos muy especificos. Ellas son
las reacciones de Fehling, Tollens y Benedict (*).
La accién de estos reactivos se basa en la facilidad de oxidacién del grupo carbonilo de los aldehidos,
por encontrarse estructuralmente mas expuestos a la accion de estos oxidantes suaves, los que se
reducen una vez concretada la reaccidn. Por esta razén se dice que, a través de estos reactivos, se
verifica el poder reductor de los aldehidos. Las cetonas, como es de esperarse, no dan estas
reacciones, pues al encontrarse su grupo carbonilo rodeado de dos radicales alquilo, su oxidacién
necesita condiciones enérgicas.
Ademas realizaremos otro tipo de reaccidn de adicion, la de Shiff.

(*)

Reactivo de Fehling: estd compuesto por dos soluciones

- Fehling A: solucién de sulfato clprico en agua,

- Fehling B: solucidén de NaOH vy tartrato doble de sodio y potasio (sal de Rochelle)
Cuando se mezclan cantidades iguales de estas dos soluciones se forma un complejo soluble de
intenso color azul de tartrato de cobre, que es considerado frecuentemente como una solucion de
oxido de cobre II.
Al poner en contacto esta mezcla con un aldehido y sometiéndolos al calor por unos minutos, el
reactivo se reduce produciendo un ppdo. rojo ladrillo de dxido cuproso, y el aldehido se oxida a acido.
Estas reacciones se pueden visualizar en las siguientes ecuaciones:

CuSO, + 2 Na OH —> Na,SO, + Cu (OH),
Fehling A Fehling B complejo con sal de Rochelle
(azul intenso)
O O
| I
R-C + Cu (OH), —> R-C + CuO
| |
H H
aldehido acido ppdo. rojo ladrillo

Reactivo de Tollens: Este reactivo consiste en una solucion de Ag NOs a la cual se le ha agregado NHs
hasta la desaparicion del ppdo. pardo formado. Solucién incolora.

Cuando se agregan unas gotas de este reactivo a cualquier aldehido y se calienta la mezcla hasta
ebullicidn, la solucidn se ennegrece y la plata se deposita en las paredes del tubo formando un espejo
de plata. Las ecuaciones correspondientes a esta reaccion son:
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AgNO; + NH,OH —>» NH;NO; + Ag(OH)
Ppdo. pardo

0 0

I I
R-C + 2Ag(OH) —» R-C + HO + 2Ag

| | Espejo de plata

H OH

aldehido dcido

Reactivo de Benedict: Es semejante al de Fehling pero contiene citrato de sodio, en lugar de sal de
Rochelle, y carbonato de sodio en lugar de hidréxido de sodio.

Reactivo de Shiff: Es una solucién de fucsina bdsica (colorante rojo violeta) que ha sido decolorada
por una corriente de SO, (didxido de azufre). Cuando se la pone en contacto con un aldehido la
fucsina recobra su color original, debido a la capacidad de aquellos de adicionar HSO,.

Esta reaccidn no es exclusiva de los aldehidos. Algunas cetonas la dan con menor intensidad.

Materiales de laboratorio: Reactivos:

- Balon de destilacion de 1 It. - HySO4 conc. ..ueeeeenrnerneneen. 12 ml.
- Ampolla de decantacién - Etanol.......ccoeeeeeeececenn, 50 ml.
- Refrigerante a bolas - KoCr0ge i, 15 gr.
- Matraz y recipiente adecuado para bafio de agua - Agua destilada................... 70 ml.

* Preparacion de la mezcla sulfocrémica:

Disolver 15 gr. de K,Cr,0;en 70 ml. de agua, poco a poco, con agitacién. Una vez disuelto todo el
dicromato y con la solucion enfriada, afiadir con cuidado 12 ml. de acido sulfirico concentrado
enfriando en bafio de agua si es necesario.

Técnica:
- Obtencion de etanal:
Se prepara un dispositivo como el de la figura siguiente:

Z- Mezcla
= sulfocromica

Mezcla
frigorifica

Figura 3: Equipo para la obtencién de etanal
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El balon se tapa con un buen corcho que debe dar paso a la ampolla de decantacion y su tubo de
desprendimiento se comunica con el refrigerante. Este conduce a un tubo biselado (que contiene
en su parte central una bolita para evitar las reabsorciones) que desemboca en un matraz que se
encuentra sumergido en una mezcla frigorifica (hielo, sal y agua).

Se colocan 50 ml. de alcohol en el balén, se lo tapa y se le adosa la ampolla de decantacion
conteniendo 50 ml. de mezcla sulfocrdmica. Se dispone el refrigerante en marcha tranquila, y se
rodea el matraz que recibira el etanal con el bafo de hielo.

El balén debe estar sumergido en un bafio de agua a temperatura ambiente.

Se deja caer gota a gota la mezcla sulfocrdmica en el balén. La reaccion es espontanea y
exotérmica. Al cabo de unos minutos, se observa el cambio de color rojo naranja del dicromato, al
verde por formacion de sulfato crémico. Si luego de agregada toda la mezcla sulfocromica se
debilita la reaccion, se puede calentar con precaucion el bafo de agua del baldn.

Conviene recordar que el refrigerante debe tener una marcha tranquila y que la temperatura del
mismo debe ser inferior a 25 6 30° C, porque estando a reflujo debe garantizar la condensacién de
vapores del etanal.

El destilado es una mezcla de etanal, etanol y acido etanoico, en la cual el aldehido esta en mayor
proporcion.

Ecuaciones:

K,Ch0; + 5H;S0; ——» 2KHSO, + Cry(SO4); + =0 + 4H,0

3 20
-0, + 3CH;-CH,OH — 3CH-C + 3H,0
2 '\H

etanol etanal

- Reacciones de diferenciacion:

a) Reaccidn de Fehling: a 3 ml. de solucidn de Fehling A se le afiaden lentamente 3 ml. de Fehling B,
hasta que el precipitado azul de hidroxido de cobre (primeramente formado) se haya disuelto y se
forme, al agitar, el complejo azul oscuro de ion tartrato. Se afaden 3 gotas del etanal obtenido vy la
mezcla se hierve a bafo maria durante 2 minutos aproximadamente. Se repite el ensayo con
formaldehido y acetona. Observar y anotar los resultados.

Tubo 1: Fehling A + Fehling B + etanal
Tubo 2: Fehling A + Fehling B + formaldehido [—» bafio maria — Observar
Tubo 3: Fehling A + Fehling B + acetona

b) Reaccién de Tollens: en un tubo de ensayo “limpio” se vierte 5 ml. de reactivo de Tollens y se
anaden unas gotas de etanal. Calentar el tubo directamente sobre la llama del mechero hasta
ebullicién y formacion del espejo de plata en las paredes del tubo. Repetir con formaldehido y acetona.
Observar y anotar los resultados.

Tubo 1: Tollens + etanal
Tubo 2: Tollens + formaldeh calor directo —» Observar
Tubo 3: Tollens + acetona

c) Reaccién con reactivo de Shiff: a 4 ml. de reactivo de Shiff se afiaden unas gotas de solucion
diluida de acetaldehido (etanal). Repetir el ensayo con formaldehido y acetona observando los
resultados en cada caso.

- Sintetice en un cuadro de doble entrada los resultados del practico.
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Practico de Laboratorio N° 4

Tema: cidos carboxilicos.
Obtencién de acido benzoico

= Obtener acido benzoico por oxidacién de un alquil-benceno, interpretando cada etapa de la

= reaccién.
= Verificar una de las propiedades quimicas de los acidos carboxilicos: “Sustitucion nucleofilica
de Acilo”

= Visualizar la diferencia de la solubilidad entre un acido y sus sales.

Los compuestos que contienen al grupo carboxilo son acidos y se llaman dcidos carboxilicos.

0] )
| [l
-C-0-H R-C-0O-H R - COOH
grupo carboxilo acido carboxilico estructura
(contraccion de carbonilo condensada
e hidroxilo)
0

El acido acetico,CHs— C—OH es uno de los miembros mas importantes de esta serie de compuestos y
ha sido conocido desde la antigiiedad en forma de vinagre. Muchos de los homdlogos del acido
acético de formula general C, H,,+;1 COOH pueden obtenerse por hidrdlisis de las grasas y, en
consecuencia, son conocidos como “acidos grasos”. El acético no se produce a partir de las grasas sin
embargo se clasifica como un acido graso debido a que tiene la férmula general R—COOH, tipica
de tales acidos.

Se clasifican de acuerdo con el sustituyente unido al grupo carboxilo. Un dcido alifatico tiene un
grupo alquilo unido al grupo carboxilo, mientras que un dcido aromadatico tiene un grupo arilo.

El que tiene un protdn unido al carboxilo se llama acido férmico.

0 0 0]
H—C—0—H CH;—CH.—C—0—H O cC—O0—H
acido formico acido propanoico acido benzoico

(&cido alifético) (acido aromatico)

Un &cido carboxilico cede
protones, por ruptura heterolitica del enlace O-H, dando un protdn y un ién carboxilato.

o) o)
R—C—0—H < » R—C O+H
Aunque los &cidos ~ acido carboxilico 3 p5ylicos no son i6n carboxilato tan fuertes como

los acidos minerales (ni siquiera como el



Catedra de Quimica Organica y Bioldgica — Guia de Trabajos Practicos

Facultad de Ciencias Forestales

H,COs), son mucho mas acidos que otros grupos funcionales ya estudiados. Por ejemplo, los alcoholes
tienen valores de pk, en el rango de 16 a 18. El 4cido acético (pk.=4,74) es unas 10'! veces mas
acido que los alcoholes mas acidos. En efecto el acido acético concentrado produce quemaduras
graves cuando se pone en contacto con la piel.

PROPIEDADES FISICAS

Puntos de ebullicién: hierven a temperaturas muy superiores a las de los alcoholes, cetonas y
aldehidos de pesos moleculares semejantes.

Esto se debe a la formacion de un dimero estable, unido por puentes de hidrégeno, que duplica
efectivamente el peso molecular del acido correspondiente.

«H—0
R C C R Dimero del acido

O—H--0

Puntos de fusion: los acidos carboxilicos que contienen mas de ocho atomos de carbono por lo
general, son solidos a menos que posean dobles enlaces. Estos (especialmente dobles enlaces
cis), en una cadena larga impiden la formacién de una red cristalina estable, lo que ocasiona un
punto de fusién mas bajo.

Los puntos de fusion de los dcidos dicarboxilicos son muy altos. Teniendo dos carboxilos por
molécula, las fuerzas de los puentes de hidrégeno son especialmente fuertes y se necesitan
temperaturas muy altas para romperlos y fundir el cristal.

Solubilidades: estos acidos forman puentes de hidrégeno con el agua, y los de peso molecular
mas pequefios (hasta cuatro atomos de carbono) son miscibles en ella. A medida que aumenta la
longitud de la cadena carbonada, disminuye la solubilidad en agua y aumenta en alcoholes, con
los cuales también forman puentes de hidrégeno.

SALES DE ACIDOS CARBOXILICOS

Una base fuerte puede desprotonar y neutralizar completamente un acido carboxilico. Los productos
son el idn carboxilato, el cation que queda de la base y el agua. La combinacion del idn carboxilato
con el catidn constituye la sa/ de un acido carboxilico.

0 0
R C O H + M OH - ,R C OM + HO
acido carboxilico base fuerte sal del acido
EJEMPLO
0 0]

Ch  C O H + Na OH . »Ch: C O Na + HO

acido acético acetato de sodio

Como los acidos minerales son mas fuertes que los acidos carboxilicos, la adicion de un acido mineral
convierte la sal de uno carboxilico en el acido original.
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Los acidos carboxilicos y sus sales tiene propiedades muy diferentes y, como se interconvierten con
facilidad, estas sales son derivados Utiles de los acidos. Se puede usar la formacién de sales para
identificar y purificar los acidos.

Las sales de acidos carboxilicos son solidos inoloros que, por lo general, funden a altas temperaturas,
y con frecuencia se descomponen antes de alcanzar sus puntos de fusion. Las sales de metales
alcalinos (Li*, Na*, K*) y de amonio son bastante solubles en agua, pero insolubles en solventes
organicos no polares. El jabon es un ejemplo comin de una sal de acido carboxilico, que consiste en
sales de sodio, relativamente solubles, de los acidos grasos de cadena larga. Las sales carboxilicas de
la mayor parte de los demds iones metalicos son insolubles en agua.

METODOS DE OBTENCION
Ademas de las fuentes naturales, se han visto tres métodos sintéticos de preparacion de acidos
carboxilicos:

1) oxidacién de alcoholes y aldeidos
2) ruptura oxidativa de alquenos
3) oxidacion de la cadena lateral de un alquilbenceno.
Se hara hincapié en el tercero, que es el que se empleara en el presente practico

OXIDACION DE LA CADENA LATERAL DE UN ALQUILBENCENO

Un anillo aromatico imparte estabilidad al atomo de carbono mas cercano de sus cadenas laterales.
El anillo aromatico y un dtomo de carbono de una cadena lateral pueden sobrevivir a una oxidacion
vigorosa con permanganato o con acido cromico caliente, para formar una sal del acido benzoico.
Como esta oxidacion necesita de condiciones muy fuertes de reaccién, solo sirve para obtener
derivados del acido benzoico sin sustituyentes oxidables en el anillo aromatico.

R (alquilo) COOH
O Na: CnO,HeSovCalor ()
0O bien ’
Z (alquilbenceno) KMn O, Calor Z derivado del
(Z debe ser resistente 4cido benzoico

a la oxidacion)

Materiales de Laboratorio Reactivos

- Baldn de boca ancha de 250 cc. - Tolueno

- Refrigerante - K Mn O4

- Soporte Bunsen - Agua destilada

- Tripode y tela de amianto - Piedra pémez o arena

- Mechero - Sol. De H,S0, diluida 1:1

- Papel de filtro y embudo de vidrio
- Embudo Biichner

- Kitasato

- Pipeta de 5 ml.

- Papel de tornasol

Técnica:

Obtencidn de acido benzoico

En un baldn de boca ancha de 250 cc. de capacidad, se disuelven 2 g. de permanganato de potasio
en 40 ml. de agua, se alcaliniza con 2 ml. de NaOH al 10 % y se afiaden 2,5 ml de tolueno (1).

Se adapta un refrigerante a reflujo, cuidando que el corcho cierre muy bien el baldn, agregar 1 6 2
pedacitos de piedra pomez (del tamafio de una cabeza de alfiler) y se calienta durante 2 hs. (2).
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A medida que progresa la reaccién, la solucion se va decolorando (3), si lo hace antes del tiempo
indicado, se deja de calentar, se espera que cese el reflujo, se destapa y rapidamente se anade 0,5
gramos mas de permanganato de potasio y se sigue calentando.

Es conveniente durante el calentamiento, mantener una suave agitacion de la mezcla, para evitar
proyecciones violentas (4).

Cumplido el tiempo, se suspende el calentamiento, se deja enfriar un poco y aun caliente se filtra por
Biichner (5).

El liquido filtrado se deja enfriar y se acidifica con 2 ml de H,SO, dil. 1:1 (6) cerciorandose que el
medio quede acido con tornasol; el precipitado de acido benzoico se separa por filtracion y si es
necesario se recristaliza en agua caliente.

Calentamiento a reflujo

2 g KMnO4

40 ml agua
2,5 mltolueno
2 mlNaOH 2%
piedra pdmez

12 Filtraciéon 22 Filtracion

/%mmma
A PhCOOK

Figura 4 Equipo para la obtencién de acido benzoico
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ECUACION FUNDAMENTAL

CHs (0] COOH
O| > O| + CO2 + H20
CgHsCH3 + 2 KMnO4 —> 2 MnO, + CsHsCOOK + KOH + H,O
CH:CH; + 3(0) — >  CHsCOOH +  H,0
2 KMnQO4 + H,O —> 2 MnO, + 2 KOH + 3(0)
CgHsCH3 + 2 KMnQO4 —> 2 MnO, + CsHsCOOH + 2KOH
2 Mn0O, + CsHsCOOK + KOH + H),O

(MnO 7 + 2 H* + 3¢ —» MnO, + 20H ) X 2

CeHsCHs + 2 OH ——» CHsCOOT + B5H" + 6¢€

CeHsCHs + 2 MnO,4 » CcHsCOO" + 2MnO, + H* + 2 OH
H—J
HO + OH

1) éPor qué la oxidacion se hace en medio alcalino?

2) ¢Por qué se calienta a reflujo?

3) ¢Para qué se calienta?

4) ¢Por qué se agita?

5) a) ¢Por qué es conveniente filtrar adn en caliente?

b) éQué productos quedan retenidos en el filtro y cudles pasan con el liquido?

6) ¢Por qué acidifica en frio y con acido diluido?

7) Calcular el rendimiento obtenido de acido benzoico teniendo en cuenta que la densidad del
tolueno es 0,866 grs/ml.
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1) Escriba los nombres de los siguientes grupos quimicos:

a) CHs;—CH,- b) CHs c) CH;
CH3—|C—CH2— CH3—|C—CH2—CH2—
g h

d) e) CHs f)

M o (O)

CH; |

CH;

Q) h) i)
(Do (Oyor e

1)) K) N O

—H,C—CH = CH, -C=CH CH3—|C|—

2) Efectos orientadores de los sustituyentes en el anillo bencénico para la sustitucidn electrofilica.
Clasifique los grupos sustituyentes.

COOH CH; |O—H |C1|

NO, NH,

3) Escriba la estructura correcta de los siguientes compuestos:

a) ac. 3- clorobutanoico €) ac. 3- fenil propanoico
b) ac. hexanoico f) ac. Cis- 2 pentenoico
C) ac. 7y - metoxivalérico g) ac. a — cloro- 3 -Bromo propiénico

d) ac. ciclopentano carboxilico h) ac. 3 bencil butanoico
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4) Dé los nombres de IUPAC y comunes de los siguientes compuestos:

CH;
|
CH; — CH, — CH — CH,— COOH CHs (CH,)s — COOH
(CHs) 3COOH | COOH
Cl - CH, — COOH
OH OCH;
| |
CH;— CH, — C — COOH CH; — C — CH, — COOH
| |
H H

5) Escribir las féormulas estructurales de todos los acidos pentanoicos (valerianicos) isomeros.
Nombrar por IUPAC.
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Préactico de Laboratorio N° 5

Tema: idratos de carbono

» Identificar glicidos en general.
» Diferenciar los distintos tipos de monosacaridos entre si: pentosas de hexosas; y aldosas de

cetosas.

Los hidratos de carbono, sacaridos o gllcidos se definen sencillamente como polihidroxialdehidos ¢
polihidroxicetonas y las sustancias que los den por hidrdlisis. Muchos poseen la férmula empirica
(CH,0), que daba a entender, en un comienzo, que se trataba de "hidratos de carbono”. Aunque
existian otros compuestos que sin serlo, también respondian a la misma férmula.

Los hidratos de carbono (carbohidratos), pueden clasificarse en:

Monosacaridos: también llamados azlcares sencillos, estan constituidos por una sola unidad de
polihidroxialdehido o polihidroxicetona, en el primer caso se llaman a/dosasy en el segundo, cetosas.
El monosacarido mas abundante en la naturaleza es la D- glucosa, que tiene 6 dtomos de carbono; de
este se originan muchos otros carbohidratos. La D- glucosa es el combustible principal para la mayor
parte de los organismos y es también la unidad estructural basica de los polisacaridos mas
abundantes, tales como el almiddn y la celulosa.

Oligosacaridos: (del griego pocos), contienen de 2 a 10 unidades de monosacaridos unidas
mediante en/aces glicosidicos.

Polisacaridos: contienen muchas unidades de monosacaridos enlazados, formando cadenas lineales
o ramificadas.

Estos desempefian dos funciones biologicas principales:

- almacenadotes de combustible (almiddn)

- elementos estructurales (celulosa)

En la biosfera hay, probablemente mas cantidad de glicidos que de toda la demas materia organica
junta, y esto se debe en gran parte, a la abundancia de dos polimeros de /a D- glucosa: el almidon y
la celulosa. El almidoén es la principal forma de almacenamiento de combustible en la mayor parte de
los vegetales, mientras que la celulosa es el componente extracelular fundamental de las paredes
celulares rigidas y de los tejidos fibrosos y lefiosos de los mismos.

El glucdgeno, que se parece al almiddn en su estructura, es el principal gltcido de reserva en los
animales. Otros polisacaridos son los componentes principales de las paredes celulares de las
bacterias.

*Enlace glicosidico: es la union entre dos o0 mas monosas (unidades de monosacaridos) por medio de
un oxigeno. De acuerdo a la posicion en que se produzcan los enlaces, las sustancias seran:

- reductoras: si el enlace deja /ibre un grupo carbonilo potencial. Ej.: maltosa, glucosa, etc.

- no reductoras: si los grupos carbonilo han sido empleados en enlace glicosidico; por lo tanto no

qguedan libres. Ej.: sacarosa, rafinosa, etc.
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Materiales de Laboratorio: Reactivos necesarios:

- 5 tubos de ensayo por grupo - solucion alcohdlica de « - naftol al 15%

- gradilla - solucidn alcohdlica de timol al 15%

- pipeta para cada reactivo - HCl concentrado

- vaso de precipitado (bafio maria) - reactivo de Bial: HCl, orcina, sol. de FeCl;

- mechero Bunsen - react. de Seliwanoff: sol. de HCl 12%, resorcina
- Tela de amianto - reactivo de Fehling

- reactivo de Tollens
- soluciones de: glucosa, arabinosa, fructosa,
sacarosa, ribosa, maltosa.

Técnica:

A _Reacciones generales de los glucidos. estas permiten su identificacion. Entre ellas aplicaremos
las siguientes:

- Reaccion de Molisch: a una solucion de un glucido cualquiera se le adicionan unas gotas de soluc.
alcohdlica de « - naftol y agitar el tubo. Luego, inclinandolo, hacer resbalar por las paredes 10 o 20
gotas de acido sulfurico conc., evitando la agitacion, de manera que se formen dos capas de liquido.
En el punto de contacto entre ambas aparecera un color violaceo. Si se usa timol, la coloracién sera
roja.

La reaccion se debe a que el acido sulfurico forma por deshidratacién del glicido, un compuesto
furfirico que al condensarse con los compuestos fendlicos ( & - naftol o timol), produce una
coloracion variable segun la naturaleza de los mismos.

Esta reaccion sirve incluso, para identificar gltcidos combinados con otras sustancias.

B Reacciones de diferenciacion de glucidos:. estas permiten individualizar los distintos tipos de
glucidos. Entre ellas:

- Reaccion de Fehling: diferenciacion de glucidos reductores y no reductores: en un tubo de ensayo
se unen las soluciones de Fehling A y B (coloracién azul intenso), luego se agregan unas gotas de
solucién de un gllcido. Repetir para otros glucidos y calentar a bafio maria si es necesario.

- Reaccion de Tollens: también para diferenciacion de glicidos reductores y no reductores. se
produce igual que en el caso de aldehidos y cetonas. (Trabajo practico N°..3.)

- Reaccion de Bial: caracterizacion de pentosas. El reactivo de Bial es una solucion clorhidrica de

orcina, en presencia de algunas gotas de solucién de cloruro férrico.
Calentando una solucién de pentosa con este reactivo, durante 5 minutos en bafio maria a 40 6 50°
C, produce una coloracién verde brillante. Es especifica de las pentosas, pues estas forman, por
accién del acido clorhidrico, furfural que condensa con la orcina. El producto formado, en presencia de
sal férrica toma color verde. La sensibilidad de la reaccién disminuye mucho si se encuentra presente
simultaneamente una hexosa.

- Reaccion de Seliwanoff: diferenciacion entre aldosas y cetosas. El reactivo de Seliwanoff consiste
en una solucion de resorcina en acido clorhidrico concentrado. Al calentar una solucién de cetosa con
este reactivo, se produce una coloracidén roja. El derivado furflrico formado se condensa con
resorcina, determinando la reaccion.

Los oligosacaridos y polisacaridos que contienen fructosa dan una reaccion positiva. Las aldosas no
dan la reaccién porque producen derivados furfiricos con muy pequefio rendimiento y en condiciones
mas severas que las cetosas.

Se toman tres tubos de ensayo. En uno se coloca solucion de glucosa, en otro de fructosa y en el
tercero una solucién de glucido a analizar. Agregar a cada tubo 1 ml. de reactivo de Seliwanoff y
llevar los tres tubos a bafio maria hirviendo durante 20 a 30 segundos. Observar lo que sucede y
determinar si el tercer tubo contenia una aldosa o una cetosa.
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Completar el siguiente cuandro marcando con una cruz la caracteristica que corresponda a cada tipo

de glucido

Glucido

Tipo de Hidrato de Carbono

Monosac.

Oligosac.

Polisac.

Reductor

No
Reductor

Reacciones
caracteristicas

sacarosa

almidon

arabinosa

xilosa

celulosa

glucosa

maltosa

rafinosa

ribosa

lactosa

fructosa

xilano




Catedra de Quimica Organica y Bioldgica — Guia de Trabajos Practicos

Facultad de Ciencias Forestales

Trabajo de Laboratorio N° 6

Tema: xtracciény

caracterizacion de Hidratos de
carbono en Mistol

= Aplicar las reacciones quimicas de identificacion y diferenciacidon de los hidratos de carbono en
un producto de origen natural.
= Caracterizar los hidratos de carbono presentes en los frutos de la especie Zizyphus mistol.

El mistol es un arbol muy ramificado y espinoso perteneciente a la familia de las Ramnaceas, que se
encuentra distribuido en el centro y norte de la Argentina. Su madera tiene diversos usos y sus frutos
(drupaceos) comestibles son Utiles en la elaboracion de dulces y bebidas.

La importancia de esta especie radica en que no solo produce madera, sino que también sirve para
alimentacion humana, cuyos beneficios nutricionales estan en estudio.

El uso integral del mistol concuerda con lo que indica el Programa Forestal de la FAO, el que
manifiesta que se deben utilizar arboles, bosque y recursos que produzcan, para mejorar las
condiciones econdmicas de la poblacién, garantizando al mismo tiempo, la supervivencia del recurso
para poder hacer frente a las necesidades de las futuras generaciones.

Materiales (por grupo): Reactivos necesarios:
- 1 vaso de ppdo. de 150 a 200 ml. - acetona

- 1 erlenmeyer - reactivo de Fehling

- 1 embudo y papel de filtro - reactivo de Seliwanoff

- tripode, tela de amianto y mechero - reactivo de Bial

- 1 gradilla con 5 tubos de ensayo
- 1 pipeta y 1 varilla de vidrio
- 4 pipetas de 10 ml. ¢/u (en comun para los grupos), una para cada reactivo

Técnica:

1 - Desmenuzar el fruto y colocarlo en un vaso de ppdo. con H,0.

2 - Calentar, agitando continuamente, durante por lo menos media hora.

3 - Filtrar la mezcla caliente.

4 - Colocar 5 ml. de filtrado en un tubo de ensayo y agregarle 1 ml. de acetona.

5 - En otro tubo de ensayo preparar el reactivo de Fehling con 1 ml. de cada uno de los reactivos y
afadirle 1 ml. de muestra y observar la reaccidn. éLa muestra contiene sustancias reductoras o no
reductoras?

6 - En un tercer tubo de ensayos hacer Seliwanoff y observando la reaccion analizar si hay presencia
de aldosas o cetosas.

7 - Por Ultimo, experimentar la reaccion de Bial y comprobar si en la muestra se encuentran pentosas
0 hexosas.
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Teobrico Practico N° 1

Tema: romatografia

Responda, luego de investigar en la bibliografia sugerida.

1- ¢COmo podria definir a la técnica analitica denominada “cromatografia”?

2- Enuncie el principio o fundamento general que rige el desarrollo de las técnicas cromatograficas.
3- ¢Cémo puede dlasificar las distintas técnicas cromatograficas de acuerdo al tipo de elementos o
material en el que se llevan a cabo?

4- Segln su estado fisico, écomo puede ser la fase movil? &Y la fase estacionaria?

5- Diga como puede clasificar las distintas técnicas cromatograficas, en base a los diferentes
mecanismos de separacion por el cual se desarrollan. Explique cada una de ellas.

6- Defina el coeficiente Rf, diga en que tipo de cromatografia se aplica y para qué sirve.

7- ¢Cual es el mecanismo de separacion que rige la cromatografia en papel?

Para responder el temario precedente, puede consultar la siguiente Bibliografia, disponible en /a
Catedra y en la Biblioteca Central de la UNSE:

Bioguimica: “Bohinski”. Quinta Edicion. Edit. Addison — Wesley — Iberoamericana. 1991

Bioquimica: “L. Stryer”. Tercera Edicion. Edit. Reserte S.A.

Bioguimica General: Torres Carminatti, Cardini. Edit. EI Ateneo. 1983

Bioquimica: “Metzler”. Edit. Omega S.A. 1981

Bioquimica: “Lehninger”. Segunda Edicion. Edit. Omega S.A.

Bioguimica Molecular de la célula: Alberts, Bray y otros. Segunda Edicion. Ediciones Omega S.A. 1992
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Préactico de Laboratorio N° 7

Tema: romatografia de
aminoé&cidos en papel

= Conocer las distintas técnicas cromatograficas y diferenciar los distintos fendmenos a través
de los cuales se efecttian las separaciones en dichas técnicas.

= Realizar la separacion cromatografica de una mezcla de aminoacidos desconocidos.

A DEFINICION

La cromatografia puede definirse como la técnica de separacion, identificacion y cuantificacion de los
componentes de una mezcla de solutos, basandose esta separacion en la diferente velocidad con que
se mueve cada uno de los so/utos a través de un medio poroso (soporte inerte), arrastrado por un
disolvente en movimiento (/ase movi).

Soporte inerte. sustancia solida que no interactda con ninguna fase, ni con los solutos. Su funcién es
la de sostener la fase estacionaria.

Fase estacionaria. sustancia liquida o sélida con la cual interacttan los distintos solutos, de acuerdo a
una serie de fendmenos fisicos y quimicos que permiten la separacién de estos solutos.

Fase movil: es un disolvente (inmiscible en la fase estacionaria), que contiene la mezcla que se va a
separar.

B INTERACCIONES
Las interacciones principales que ocurren entre la muestra, la fase estacionaria y la fase mévil son:
- Adsorcion: por existencia de efectos superficiales de polaridad de la fase estacionaria respecto a los

solutos.

- Intercambio ionico, con interacciones de tipo acido-base.

- Solubilizacioin o particidn en los disolventes estacionario o movil.
- Reactividad, entre grupos quimicos funcionales especificos.

- Tamizado y exclusion debido a los tamafios y formas moleculares.

C CLASIFICACION

—» De acuerdo al tipo de técnica:

—» en papel: en la que las separaciones se llevan a cabo
(principalmente por reparto) sobre tiras de papel.

— en columna: en la que la mezcla de sustancias a separar
sufren interacciones de polaridad con el
solido adsorvente

— en capa fina: en la cual los fendmenos de adsorcién son
predominantes sobre los efectos posibles de
reparto.

—» De acuerdo al tipo de interaccion entre fase movil y fase estacionaria:

— Cromatografia de adsorcién a) en columna

b) en capa fina




Catedra de Quimica Organica y Bioldgica — Guia de Trabajos Practicos

Facultad de Ciencias Forestales

Cromatografia de intercambio iénico
Cromatografia de afinidad

Cromatografia de filtracion en gel

by

Cromatografia de reparto

D CROMATOGRAFIA DE REPARTO

Como su nombre lo indica, esta basada en la separacion de una mezcla de sustancias mediante el
reparto existente entre la fase mdvil y la fase estacionaria soportada sobre un sélido adecuado. El
disolvente puede ser liquido (cromatografia liquido — liquido) o un gas (cromatografia gas — liquido).
En la auténtica cromatografia de reparto, el Unico factor que influye en el movimiento de un
compuesto a lo largo del papel es la solubilidad relativa de este en la fase mévil y estacionaria.

Las sustancias que son solubles sélo en el disolvente emigran a la misma velocidad que la parte
frontal de éste, mientras que las que son solamente solubles en agua permaneceran en el origen de la
cromatografia.

Uno de los mas importantes aspectos de la cromatografia es que, en un sistema cromatografico dado,
el movimiento de relativo de las sustancias respecto al disolvente es constante y caracteristico de
cada uno.

E CROMATOGRAFIA EN PAPEL
Es una de las técnicas cromatograficas mas simples y de las mas antiguas. Las muestra se aplican
sobre papel cromatografico (Whatman N° 1) en forma de solucidn. Para esto, los sdlidos se disuelven
en una pequefa cantidad de disolvente adecuado.
e DESARROLLO: una vez secas las manchas sobre el papel, se procede a efectuar el
desarrollo, nombre que se da al proceso en el que un disolvente fluye a través del papel,
produciendo la separacion. El desarrollo se puede llevar a cabo permitiendo que el disolvente
suba por el papel (técnica ascendente) o que descienda por €l (técnica descendente)
e TECNICAS:
a) Técnica descendente. el disolvente que ha de fluir se pone en un depdsito que estad
colocado en la cubeta cromatogréfica. En el fondo de la cubeta se pone también disolvente
para asegurar que la atmosfera interior esté saturada de vapor. El papel se suspende en el
disolvente y se tapa herméticamente la cubeta.
b) Técnica ascendente: el disolvente se coloca en el fondo de la cubeta y el papel se
suspende en la parte superior.
e SECADO DE PAPEL: cuando el disolvente ha recorrido la distancia requerida, se saca el
papel y se seca.
e REVELADO: cuando se realiza la separacion, interesa, naturalmente, localizar la posicién de
la sustancia en el papel. Si las sustancias son coloreadas no presenta dificultad, pero muchos
compuestos son incoloros y en este caso se puede hacer unos de varios métodos. Los
métodos fisicos, como fluorescencia y radiactividad tienen aplicacion muy limitada. El método
mas generalmente usado es el de hacer reaccionar a las sustancias a revelar con algun
agente quimico con el que forman algin compuesto coloreado.

Materiales: Reactivos:

- matraces aforados - muestra: solucién de aminoacidos
- tubos de ensayo (3 por grupo) al 0,1%

- pipetas de 5ml. - solvente: n-butanol, acido Acético
- 2 cubas cromatograficas de vidrio con tapa glacial, H20 (6:1:2)

- micropipetas - revelador: solucién ninhidrina

- papel Whatman N° 1 6 N° 4
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Preparacion del cromatograma:

Para el cromatograma se usa papel de filtro, al que se maneja por los bordes. Con un lapiz se traza
una linea recta a 1,5 cm. del borde. Esta linea representa la linea de base o punto de partida del
cromatograma. Dibuje puntos de siembra en la linea de base y en cada uno de ellos con una
micropipeta coloque una gotita de la solucidén de cada aminoacido. Se deja secar y se repite dos o tres
veces la misma operacidn. Se puede ayudar usando secador de cabello.

La tira se suspende verticalmente en la cdmara cromatografica que es un recipiente que contiene
el solvente y esta vestida con un papel de filtro humedecido con el solvente y saturado de vapores.

Se tapa y se deja correr hasta que el frente del solvente alcance una altura distante a 2 cm. del
borde superior del papel. Luego se saca el papel de la cdmara y se lo deja secar a temperatura
ambiente. Cuando el papel esta seco, se rocia el cromatograma con el reactivo de ninhidrina que se
usa para revelar las manchas. Se deja secar de nuevo y se pone el cromatograma en la estufa a 80° C
durante 5 min.

Se produce una reaccién de descarboxilaciéon oxidativa por calentamiento, entre el aminoacido y la
ninhidrina, seguida por una condensacion de la hidrindamina formada con una segunda molécula de
ninhidrina. El aminoacido es oxidado a un aldehido que contiene un atomo de carbono menos. En los
lugares a donde haya aminoacidos, el papel tomara color purpura.

Figura 5: Esquema del Trabajo Practico

1. Preparacion del papel de filtro

a) Se dibuja la linea
de siembra a 1.5 cm.
del borde inferior

b) Se dibuja sobre la N
linea los puntos de
siembra.

2. Siembra de los aminoacidos

3. Preparacion de la cuba cromatografica
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Préactico de Laboratorio N° 8

Tema: roteinas

o Conocer la composicidn quimica de una proteina.

o Identificar y diferenciar los distintos niveles de la estructura proteica.

o Realizar e interpretar algunas reacciones de coloracion que ponen en evidencia la presencia de
enlaces peptidicos y de ciertos grupos atomicos que permiten estimar la composicion aminoacidica
de la proteina en cuestion.

o Efectuar reacciones de predcipitacién y coagulacion y, explicar estos fendmenos desde la dptica

de la conformacién espacial proteica.

DEFINICION

Todas las proteinas son polimeros compuestos de aminoacidos, mondmeros que se unen
sucesivamente entre si a través de enlaces peptidicos. Una sustancia compuesta de aminoacidos asi
unidos se conoce como poljpéptido, o simplemente péptido. Cuando un polipéptido estd compuesto
por 50 o mas unidades de aminoacidos se coloca en la categoria de proteina.

Por lo tanto, basicamente las proteinas estan constituidas elementalmente por C, H, O y N lo que
les valié la denominacion de sustancias cuaternarias. La proporcidn cuantitativa en que se encuentran
estos elementos es:

Carbono.......... 55%

Oxigeno.......... 20 - 24%

Nitrogeno........ 16 — 20%

Hidrogeno........ 7%

Algunas contienen también otros elementos como S, P, I, Fe.

Clasificacion
de acuerdo a:

y y y
La funcién La composiciéon quimica La estructura tridimensional
- cataliticas - proteinas conjugadas - fibrosas
- estructurales - proteinas no conjugadas - globulares
- respiratorias
- hormonales
- de almacenamiento

- etc.

1- Funcional: Segun este criterio se clasifican en: cataliticas (enzimas), estructurales
(coladgeno), respiratorias (citocromos), hormonales (regulan las actividades celulares), de
almacenamiento (utilizadas como energia nutricional y de almacenamiento de aminoacidos,
especialmente en las semillas vegetales, etc.)

2- Composicién quimica: de acuerdo a ella existen dos categorias generales:

a) proteinas conjugadas: son las que constan de un grupo no peptidico organico o inorganico
llamado grupo prostético, en asociacidon con el material polipeptidico.
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De acuerdo a la naturaleza del grupo prostético se identifican las siguientes subclases:
- glicoproteinas (carbohidratos)

- metaloproteinas (un ion metalico)

- fosfoproteinas (un fosfato)

- lipoproteinas (un lipido)

3-

b) proteinas no conjugadas: son aquellas que carecen de grupo prostético.

Estructura tridimensional total: seguin la conformacién de la o las cadenas polipeptidicas
las proteinas pueden ser:

a) fibrosas: sus moléculas tienen una forma muy alargada, semejante a un hilo. Tienen a
menudo pesos moleculares muy elevados y muchas estan compuestas de dos o mas cadenas
polipeptidicas, siendo por lo general insolubles en agua.

b) globulares: tienen una estructura mucho mas compacta debido a una serie de pliegues y
torsiones muy ordenados a lo largo de la cadena polipeptidica. Su forma varia desde una
esfera casi perfecta, hasta una elipse. Algunas pueden contar con una o varias cadenas
diferentes. Son mucho mas solubles en agua que las fibrosas. Todas las enzimas son
proteinas globulares.

Estructura
A A A
Primaria Secundaria Terciaria Cuaternaria
Se refiere a las Tipo de orientacién en Determina que una Se refiere a las
caracteristicas de los el espacio de una proteina sea fibrosa o proteinas que existen
aminoacidos cadena polipeptidica. globular. como agregados de dos
constituventes o mas cadenas
polipeptidicas.

En al mayoria de las proteinas es posible identificar cuatro tipos o niveles de estructura.

1-

Estructura primaria: se refiere a la identidad de los aminodcidos que la constituyen, la
cantidad relativa de cada uno de ellos y la secuencia de los mismos en la/s cadena/s
polipeptidica/s. La identidad y cantidad de cualquier grupo prostético, si es que lo hay, se
incluye en este nivel estructural.

Estructura secundaria: el tipo particular de orientacion adquirida en el espacio por la
cadena polipeptidica es el resultado de la posibilidad de rotacion libre alrededor de los enlaces
simples de la cadena que comprenden a los atomos de carbono «, implicados en el enlace
peptidico. Como consecuencia de ello es posible encontrar tres tipos principales de orientacién
de las cadenas polipeptidicas de existencia natural: a) helicoidal b) laminar c) al azar.
Estructura terciaria: es la que determina que una proteina sea fibrosa o globular.

En las proteinas fibrosas las cadenas polipeptidicas se encuentran enteramente en una
conformacién laminar o helicoidal, originando una estructura superenrollada, la cual es
estabilizada por gran cantidad de enlaces hidrogeno intercadenas, ademds de algun enlace
cruzado covalente. Asi la estructura es rigida e inflexible.

En las proteinas globulares, el mantenimientote de los masivos pliegues, giros y torsiones
depende de diversos tipos de fuerzas estabilizadoras encontrandose, por lo general, los
siguientes tipos de interacciones no covalentes:

a) fuerzas de atraccidn ion — ion

b) enlaces de H entre uniones no peptidicas

c) enlaces de H entre enlaces peptidicos

d) interacciones hidrofdbicas

e) interaccion con el grupo prostético.
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4- Estructura cuaternaria: este nivel de estructura se refiere a las proteinas que existen como
agregados de dos o mas cadenas polipeptidicas unidas entre si solo por fuerzas de atraccion
no covalente. Las proteinas de este tipo se conocen como oligdmeros, siendo los mas
comunes dimeros, trimeros y tetrameros. Si las cadenas son idénticas se denominan
oligomeros homogéneos, y si son diferentes, oligomeros heterogéneos. Los tipos de
interacciones estabilizadoras de estos agregados son enlaces electrostaticos y enlaces de
hidrégeno entre cadenas laterales ( R ), localizadas cerca de la superficie de cada mondmero.

Reactivos necesarios: Materiales de laboratorio:

- Alc. Etilico de 96° - Gradilla con 3 0 4 tubos de ensayo
- HCl 6 H2S04 - 5 pipetas de 5 0 10 ml.

- Sol. Saturada de (NH4)2S0a4 - 1 vaso de precipitado de 200 ml.

- Sol. de ac. Tricloroacético (10 6 20%) - Mechero, tripode y tela de amianto
- Sol. de dicloruro de mercurio 6 acetato de plomo - Papel de filtro y embudo

- HNOs conc.; sol. de NaOH

- NaOH al 4% y CuSOs al 1%
- Reactivo de Molisch

- Reactivo de Millon

- Sol. De albdmina de huevo

Técnica:

1) Accion del calor: diluir una parte de suero de clara de huevo en 10 partes de agua y hervir
durante unos minutos. Luego de ello, dejar enfriar y tratar de redisolver el coagulo formado con
exceso de agua.

2) Accion del alcohol: colocar en un tubo de ensayo 10 ml. de alcohol etilico de 96°, afiadir una
gota de HCl y luego un poco de la sol. de la proteina. Observar los resultados.

3) Precipitacion por sales neutras: a 3 ml. De suero afiadir el mismo volumen de sol. saturada
de sulfato de amonio. Filtrar el precipitado obtenido para utilizarlo luego en alguna de las
reacciones de coloracion.

4) Precipitacién por los acidos: adicionar a unos 3 ml. de la solucion proteica algunas gotas de
solucidn reciente de ac. Tricloroacético al 20%. Al precipitado obtenido tratar de redisolverlo en
agua.

5) Accion de las sales de metales pesados: agregar gota a gota, solucion de acetato de plomo o
ClzHg a 3 ml. Del suero proteico. Tratar de redisolver el precipitado obtenido.

6) Reacciones de coloracion:

= Xantoproteica: en un tubo de ensayo, colocar 3 ml. de suero proteico y verter 1 ml. de HNOs
conc. Al precipitado blanco formado hervirlo durante 1 minuto y observar lo que sucede.
Finalmente alcalinizar con NHs o sol. de NaOH.

» de Biuret: a 3 ml de la solucidn proteica afiadir 1 cc de solucion de NaOH al 40% y después
incorporar una gota de CuSOa4 al 1%.

» de Molisch: poner en un tubo de ensayo 5 ml de solucién diluida de proteina y adicionar 3 a 4
gotas de solucion alcohdlica de « -naftol (reactivo de Molisch). Agitar y luego verter por las
paredes, tratando que no se mezclen, 2 ml de H2SO4+ conc. Observar lo que sucede en la
interfase.

= de Million: calentar la proteina con el reactivo de Million (solucidon de nitrato y nitrito de
mercurio en una mezcla de HNOs y HNO:). Observar la reaccion.
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1) Explique claramente la diferencia entre los fendmenos de precipitacion y coagulacién de las
proteinas, en base a la estructura molecular de ellas. éCudl de los dos es reversible?

2) Dé los fundamentos de la accién de los distintos reactivos ensayados sobre el estado fisico de las
sustancias proteicas.

3) Indique el motivo de la aparicién de los distintos colores observados con los reactivos utilizados

para tal fin.
4) Realice representaciones gréficas sencillas de cada uno de los cuatro niveles estructurales.

Figura 6: Estructura
terciaria de lamina
plegada de una
proteina fibrosa.
(Proteina de la seda)

conjunto inferior de
cuatro cadenas laminares

Figura 7: Estructura
cuaternaria de proteina
tetramérica (hemoglobina)
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conexiones para
los grupos R
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54 A

por
vuelta

N iminico

C carbonflico
(h)
estructura helicoidal de e atraccién ‘
puentes de hidrégeno electrostdtica
entre grupos R
iénicos
coordinacién con con cargas
iones metdlicos opuestas

\

hidrégeno

>
I ’/j )

estructura laminar T
de puentes de I /
174_} —— (f”

e ( T
"\(' Rea R
\ R
®puentes de
mdrégeno /
entre cadenas ® interacciones
R laterales hidrofébicas de

un conjunto de puente de
grupos R apolares disulfuro

Figura 8: Estructura terciaria de « -
hélice de proteina fibrosa. a) modelo
espacial
esqueleto de la ¢ -hélice

con todos los enlaces. b)

Figura 9: Estructura terciaria de una
proteina globular.

a) Representacion en forma esquematica
de las fuerzas estabilizadoras.

b) Representacién espacial de una
proteina globular (enzima de |la
levadura).

la regidn activa se
encuentra en esta cavidad
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Préactico de Laboratorio N© 9

Tema: nzimas

o Visualizar y explicar la accién de diversas enzimas: catalasa y deshidrogenasa en papa, y
polifenol-oxidasa en manzanas y pepinos.
o Verificar el efecto de la temperatura sobre la actividad de las enzimas mencionadas.

A DEFINICION
Las enzimas son “catalizadores bioldgicos” de naturaleza proteica. Por lo tanto su funcidon es aumentar
la velocidad de la reaccion disminuyendo la energia de activacion de la misma.

B ESTRUCTURA

Todas las enzimas son proteinas globulares, cada una con una funcién especifica debida a su
estructura caracteristica. Sin embargo la actividad éptima de muchas enzimas (no de todas) depende
de la presencia en su molécula de sustancias no proteicas llamadas cofactores.

Covalente o no covalente

— 5 |Proteina
Apoenzima: inactiva o

Menos activa

v

|Prote|'na ~ cofactorl
Holoenzima: Forma Activa __y iones simples e
> inorganicos

Coenzimas: molécs.
orgs. de diversa
naturaleza

Hay un /ugar particular en la topografia molecular de la enzima que es donde se lleva a cabo,
efectivamente la reaccion entre la enzima y la sustancia sobre la cual esta actla (sustrato “S”). Este
lugar se denomina sitio activo, que es un conjunto de unos pocos grupos R (y posiblemente un
cofactor) de aminoacidos, ordenados espacialmente de una manera muy especifica. Este sitio activo
es el que le confiere a la molécula de enzima la capacidad de unir y orientar las moléculas de sustrato
en un mismo lugar del espacio, de manera de maximizar la probabilidad de una reaccion positiva.

C CARACTERISTICAS

Las enzimas tienen tres propiedades bien definidas e inigualables que las hacen mucho mas efectivas
que los catalizadores no bioldgicos:

1) Eficiencia: en cantidades micromoleculares aceleran la velocidad de la reaccién en millones de
veces. Esta caracteristica esta representada por la actividad molecular (o nimero de recambio) de la
enzima, que se define como los moles de sustrato transformados por mol de enzima y por unidad de
tiempo (min. 6 seg.). Ademas por los términos wunidad enzimatica (U.I): n° de moles, miliomoles o
micromoles de S transformados por min., y la actividad especifica que es el n°® de unidades
enzimaticas por mg. de proteina (mide el grado de pureza de una enzima).

2) Especificad: puesto que son capaces de distinguir entre sustratos estrechamente relacionados.
Puede ser absoluta cuando actlia sobre un determinado S (sustrato) para dar un solo producto.
Ademas algunas poseen estereoespecificidad.

3) Regulacion: son capaces de cambiar de un estado de baja actividad a otro de alta actividad.
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D MECANISMO DE ACCION ENZIMATICO

Aun cuando el mecanismo de accion es Unico para cada enzima, todas operan en general de la
misma manera. La primera clave en cuanto al comportamiento enzimatico lo aportaron V. Henri
(1903) y posteriormente L. Michaelis y Menten propusieron basicamente el mismo modelo, pero
los ultimos basaron el suyo en datos recogidos a partir de experimentos cuidadosamente
disefiados. El modelo de Henri- Michaelis- Menten sobre la accion enzimatica es aun el
fundamento de la cinética enzimatica.

Ellos propusieron que la enzima E podia combinarse reversiblemente con el sustrato S para
formar en ‘"complejo intermediario”;, ES, entre la enzima y el sustrato, que luego puede
descomponerse dando productos (s) P y la enzima libre en su forma original.

E + S «— ES —» P + E

La validez de este modelo se establecid mediante la derivacion de una ecuacion matematica
compatible con los datos experimentales, que se conoce como ecuacion cinética de Michaelis-
Menten:

Vo = V max [S] / (Km + [S])

Vo: velocidad inicial de la reaccion medida inmediatamente después que la reaccién comienza.
Vmax: Velocidad maxima es una expresion de la eficiencia del funcionamiento enzimatico, y dicha
eficiencia es representada por el nimero de recambio, la unidad enzimatica y la actividad
especifica de la enzima.

Km: representa la cantidad de S requerido para unirse con la mitad de la enzima disponible,
produciendo la mitad de la velocidad maxima. Tiene unidades de concentracién y se conoce como
constante de Michaelis- Menten (de ahi la m)

E GRAFICOS DE LA ECUACION DE MICHAELIS- MENTEN

Figura 10: Efecto de la [E] y de [S] sobre la actividad enzimatica

Vo Vo
A A
Actividad Actividad Vmax
Enzimatica Enzimatica
Vmax
[E] Km
Efecto de la concentraciéon de enzimas Efecto de la concentracion

del sustrato

F FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LAS ENZIMAS

El estudio de los factores que afectan la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas
corresponde a la cinética enzimatica.
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— La concentracion de la enzima

L La concentracion de ligandos (sustrato, productos, cofactores,
FACTORES inhibridores y activadores)

— El pH

| La fuerza idnica

— La temperatura

A los fines del presente practico, concentraremos nuestra atencién en el Ultimo de los factores
mencionados.

Efecto de la temperatura: la mayoria de las reacciones quimicas proceden a mayor velocidad a
medida que aumenta, a temperatura. Un incremento de la temperatura imparte mayor energia
cinética a las moléculas reaccionantes, dando lugar a un mayor numero de colisiones productivas por
unidad de tiempo. Las reacciones catalizadas por enzimas se comportan de forma similar hasta cierto
punto. La actividad catalitica de una enzima depende de su estructura terciaria altamente organizada
y compleja, la cual es mantenida por un gran numero de uniones no covalentes débiles (por Ej.
puente de hidrogeno).

Si la molécula absorbe demasiada energia, por ejemplo en forma de calor, la estructura terciaria
puede romperse y la enzima se desnaturaliza perdiendo su actividad. Por esto, a medida que la
temperatura aumenta, el esperado incremento de velocidad que resultaria de un mayor ndimero de
colisiones por unidad de tiempo, es frenado por la desnaturalizacion de la enzima. Si se grafica la
velocidad en funcién de la temperatura se observa un pico que se toma como femperatura optima
para la actividad de la enzima.

Figura N° 11: Variacion de la actividad enzimatica
en funcion de la temperatura

actividad %

Temperatura
1- CATALASA
Materiales requeridos (por grupos): Reactivos:
- 2 tubos de ensayo - H,0, de 20 vol.

- probeta de 50 ml.

- 2 vasos de ppdo. de 100 ml.

- mechero con tripode y tela de amianto

- manguera y tapdn perforado con tubo en angulo recto
- 1 papa



Catedra de Quimica Organica y Bioldgica — Guia de Trabajos Practicos

Facultad de Ciencias Forestales

Procedimiento

Hacer un rallado de papa cruda, después de pelarla y colocarla en un tubo de ensayo en el cual se agregan unas
gotas de H2 02 de 20 vol. y observar.

Hervir un trozo de papa durante 5 minutos, dejarlo enfriar. Se obtiene un raspado que se coloca en un segundo
tubo. Agregar el H2 02 en igual cantidad que en el anterior y observar.

Ademas de visualizar la produccion de burbujas, que indican la gran actividad de la catalasa, colectar
el gas desprendido por desplazamiento de agua en una probeta graduada invertida, como se muestra
en la Fig 12.

Raspado

Figura 12: Dispositivo para
actividad de catalasa

2- DESHIDROGENASA

Materiales requeridos (por grupo) Reactivos:

- 2 tubos de ensayo chicos - Sol. de azul de metileno al 0,025 %
- vaso de ppdo. de 100 ml.

- mechero con tripode y tela de amianto

- cuchillo, pinzas y papel aluminio

- 1 papa

- lapiz de cera o etiquetas

Procedimiento

Pelar una papa y cortar varios palitos finos iguales; colocar la mitad de ellos en un tubo de ensayo y
cubrir con sol. De cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoilo al 5%. Envolver con papel aluminio para darle
oscuridad, dejarlo unos 15 min. Al cabo de los cuales observar el desarrollo de color rojo al reducirse
el compuesto.

Hervir durante 5 min. Los restantes trozos de papa en un vaso con agua, después de los cual
proceder a tratarlos igual que a los otros.

Una alternativa es usar sol. De azul de metileno al 0,025% como indicador; en este caso el tubo debe
quedar totalmente lleno (sin aire) y tapado por 24 hs. Al cabo de las cudles se los saca y se los deja al
aire para observar cambio de color.

3- POLIFENOL-OXIDASA

Materiales por grupo: Reactivos:
- Gradilla con 4 tubos de ensayo - sol. de guayacol al 3%
- Capsula de Petri - sol de bisulfito de Na al 1%

- Vaso de precipitado de 100ml.

- Manzana var. deliciosa (o papa)
- Pepino (o rabano)

- 2 pipetas de 10 ml

- Mechero, tripode y tela

- Lapiz de cera o etiquetas
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Procedimientos

Cortar tiras delgadas de manzana y papa que sean de igual tamafio (raspar un poco los bordes para
destruir mas células) y distribuirlas de la siguiente manera:

Colocar una tira de cada tejido al aire en una capsula abierta, sumerja otra pareja de tejidos en sol.
de bisulfito sddico contenido en un tubo de ensayos y un tercer par en otro tubo al que se le agrega
sol. de guayacol al 3% hasta cubrirlos.

Repetir los 3 tratamientos usando esta vez tiras de los mismos vegetales, pero previamente hervidas
en agua 5 min.

Esperar 15 min. Y observar la posible manifestacion de un color café- parduzco en el tejido o en la
solucidn de los diversos tratamientos.

1) Explique cudl es la funcion de la catalasa en la célula y escriba la ecuacidon quimica que representa
su accién.

2) Explique cual es la funcién de la deshidrogenasa en la célula y escriba una ecuaciéon quimica
sencilla que la represente.

3) Idem para la polifenol — oxidasa

4) Sumner aislo de la soja una sustancia cristalina que denomind “ureasa”. si tuviera una muestra de
esta sustancia, ¢Cémo determinaria si estd compuesta enteramente por proteina? ¢ Qué
caracteristicas de las enzimas aprovecharia para saber si esta sustancia es una de ellas (enzima)? esta
es una cuestion abierta que puede tener varias respuestas correctas.

5) En la tabla 9 -3 del Lehninger se muestra la clasificacidn internacional de las enzimas, que se basa
en el tipo de reacciones que catalizan. Determinar el tipo de reaccidn y de enzima que catalizan las
siguientes transformaciones:

a) ADP;; O —=PO3; "~ + glucosa 6 — fosfato de glucosa + ADP
(ATP)

() 0]

I Il
b)ATP + CH; -C=0OH + Co-A-SH AMP + PP+ CH;—C-S-CoA
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Tedrico Practico N° 2 i
H Tema: ntegracion de conceptos
| teodricos sobre compuestos

bioldgicos

e Que el alumno afiance su conocimiento de la estructura de los compuestos con actividad
bioldgica que integran la célula viva.

e Que interprete la reaccion existente entre la estructura y la funcién de los mismos.

¢ Que la presente guia sirva al alumno de base para el estudio de los temas incluidos en el primer

parcial de la asignatura.

1) Una disolucion de 0,283 gr/ml de un aminoacido desconocido gira el plano de la luz polarizada
— 2,12° en un tubo de 1 dm de largo. ¢Qué valor tiene la rotacidon especifica? éDe qué
aminoacido podria tratarse? (Tabla 5-2 del Lehninger).

2) Las cuatro familias de grupos de R de los aminoacidos pueden clasificarse en hidréfilas e
hidréfobas. éQué propiedad de los grupos R determinan esta clasificacion? Clasifique cada
familia como hidrofila o hidrofoba.

3) La fenilalanina tiene dos grupos funcionales: uno amino y uno carboxilo. Cuando se intenta
fundir la fenilalanina cristalina, esta se descompone a 283° C, antes de alcanzar el punto de
fusién. Sin embargo otros compuestos estructuralmente relacionados, que contienen solo un
grupo amino “0” un grupo carboxilo (por ejemplo la bencilamina y el acido fenilacético),
tienen puntos de fusién mucho menores. ¢Qué explicacidén puede elaborar para este hecho?

H H NtHg
11
(IB - ?-GOOH CH;— COOH CH,
H NH,
Fenilalanina Acido Fenilacético Bencilamina
(se descompone a 283°) (P.F.=155° C) (lig. a Temp. amb.)

4) La fenilalanina es diprética. Escriba los equilibrios quimicos correspondientes a las dos
reacciones de ionizacién.
5) Clasifique a cada uno de los siguientes aminoacidos como polar o apolar:
a) H2N(CH2)3-CH(NH2)-COOH
b) CH3(CH2)s-CH(NH2)-COOH
CH-CH3
[
c¢) HOOC-C-CH2-CH(NH2)-COOH

d) CH3-CH(NH2)CH2-CH(NH2)-COOH
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6) Una pequefa muestra de cierta sustancia pura fue sometida a una cromatografia en papel. El
aspecto del cromatograma, después del revelado, es el mostrado en la figura. ¢Cudl es el valor del Rf
de esta sustancia?

Frente del solvente Origen

1) El peso molecular promedio de los aminoacidos estandar es 128. éCual es el peso molecular de
una proteina compuesta por 100 de estos aminoacidos?
2) Defina los siguientes términos: grupo prostético, proteasa, enlace peptidico, proteina oligomérica,
desnaturalizacion, conformacion nativa, exopeptidasa.
3) Utilizando las caracteristicas de las proteinas fibrosas y globulares y, teniendo en cuenta la
clasificacién de las mismas segun sus principales funciones bioldgicas, diga cuales seran
predominantemente fibrosas y cuales globulares, justificando su eleccion.
4) En base a los datos dados, sefalar cuales de los siguientes pares de proteinas podrian separarse
mejor por medio de una cromatografia por filtracion en gel:

a) hemoglobina humana y seroalblmina humana

b) ribonucleasa de pancreas bovino y deshidrogenasa del glutamato de higado bovino
Datos: - PM de la hemoglobina: 64.500 - PM de la deshidrogenasa: 1.000.000

- PM de la seroalbimina: 68.500 - PM de la ribonucleasa: 12.640

5) La toxina botulinica, uno de los tdxicos mas poderosos que se conocen, se produce
ocasionalmente debido al crecimiento de la bacteria Clostridium botulinum en alimentos conservados
incorrectamente. La ingesta de la toxina puede ser fatal, pero los alimentos contaminados pueden ser
desintoxicados llevandolos a ebullicion durante 15 a 20 minutos. ¢Debido a qué sucede esto?
6) El analisis de dos muestras de proteinas, una procedente de higado de pollo y la otra de higado de
pavo, demostré que tenian la misma “composicion” en aminoacidos. ¢Es este un dato suficiente para
afirmar que ambas proteinas son idénticas? Justifique su respuesta.
7) Un estudiante pretende haber aislado los dos derivados de la N-acetil-glicina, cuyas estructuras se
muestran abajo. ¢Es razonable esta afirmacion? Explique su respuesta.

H H
0 40
N\a N—C
LN | N CH
CH _ 3
3 @(‘: c0o0 @C — COO0
H H ‘
H H

(A) (B)

8) Diga si las siguientes afirmaciones son ciertas o falsas:
a) Los isdbmeros de configuracién pueden Inter. Convertirse mediante rotacion alrededor de un
enlace simple.
b) La rotacién alrededor de los enlaces peptidico esta restringida y estos son rigidos y planos
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¢) La conformacion en hélice « y la lamina B son resultado directo de la composicion y
secuencia de aminoacidos en las cadenas polipeptidicas.

e) La hélice o y la ldamina B se mantienen gracias a la existencia de enlaces de hidrégeno Inter.
E intracatenarios respectivamente.

1) Sumner aislé de la soja una sustancia cristalina que denomind ureasa. Si tuviera una muestra de
esta sustancia, ¢Cdmo determinaria si estda compuesta enteramente por proteina? éQué caracteristica
de las enzimas aprovecharia para saber si se trata de uno de esos compuestos bioldgicos? Esta es una
cuestion abierta que puede tener varias respuestas correctas.

2) La hexoquinasa es una enzima que cataliza la transferencia de un grupo fosfato desde el ATP
hacia la glucosa:

ATP + glucosa —» ADP + D - glucosa — 6 — fosfato

El tratamiento de la hexoquinasa con urea 6 M destruye su actividad catalitica, la mayor parte de la
cual puede recuperarse dializando cuidadosamente la muestra de proteina. Explique esta observacion.

3) Escriba la ecuacion de Michaelis — Menten y deduzca la forma matematica que adquirira en las
siguientes condiciones:

a) cuando [S] = Km
b) cuando [S] es mucho mayor que Ku
¢) cuando [S] es mucho menor que Kwm

Con los resultados obtenidos, proponga la forma que tendra el grafico de velocidad vs. [S].
4) Determinar si las siguientes afirmaciones son ciertas o falsas:
a) - Las enzimas tienen, en general, un tamafio comparable al de los sustratos que transforman.
b) - Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reaccién que catalizan.
c) - Las enzimas afectan el equilibrio de las reacciones que catalizan.
d) — En presencia de la enzima apropiada la energia de activacion de una reacciéon quimica
determinada disminuye.
e) — Cuando la [S] es baja, la velocidad inicial de una reaccion aumenta linealmente con el
aumento de la [S].
f) Cuando una cantidad dada de enzima esta saturada, el aumento de la S aumenta la velocidad
inicial de la reaccion.

19)- las hebras de ADN y de ARN tienen una polaridad especifica y se escriben, por convenio, con el
extremo 5’ a la izquierda y el extremo 3’ a la derecha. ¢Qué grupo funcional hay en cada extremo?
20)- Una muestra de ADN determinada contiene aproximadamente un 28,9% de adenina. {Cuales son
los porcentajes aproximados, en moles, de timina, guanina y citosina?

21)- Escribir la hebra antiparalela complementaria de la siguiente secuencia de nucleédtidos:

pATCGCAGTTCGCTAC

22)- éCudl de las moléculas helicoidales de dos hebras de ADN siguientes tiene un punto de fusion
mas alto? éPor qué?

a) T-T-C-T-C-T-G-A-A-A-A-G
A-A-G-A-G-A-C-T-T-T-T-G

b) C-T-C-A-G-G-G-G-A-C-C-T
G-A-G-T-C-C-C-C-T-G-G-A
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23) — El ADN estd estrechamente asociado, en la cromatina, con proteinas denominadas
histonas. ¢Qué fuerzas son responsables de esta asociaciéon?

24)- éCudl es el peso molecular promedio, aproximado, del ADN de dos hebras necesario para
codificar la deshidrogenasa del fosfato de glicerladehido? PM= 40.000.

Dato: el PM promedio de cada par de nucledtidos es de, aproximadamente: 650. (Respuesta:
708.000).

25)- Una muestra de ADN, obtenido a partir de hojas de tabaco, contiene un 20,0% en moles
de citosina. Suponiendo que solo se encuentran las cuatro bases principales, calcular el
porcentaje aproximado de residuos de purinas de este ADN.
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Préactico de laboratorio N© 10

Tema: otosintesis

o Observar el efecto de la intensidad luminosa sobre el proceso fotosintético.

o Verificar la influencia de la variacidn de la concentracion del CO: disponible en el proceso
fotosintético.

e Observar y analizar el comportamiento del proceso fotosintético ante la variacion de la

temperatura a la cual se desarrolla.

Fotosintesis:

La energia que posibilita la vida de la gran mayoria de los seres vivos en la tierra procede directa o
indirectamente del sol a través de/ proceso fotosintético, en lineas generales este consiste en la
reduccion del CO2 atmosférico por medio del H+ del agua obtenido con la energia proveniente de las
radiaciones electromagnéticas como energia potencial quimica en los componentes organicos.

La sustancia que absorbe la energia radiante que incide en la planta es la clorofila, molécula pigmento
incluida en la unidad estructural del tilacoide. Existen diferentes tipos de clorofilas los cuales estan
basados en la estructura quimica de las mismas, asi tenemos clorofilas a, b, ¢ y d. Ademas de la
clorofila a y b, en el cloroplasto de plantas superiores hay otro grupo de pigmentos, los carotenoides
con las carotinas y xantofilas. En algas, junto a la clorofila a, se encuentran otras comolacdlady
pigmentos accesorios: fucoxantinas y ficoeritrinas.

En las células de los vegetales superiores pueden encontrarse otros pigmentos denominados
antocianicos que determinan en especial el color de las flores y algunos matices en hojas y otras
estructuras.

El cloroplasto, drgano celular donde se localiza el proceso, posee ademas un sistema enzimatico que
cataliza la reduccion del diéxido de carbono atmosférico utilizando la energia capturada. Asi el proceso
fotosintético, como cualquier otro proceso fisioldgico, es afectado por las condiciones del medio
ambiente en el cual ocurre. Algunos factores ambientales como intensidad y calidad de la luz,
cantidad de dioxido de carbono presente y temperatura tiene importancia fundamental en la
intensidad del proceso. Donde mejor se pueden controlar estos factores es en invernaculos, viveros y
en el laboratorio.

En general resulta dificil la cuantificacién del proceso fotosintético por su coexistencia con el
respiratorio, de funcion antagdnica en cuanto a intercambio gaseoso. Por lo tanto los valores medidos
corresponden a fotosintesis aparente y deben corregirse por medio de los valores de respiracidn, para
tener la fotosintesis verdadera.

El efecto de los factores propuestos en el proceso fotosintético puede medirse utilizando el método de
los micromoles de CO: consumidos, o €l método de burbujeo.

Para este ultimo método, introduzca una ramita de elodea con el borde recién cortado hacia arriba
(como indica la figura) en varios tubos de ensayo con agua.

Figura 11: Dispositivo para observar efecto
de factores ambientales sobre la fotosintesis
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1- Efecto de la intensidad luminosa
Cuente el nimero de burbujas por minuto que salen del tallo al iluminar las platas con una lampara
especial y compare lo que sucede con el tubo colocado en condiciones inferiores de luminosidad y con
el que esta en la oscuridad. Para el conteo de las burbujas deje que se regularice el burbujeo durante
5 minutos aproximadamente.

2- Efecto de la concertacion de CO:z
Coloque ramitas de elodea en un tubo conteniendo agua, en otro conteniendo NaHCOs 1M y en otro
con NaHCOs 0, 1M y compare el burbujeo de la misma manera que en el caso anterior.

3- Efecto de la temperatura
Para comprobar el efecto de la temperatura, se colocan los tubos en hielo, en agua a temperatura

ambiente, y a bafio maria a 50 OC y se realiza conteo de la misma manera que en el caso anterior.

1. Explique brevemente en que consiste el proceso de fotosintesis
2. ¢En que parte de la plata o de la hoja se realiza el proceso?
3. Enumere los factores y explique como influyen en la intensidad fotosintética
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Préactico de Laboratorio N°© 11

Tema: espiracion

e Observar el proceso de la respiracidon aerdbica en semillas de poroto germinado

o Visualizar la produccién de Co: y H20 generados durante este proceso

El mantenimiento de la vida requiere un continuo gasto de energia. En el caso de las platas, la mayor
parte de la energia esta almacenada en los enlaces quimicos de las moléculas organicas generadas
por fotosintesis. Para su utilizacién todas las células vivientes de los diversos organismos han
desarrollado mecanismos que permiten oxidar estos compuestos o sus derivados, rompiendo los
enlaces, para dejar libre dicha energia.

Esta oxidacion bioldgica de los compuestos organicos que se desarrollan en las células de los
organismos vegetales se denomina comiUnmente, respiracion. Se define como la oxidacion de una
fuente energética con ayuda de un aceptor de electrones. El tipo mas general involucra al oxigeno
molecular determinado con una oxidacién aerdbica, pero en general se sabe que requiere la activacién
del Hz y del O2.

Al igual que la fotosintesis, la respiracion es un proceso con multiples pasos catalizados por
numerosas enzimas. Un hecho importante en la respiracion es que la energia liberada en los enlaces
quimicos del azlcar u otro sustrato, se incorpora en enlaces quimicos rapidamente utilizables como
ATP (adenosin trifosfato) que es el aceptor-protdn universal de energia:

ADP + Fosfato + energia —>» ATP

El ATP, gracias a sus enlaces de alta energia, proporciona la energia que se utilizan en una enorme
variedad de trabajos metabolicos: sintesis de grasas y proteinas, reduccién de nitratos y sulfatos,
acumulacion de iones, transporte de sustancias, etc.

En los organismos aerdbicos se utiliza O: y se produce CO:2 en la respiracidon, en los tejidos
fotosintéticos, sin embargo, este intercambio es obvio solo en ausencia de luz, puesto que
generalmente la fotosintesis se desarrolla mas intensamente que la respiracién, consumiendo todo el
CO: producido. Aun mas se ha detectado que con luz intensa ocurre una respiracion adicional a través
de un mecanismo diferente conocido como fotorrespiracion y que ocurre en un organelo celular
especial: el peroxisoma.

La respiracion aerdbica tipica esta formada por tres secuencias de reacciones bien definidas:

1- Glicdlisis: ocurre en el citoplasma y se inicia con una fosforilacion que da por resultado final
la conversion en dos moléculas de acido pirdvico (a partir de una glucosa), mas H que se une
a NAD". Esta etapa es comun a lo procesos de respiracion aerdbica y fermentacion.

2- Oxidacion: se realiza a través del ciclo de Krebs o del acido citrico. El acido pirtvico ingresa
convertido en acetil- CoA, descomponiéndose en CO: y H*. En este ultimo se transfiere a
aceptores de H como NAD* (nicotinamin-adenina dinucleétido), NADP* (nicotinamin-adenina
dinucledtido fosfato oxidado), FAD (flavinadenina dinucleotido).

3- Fosforilacion oxidativa final: a través de un sistema de transporte constituido por los
citocromos y ocasionalmente por otras oxidasas. Aqui los electrones de los aceptores de
hidrogeno reducidos o protones son transferidos a otros aceptores, de nivel energético cada
vez mas bajos. La energia que por esto queda libre permite sintetizar ATP; esta es una forma
de energia rapidamente disponible que si se utiliza es hidrolizado a ADP.

En algunos organismos inferiores, como bacterias y hongos, se realiza respiracion anaerdbica ya que
las oxidaciones ocurren sin el uso de O: Los vegetales superiores también pueden presentarla
ocasionalmente y por tiempos variables, cuando carecen de 02 (ejemplos: raices en suelos anegados,
frutos de cubierta impermeable, etc.)
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La intensidad de /a respiracion en las plantas varia enormemente segun las especies, tipo y edad del
tejido y condiciones ambientales, entre estas ultimas se destaca la temperatura que, por la naturaleza
bioquimica del proceso es decisiva y generalmente limitante; la presencia de O: que llega a ser
determinante del cambio metabdlico por su participacion directa en el proceso; el agua, que provee
las condiciones de hidratacion adecuada a la accion enzimatica y muchos otros de menor importancia.
Al igual que con las mediciones de fotosintesis, la respiracion se basa fundamentalmente en
cuantificar el intercambio gaseoso por los métodos tradicionales. También se puede medir la
produccion de calor o la pérdida de peso seco en estructuras definidas como, por ejemplo, semillas.

Materiales Reactivos:
- vasos de precipitados - solucién de NaOH al 20 %
- 3 tubos de ensayo de igual tamafio - agua destilada

- 3varilla de agitacion

- 5a 10 semillas de poroto germinado
- pipeta graduada

- algodén

Procedimientos:

En 2 de los tubos de ensayo coloque 5 semillas de poroto completamente embebidas e inserte una
mota de algodén, himedo, no compacto. Al tercer tubo pdngale solamente el algodén himedo.

A dos de los vasos de precipitados agrégueles igual cantidad (aproximadamente 20 ml.) de NaOH al
20% y al otro solo agua en igual cantidad. Luego invierta uno de los tubos con semillas en un vaso
que contenga NaOH vy el otro dentro del vaso con agua; el tubo sin semillas coléquelo en uno con
NaOH.

|
|
|
|
|
|
i

'l |
A
i

Figura 12: Dispositivo para observar la actividad respiratoria de semillas en germinacion

1. ¢A qué se denomina “respiracion” en las plantas?
2. ¢Cudles son las etapas que constituyen la respiracién aerdbica?
3. ¢En que consiste la fotorespiracion?
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Préactico de Laboratorio N° 12

Tema: ropiedades quimicas
del algoddn

o Verificar e interpretar la reaccion del almidon con iodo.

e Realizar y comprobar la hidrdlisis quimica y enzimatica del almidon.

El almidon es la principal fuente de carbohidratos de reserva en las plantas. Es un polimero de
glucosa, formado por dos tipos de estructuras macromoleculares diferentes: amilosa y amilopectina.
La amilosa es el componente minoritario, representa el 20% del total del almidén y es un polimero
lineal formado por unidades de glucosa unidas por enlaces glucosidicos « (1-4). La amilosa es soluble
en agua caliente y da lugar a la formacién de una estructura secundaria caracteristica de forma
helicoidal. Esta estructura permite que el ion I3 se ubique en el interior de la hélice dando a la
disolucion un color violeta intenso. Este color desaparece cuando la disolucion se calienta, debido a la
pérdida de la estructura helicoidal. El color se recupera por enfriamiento lento de la disolucién.

La amilopectina constituye el 80% del almiddén y es un polimero no lineal de glucosa que esta
formado principalmente por unidades de glucosa unidas por enlace & (1-4), y en las posiciones de
ramificacion, por enlaces a (1-6). Es insoluble en agua caliente y da un color rojizo con yodo.

Ambas presentas propiedades no reductoras, ya que cada macromolécula solo contiene una unidad
glucosa reductora.

El almidén puede ser hidrolizado en medio acido, o bien por la accidon de enzimas especificas como
la amilasa, que rompe los enlaces « (1-4) formando glucosa, maltosa y dextrinas.

Materiales y reactivos necesarios:

- Bafioa 100% C.

- CIH concentrado

- Reactivo de Fehling

- Disolucién de almidén al 1%: diso/ver un gr de almidon en un poco de agua fria y anadir
lentamente y con agitacion a 100 ml de agua hirviendo.

- Disolucién de I3: mezcdla de jodo con IK en agua, aproximadamente 1mM, jodo en KI /30 g/l); ha
de tener color rojizo.

Técnica
- Reaccidn del almidén con iodo: tomar 3 ml de la disolucion de almidon en un tubo de ensayos y

agregar 1 ml de la disolucién de iodo. Observar la coloracién.
Calentar el tubo y, a continuacion, dejar enfriar lentamente. Comentar los resultados.

- Hidrdlisis quimica y enzimdtica: a 50 ml. De una disolucién de almidon afiadir 5 ml de CIH
concentrado y calentar en bafio de agua a 100° C. A intervalos de 5 min., durante media hora, tomar
dos alicuotas de 2 ml cada una y, una vez frias, ensayar la coloracion con iodo y la presencia de
azUcares reductores por el método de Fehling.

A un tubo de 10 ml de almidon afiadir unas gotas de saliva, agitar y tomar una alicuota de 2 ml a la
que rapidamente se le adiciona 1ml de la disolucion de iodo. Esperar 5 min y tomar una nueva
alicuota de 2 ml a la que se le realiza el ensayo con el iodo. Anotar los resultados.
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Tedrico Practico N° 3

Integracion de conceptos tedricos sobre aspectos metabdlicos

Problema N° 1: A pesar de que los mamiferos producen una cantidad sustancial de calor, este calor
no constituye una fuente de energia utilizable para las células vivas. Explica por qué.

Problema N° 2: éQué clase de energia utiliza la célula, si no utiliza la energia térmica? ¢{Por qué
necesitan esa clase de energia?

Problema N° 3: En la glucdlisis hay dos reacciones que precisan una molécula de ATP, y otras dos que
producen una molécula de ATP. Siendo esto asi ¢Cémo puede la glucdlisis ofrecer, en la degradacion
de la glucosa a lactato, una produccion neta de dos moléculas de ATP por cada una de glucosa?

Problema N° 4: ¢De ddénde proviene la energia necesaria para producir fosfoenolpiruvato de super
energia elevada?

Problema N° 5: La cantidad celular total de NAD (suma del NAD" y del NADH) es practicamente
constante, y mucho menos que la de glucosa que pasa por minuto por la glucdlisis. En consecuencia
el NAD* utilizado en la reaccidn de la deshidrogenasa del gliceraldehido — 3- fosfato ha de ser
reciclado. Cuando se aporta oxigeno abundante de la célula, el NADH: se recicla por medio de una
oxidacion dependiente del O2. éCdmo se recicla cuando no hay oxigeno?

Problema N° 6: Aunque el oxigeno molecular no participa directamente en el Ciclo del Acido Citrico,
este solamente funciona cuando el oxigeno esta presente. éPor qué?

Problema N° 7: Theodore de Saussure observd, en 1804, que la suma del peso de oxigeno y de
materia organica seca producidos por las plantas es mayor que el CO2 consumido durante la
fotosintesis. éDe donde proviene la diferencia?

Problema N° 8: Los fragmentos de cloroplastos que se iluminan en presencia de agua y CO2 producen
02 molecular. Dos experimentos realizados con H20 y CO2 marcados con 180 dieron los siguientes
resultados:

MOLECULA MARCADA PM DEL O2 PRODUCIDO
CO2 marcado con 180 - H20 no marcada 32,00
CO2 no marcado — H20 marcada con 180 36,00

¢Que indican estos resultados acerca de la fuente del oxigeno molecular que se produce durante la
fotosintesis?

Problema N° 9: ¢Producen Oz las células de las hojas de las plantas verdes tanto durante el dia como
durante la noche?

Problema N° 10: ¢Qué caracteristica estructural de la molécula de clorofila es la responsable de su
capacidad de absorber la luz visible eficientemente?
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Problema N° 11: La clorofila no es soluble en el agua pero se disuelve facilmente en los disolventes
organicos. ¢Qué significado tiene esta propiedad para la funcién de la clorofila?

Problema N° 12: Los fotosistemas 1 y 2 estan ligados por medio de una serie de transportadores.
¢Qué funcion cumplen dichos transportadores?

Problema N° 13: ¢Pueden los acidos grasos ser metabolizados directamente, o necesitan alguna
modificacion estructural previa? Expliquela.

Problema N° 14: Esquematice el proceso de la biosintesis de los acidos grasos saturados en los
vegetales.

Problema N° 15: Explique el mecanismo aerobio de la biosintesis de los acidos grasos monetilénicos.

Problema N° 16: ¢éQué mecanismos oxidativos de degradaciéon de los acidos grasos ocurren en las
plantas?

Problema N° 17: éCdmo se lleva a cabo la degradacion de los lipidos en los vegetales?

Problema N° 18: éPor qué se puede considerar que el metabolismo del N2 confiere a los vegetales un
papel especial en la economia de la naturaleza?

Problema N° 19: Esquematice de manera sencilla el Ciclo del N2 en la naturaleza y explique de
cuantas maneras pueden fijar este elemento los vegetales a través del mismo.

Problema N° 20: Menciona y explica las reacciones mas importantes involucradas en la degradacién
metabolica de los aminoacidos.

Problema N° 21: Escribe la estructura de los productos que se obtienen por transferencia del grupo
amino del Aspartato y de la Alanina hacia el « — cetoglutarato.

Problema N° 22: ¢Qué destinos pueden tener los esqueletos carbonados de los aminoacidos, luego de
la eliminacién del grupo amino?
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