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Programa de practicas — Semestre 2027-1
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14-18 sep Sintesis de 4cido benzoico por reaccion de
. (16 sep)
Grignard
Practica 5: Derivados de acidos
21-25 sep carboxilicos II — Sintesis de paracetamol /
fluoresceina
28 sep-2 oct Practica 6: L1plqo§ I— Aislamiento de
trimiristina
5.9 oct Préactica 7: Llpldqs I.I — Saponificacion de
trimiristina
Préctica 8: Aminoacidos y péptidos [ — Gl }.],Gz s
12-16 oct . L. e sesion (12
Sintesis del 4cido hipurico
oct)
Practica 9: Aminoacidos y péptidos Il —
19-23 oct Reaccion pseudo-Sanger e identificacion
de aminoacidos
26-30 oct Practica 10: Carbohidratos I — Analisis e
identificacion de carbohidratos
2-6 nov Taller de RMN ny G2 sin
sesion (2 nov)
Practica 11: Carbohidratos II — Hidrolisis Glv G2
9-13 nov quimica del almidon (G3 y G4) / EFI (G1 Y
realizan EFI
y G2)
Gl y G2 sin
16-20 nov EFI (G3 y G4) sesion (16
nov)
2327 nov Resultados, retroalimentacion, cierre y

devolucidn de kits
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ETICA E INTEGRIDAD ACADEMICA EN EL LABORATORIO

Laboratorio de Quimica Organica I'V (1606)
Semestre 2027-1

En concordancia con el Cédigo de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de México, el
Reglamento de Higiene y Seguridad para los laboratorios de la Facultad de Quimica y el Reglamento
Interno de los Laboratorios de Quimica Organica vigente, se enuncian a continuacion los puntos de
observancia obligatoria en el desarrollo de la asignatura Laboratorio de Quimica Organica IV (1606),
tanto dentro como fuera del laboratorio:

«  Todo documento solicitado por el profesorado de la asignatura debe ser elaborado por el propio
alumnado. El plagio, parcial o total, queda estrictamente prohibido; quien incurra en él quedara
sujeto a las sanciones académicas correspondientes.

« Todo elemento (texto, figura, esquema, espectro o dato) incluido en investigaciones previas,
trabajos, tareas o reportes de laboratorio que no sean generados derivado del trabajo
experimental y que no sea de la autoria del alumnado debe estar debidamente referenciado o
sera considerado como plagio.

+  Queda prohibido inventar cualquier dato que no se haya obtenido directamente durante un
experimento. Los datos que no coincidan con lo esperado deberan reportarse tal como se
obtuvieron, analizarse y justificarse con fundamento quimico y pensamiento critico. Inventar
informacion en un reporte de laboratorio constituye una falta grave a la integridad académica.

- Las observaciones experimentales y cualquier otro dato deben anotarse en el momento en que
se generan, sin reconstruirlos con posterioridad. Es obligatorio el uso de bitacora, ya que
constituye el respaldo de la autoria del trabajo y el principal elemento probatorio ante cualquier
duda sobre un resultado.

- El uso de herramientas de inteligencia artificial generativa se admite tinicamente como apoyo
para organizar ideas o mejorar la redaccion, siempre que se declare de forma explicita la
herramienta y la finalidad con que se empled. No se permite su uso para generar datos,
discusiones ni conclusiones presentadas como producto del trabajo experimental propio.

+  Queda prohibido modificar los procedimientos experimentales del presente Compendio;
cualquier actualizacion requiere aval por escrito de la Jefatura del Departamento de Quimica
Organica.

« Los incidentes en el laboratorio (derrames, salpicaduras o roturas de material o equipo) deben
declararse de inmediato, pues su ocultamiento representa un riesgo para todo el grupo.

«  Los residuos generados en el laboratorio se depositan conforme al diagrama ecoldgico de cada
practica; el incumplimiento de esto constituye una infraccién ambiental.

« Detectada cualquier falta a la integridad académica, el profesorado documentara el hecho,
escuchara a las personas involucradas y aplicara las sanciones que correspondan conforme a los
criterios de evaluacion entregados en la primera sesion y a los lineamientos y reglamentos
vigentes de la Facultad de Quimica. En casos graves o de reincidencia, el asunto se turnara a la
Jefatura del Departamento de Quimica Orgénica y, en su caso, al H. Consejo Técnico de la
Facultad, conforme a la Legislacion Universitaria.
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PRACTICA 1 g
ACIDOS CARBOXILICOS I

REACCION DEL HALOFORMO

I. Objetivos.

a) Sintetizar acido benzoico a partir de acetofenona, por medio de una reaccion de
desmetilacion oxidativa o haloformo.

b) Comprobar la presencia de un grupo 4cido carboxilico por medio de pruebas
caracteristicas.

I1. Introduccion.

La reaccion de haloformo es una reaccion caracteristica que sufren las metil-cetonas en
presencia de cloro, bromo o iodo en medio fuertemente alcalino ("OH), para dar un
carboxilato metalico (RCO:Na o K) y trihalometano, cominmente conocido como haloformo
(CHXs), con la particularidad de que dicho carboxilato muestra un carbono menos que la
cadena original. Los aldehidos no llevan a cabo dicha reaccion salvo por el acetaldehido. La
utilidad sintética de dicha reaccion es la desmetilacion oxidativa de metil-cetonas, para la
obtencion de acidos carboxilicos o amidas como lo reporta Cao L.

La reaccion procede mediante 3 halogenaciones sucesivas sobre los 3 hidrogenos alfa del
metilo adyacente al carbonilo; una vez realizadas las tres halogenaciones, procede un ataque
nucleofilico por parte de un hidréxido al carbonilo desplazando al trihalometano como grupo
saliente.

I1I. Investigacion previa.

1. Propon, paso a paso, el mecanismo de trihalogenacion y ruptura C—C de esta reaccion, y
explica por qué se detiene exactamente en el tercer haldgeno.

2. El pKa de los protones alfa de una metilcetona es = 20 y el del agua (acido conjugado
del hidroxido) es 15.7. Explica por qué el hidroxido del medio basta para generar el
enolato que inicia la reaccion.

3. Calcula los equivalentes de NaOCI respecto a la acetofenona con las cantidades de esta
préctica. Predice qué producto predominaria si se usara solo 1 equivalente.

4. Explica, a nivel molecular, qué debe observarse al agregar NaHCOs al producto
purificado.

5. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa la tabla de la seccién VI a partir de la reaccion balanceada.
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IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Acetofenona 0.5 mL Disolucion HCI 50% v/v 5 mL
Disolucién NaOCl 13% v/v 18 mL Na>SOs anhidro 20¢g
Bisulfito de sodio NaHSO:s 100 mg | Disolucion de KI al 10% 2.0 mL
Diclorometano CH2Cl> 6 mL Agua destilada 15 mL
Disoluciéon NaHCO:s al
10% 0.25 mL

V. Material.

Esta practica se realiza completamente con el material del kit. No es necesario solicitar
material adicional por papeleta.

VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

Reaccion: Acido

. Acetofenona NaOCl 13% Acido benzoico
benzoico

Masa molar (g/mol)

Masa (g)

|

|
Volumen (mL) \
Densidad (g/mL) \
Cantidad de
|

sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

VII. Procedimiento.

HCI 50%: Es corrosivo, manéjalo con cuidado. En caso de
contacto, lava con abundante agua durante 3-5 minutos y
enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%.

En el matraz Erlenmeyer de 50 mL, con agitacion magnética, coloca 0.5 mL de acetofenona
y 18 mL de disolucién de NaOCl al 13% v/v (mide con la probeta de 10 mL en dos porciones
sucesivas). Agita vigorosamente a temperatura ambiente durante 40 minutos.

Al finalizar, sin dejar de agitar, adiciona 100 mg de NaHSOs para destruir el exceso de
hipoclorito. Confirma que la reaccion se completd con la prueba de KI: en dos vasos de
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precipitados coloca 1 mL de disolucion de KI al 10% en cada uno; a uno agrega 1 gota de
NaOClI (control positivo, vira a café) y al otro 1 gota de tu mezcla de reaccion (problema). Si
tu problema también vira a café, continta agregando NaHSO:s hasta que dé negativo.

Retira la barra de agitacion y transfiere la mezcla al embudo de separacion. Extrae con
CH:Cl: (3 x 2 mL); junta las fases organicas y consérvalas, no las deseches todavia.

Enjuaga el matraz Erlenmeyer y coloca en €l la fase acuosa; ponlo en bafio de hielo y
acidifica con HCI 50% v/v hasta pH 2-3 — comenzara a precipitar un sélido blanquecino.
Filtra al vacio con el embudo Biichner y lava los cristales con agua helada; reserva un poco
del sélido crudo para su punto de fusion.

Purifica el acido benzoico por recristalizacion empleando agua como disolvente. Filtra al
vacio, seca y pesa el producto; calcula tu rendimiento y determina el punto de fusion del
crudo y del recristalizado.

Coloca un poco del producto recristalizado sobre el vidrio de reloj y agrega unas gotas de
disolucion de NaHCOs al 10%; observa y registra lo que ocurre.

A la fase organica que reservaste, agrega Na.SOa (2 espatulas) para retirar el exceso de
agua. Realiza una CCF comparando la acetofenona (una gota diluida en 2 mL de CH2Cl: o
AcOEt) contra tu fase organica, para verificar si qued6 materia prima sin reaccionar (eluyente
hexano:AcOEt 9:1).

VIII. Cuestionario.

1. Calcula tu rendimiento experimental y comparalo con el tedrico. Si obtuviste menos del
70%, senala dos causas concretas de tu propio procedimiento que expliquen la pérdida
de producto.

2. Analiza tus puntos de fusion y explica la diferencia entre el crudo y el recristalizado en
términos de pureza.

3. Reporta el resultado que obtuviste en tu prueba de KI y, con base en ¢él, indica si tu
primera adicion de bisulfito fue suficiente o tuviste que repetirla. Escribe la ecuacion de
la reaccion entre el bisulfito y el hipoclorito.

4. Interpreta tu placa de CCF: ;cudntas manchas observaste y con qué Rf? ;Indican que
qued¢ acetofenona sin reaccionar?

5. Con tu rendimiento, tu punto de fusién y tu CCF, decide qué variable cambiarias primero
si repitieras la practica, y justifica tu eleccion.

6. Investiga como se obtiene el acido benzoico a nivel industrial y compara esa ruta con la
que empleaste, en términos de materias primas y condiciones.

IX. Bibliografia.
1. Cao, L.; Ding, J.; Gao, M.; Wang, Z.; Li, J.; Wu, L. Org. Lett. 2009, 11, 3810.
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2. Mayo, D. W.; Pike, R. M.; Butcher, S. S.; Trumper, P. K. Microscale Organic Laboratory
1994, Editorial John Wiley & Sons Inc., Estados Unidos de Norteamérica.

3. Carey, F. A.; Giuliano, R. M. Quimica Organica 2014, Editorial McGraw Hill, 9*
Edicion, México.

4. Avila, G.; Garcia, C. et al. Quimica Orgéanica. Experimentos con un Enfoque Ecoldgico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
México.

5. Williamson, K. Macro and Microscale Organic Experiments 2010, Editorial Cengage
Learning, 6* Edicion, Estados Unidos de Norteamérica.

6. Pavia, D. L. Introduction to Organic Laboratory Techniques, a Microscale Approach
2006, Editorial Cengage Learning, 4* Edicion, Estados Unidos de Norteamérica.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Solucién HCI (50%) (1 L)

Medir con una probeta graduada 500 mL de &4cido clorhidrico concentrado (HCI) y
adicionarlo lentamente dentro de un matraz aforado de 1000 mL y aforar agua destilada, el
matraz aforado debe encontrase dentro de un bafio de hielo, agitar suavemente hasta
homogenizar, proceder a verter dentro del recipiente donde se almacenara. Importante: NO
invertir el orden de adicion, use bata, guantes y lentes de seguridad. La solucion desprende
calor.

Disolucion de Bicarbonato de sodio al 10% (1 L)

Pesar 100 g de bicarbonato de sodio (NaHCO:s) y verter dentro de matraz aforado de 1000
mL que contenga agua destilada, homogenizar lentamente la sal, posteriormente aforar hasta
a 1000 mL (1 L) de volumen final.

Disolucion acida de KI al 10% (100 mL)

Pesar 1.0 g de KI y adicionalos al interior de un matraz aforado afiadir 80 mL de agua
destilada, agitar suavemente, enseguida agregar 5 mL de Acido Clorhidrico concentrado
lentamente, agitar suavemente, por ultimo aforar a 100 mL con agua destilada. Almacenar
en un frasco ambar. Tiempo de vida de almacenamiento 1 semana.
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XI. Manejo de Residuos.

ACIDO BENZOICO
S5 REACCION DE HALOFORMO

‘ Acetofenona, hipoclorito de sodio ‘

1. Agitar 30 min.

Mezcla de reaccion +
Bisulfito de sodio

2. Extraer con diclorometano

Fase acuosa Fase organica
Benzoato de sodio Acetofenona
Cloruro de sodio Diclorometano
Sulfato de sodio
D1
3. Acidular
4. Enfriar
5. Filtrar .
Fase sélida Fase liquida
6. Pruebas de identificacién . A ]
Agregar NaHCO, Acido benzoico Cloruro de sodio
puro Sulfato de sodio

H,O + &c. benzoico +
NaHCO,

D1: Separar fases, |a fase con acetofenona se adsorbe con carbon activado y se desecha neutra.
Reservar el diclorometano.

Precauciones:

Acetofenona LD50= 810mg/kg, téxico e irritante por inhalacion, ingestién o adsorcién por la piel.
Acido benzoico LD50= 2538mg/kg, produce problemas gastrointestinales y alergias por ingestion.
Productos de descomposicion: mondxido y dioxido de carbono.

D2: : Filtrar, verificar el pH, neutralizar si es necesario y eliminar por el drenaje.

Esquema 1. Diagrama de flujo de la reaccion de haloformo y su manejo de residuos.
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PRACTICA 2 g
ACIDOS CARBOXILICOS II

REACCION DE KOLBE-SCHMITT

I. Objetivos.
a) Realizar una reaccion de carboxilacion de fenoles.

b) Aplicar la metodologia descrita por Kolbe-Schmitt para la obtencion de un acido hidroxi-
carboxilico aromatico.

I1. Introduccion.

Los acidos carboxilicos hidroxi-aromaticos son intermediarios sintéticos muy importantes
para la obtencion de diversos productos de valor agregado, tales como farmacos, cosméticos,
conservadores de alimentos, agentes antisépticos, fungicidas, colorantes, poliésteres,
coadyuvantes textiles y, actualmente, polimeros de cristal liquido. El método mas
convencional para la preparacion de estos acidos es la reaccion de Kolbe-Schmitt.

La reaccion de Kolbe-Schmitt ha sido el procedimiento estandar para la preparacion de
acidos hidroxi-aromaticos por mas de 150 afios. En 1860, Hermann Kolbe, en la Universidad
de Marburg, logrd obtener acido salicilico a partir de fenol, sodio y didxido de carbono a
presion atmosférica; a pesar de varias modificaciones, el rendimiento nunca supero el 50%.
La modificacion que realizd Rudolf Schmitt en 1884 —Illevar a cabo la reaccion bajo
presion— dio excelentes resultados sintéticos.

En general, la carboxilacion ocurre en posicion orto al grupo hidroxi fenolico, aunque
también se ha observado sustitucion en posicion para. El agua inhibe la carboxilacion de
fenoles monohidroxilicos; sin embargo, fenoles mas reactivos (di- y tri-hidroxilicos) pueden
carboxilarse en solucion alcalina. Con fenoles como el resorcinol, la monocarboxilacion se
lleva a cabo en excelentes rendimientos mediante calentamiento moderado en presencia de
disoluciones acuosas ligeramente concentradas de bicarbonatos alcalinos, en sistemas
abiertos que permiten el acceso de dioxido de carbono atmosférico.

III. Investigacion previa.

1. Propdn, paso a paso, el mecanismo de carboxilacion de Kolbe-Schmitt sobre el resorcinol
y explica por qué ocurre en posicion orto/para al hidroxilo y no en meta.

2. El resorcinol tiene pKa =~ 9.3 y el acido carbonico (dcido conjugado del bicarbonato)
tiene pKa = 6.3. Con estos valores, explica por qué el bicarbonato de sodio basta para
que la carboxilacion proceda.

3. Explica, a nivel molecular, qué debe observarse al agregar NaHCOs a una disolucion
acuosa del producto purificado.
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4. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa la tabla de la seccion VI a partir de la reaccion balanceada.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad

Resorcinol 05¢g Bicarbonato de sodio 25¢g

Acido clorhidrico

5mL Disolucion NaHCOs 10% 0.5 mL
concentrado

V. Material.

Esta practica se realiza completamente con el material del kit. No es necesario solicitar
material adicional por papeleta.

VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

Acido 2,4-
Resorcinol NaHCO:s dihidroxi-
benzoico

Reaccion: Kolbe-
Schmitt

Masa molar (g/mol)

Masa (g)

|

|
Volumen (mL) \
Densidad (g/mL) \
Cantidad de
|

sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

VII. Procedimiento.

HCI concentrado: Es corrosivo, manéjalo con cuidado. En
caso de contacto, lava con abundante agua durante 3-5
minutos y enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%.

En el matraz bola de fondo plano de 25 mL, con barra de agitacién magnética, agrega 0.5
g de resorcinol, 4 mL de agua y 2.5 g de bicarbonato de sodio. Adapta el refrigerante en
posicion de reflujo y calienta la mezcla lentamente hasta llevarla a reflujo; mantenla a reflujo
durante 1 hora.
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Al finalizar, enfria la mezcla a temperatura ambiente y viértela en el vaso de precipitados
de 50 mL que contenga 7.5 mL de agua helada. Coloca el vaso en bafio de hielo y adiciona,
gota a gota y con agitacion continua, acido clorhidrico concentrado hasta pH 1.0.

Deja enfriar en el bafo de hielo hasta que cristalice el acido 2,4-dihidroxi-benzoico. Filtra
al vacio con el embudo Biichner y lava los cristales con agua helada; reserva un poco del
solido crudo para su punto de fusion.

Purifica el producto por recristalizacion empleando agua como disolvente. Filtra al vacio,
seca y pesa el producto; calcula tu rendimiento y determina el punto de fusion del crudo y
del recristalizado.

Disuelve un poco del sélido obtenido en un volumen minimo de agua y verifica el pH de
la disolucion con papel indicador. Agrega unas gotas de disolucién de NaHCOs, observa y
registra lo que ocurre.

VIII. Cuestionario.

1. Con tu rendimiento y tus puntos de fusion (crudo vs. recristalizado), evalua qué tan pura
quedo tu sintesis y explica la diferencia entre ambos valores en términos de pureza.

2. Describe el resultado que obtuviste al agregar NaHCO; a tu producto disuelto, y
menciona dos formas mas en que podrias confirmar la identidad del 4cido 2,4-
dihidroxibenzoico, distintas a la usada en esta practica.

3. (Qué otro compuesto podrias usar en lugar de bicarbonato de sodio para esta
carboxilacion? ;Podrias aplicar las mismas condiciones para carboxilar fenoxido de
sodio en lugar de resorcinol? Justifica tu respuesta.

IX. Bibliografia.
1. Lindsey, A. S.; Jeskey, H. Chem. Rev. 1957, 57(4), 583-620.
2. Rahim, M. A.; Matsui, Y.; Kosugi, Y. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2002, 75, 619-622.
3. Li, J. J. Name Reactions 2008, 3* Edicion, Springer Ed., 339-341, Nueva York.

4. Fieser, L. F.; Williamson, K. Organic Experiments 1992, Editorial D.C. Heath &
Company, Estados Unidos de Norteamérica.

5. Avila, G.; Garcia, C. et al. Quimica Orgéanica. Experimentos con un Enfoque Ecologico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
Meéxico.
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X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de Bicarbonato de sodio al 10% (1 L)

Pesar 100 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs) y verter dentro de matraz aforado de 1000
mL que contenga agua destilada, homogenizar lentamente la sal, posteriormente aforar hasta

a 1000 mL (1 L) de volumen final.

XI. Manejo de Residuos.

Resorcinol, bicarbonato
de sodio, agua

1) Reflujo 1 hr
2) Enfriar a temp. ambiente

3) Verter la mezcla de reaccion en agua
4) Acidular con acido clorhidrico

5) Filtrar
Fase solida Fase liquida
Acido 2,4-dihidroxibenzoico, Cloruro de sodio,
Resorcinol acido clorhidrico en
agua
6) Lavar con agua
7) Recristalizar de agua
Fase solida Fase liquida
Acido .
. . . Resorcinol
2,4-dihidroxibenzoico
8) Pruebas de identificacion D2

Agregar NaHCO,

H,0 + ac. dihidroxibenzoico +
NaHCO,

D1y D2: Medir el pH de la disolucion, neutralizar, adsorber con carbon activado; el carbon se envia a incinerar, la

solucion se desecha por el drenaje.

Esquema 2. Diagrama de flujo de la reaccion de Kolbe-Schmitt y su manejo de residuos.
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PRACTICA 3

DERIVADOS DE ACIDOS CARBOXILICOS 1

SINTESIS DE BENZOCAINA / BUTIRATO DE ETILO /
ANHIDRIDO FTALICO

I. Objetivos.

a) Sintetizar un éster mediante una esterificacion de Fischer-Speier con catalisis acida:
benzocaina a partir de 4cido 4-aminobenzoico y etanol, o butirato de etilo a partir de
acido butirico y etanol.

b) Desplazar el equilibrio de esterificacion hacia el producto mediante la eliminacion del
agua formada en el seno de la reaccion.

¢) Obtener un anhidrido simétrico s6lido por la accion deshidratante de un anhidrido liquido
en exceso sobre un acido dicarboxilico aromatico.

d) Evaluar la pureza de los productos obtenidos a partir del rendimiento, el punto de fusién
y la cromatografia en capa fina.

I1. Introduccion.

Los acidos carboxilicos son compuestos organicos que presentan sobre el mismo atomo de
carbono un carbonilo y un hidroxilo, lo que confiere una reactividad muy particular a este
tipo de compuestos. Existen ademas compuestos derivados de €stos, denominados derivados
de 4cidos carboxilicos, en los que el hidroxilo se ha sustituido por otro nucledfilo tal como
halogeno, alcoxi, tioalcoxi, aciloxi o amino. Este cambio de grupo funcional modifica
sustancialmente las propiedades y la reactividad de la molécula.

La reaccion principal de sustitucion nucleofilica que llevan a cabo los 4cidos carboxilicos
y sus derivados se denomina adicion-eliminacion: parte de un compuesto trigonal plano con
hibridacién sp?, pasa por un intermediario tetraédrico (sp’) y finaliza regenerando la
hibridacion y la geometria de 1a materia prima. La velocidad con que ocurre depende de qué
tan buen grupo saliente es el sustituyente unido al acilo, lo que establece un orden de
reactividad entre los distintos derivados.

En esta sesion se explotan dos consecuencias practicas de ese comportamiento. La
esterificacion de Fischer-Speier es un equilibrio: el 4cido y el alcohol conviven con el éster
y el agua, de modo que el rendimiento no depende tnicamente del tiempo de reflujo sino de
cudnto se logre desplazar ese equilibrio, ya sea usando uno de los reactivos en exceso o
retirando el agua conforme se forma. La segunda reaccion aprovecha que un anhidrido
liquido y volatil, usado en exceso, puede deshidratar a un &cido dicarboxilico aromatico cuya
geometria permite el cierre a un anhidrido ciclico de cinco miembros; el anhidrido ftalico asi
obtenido se conservard como materia prima para la Practica 5 (Derivados de acidos
carboxilicos II).
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I1I. Investigacion previa.

1. Ordena de mayor a menor reactividad frente a la sustitucion nucleofilica de acilo: cloruro
de 4cido, anhidrido, éster y amida. Con ese orden, explica por qué el anhidrido acético
deshidrata al 4cido o-ftalico y no ocurre el proceso inverso.

N

. Propodn, paso a paso, el mecanismo de la esterificacion de Fischer-Speier para la sintesis

que realizara tu equipo, sefialando el intermediario tetraédrico y la etapa en que se forma

el agua.

3. Calcula los equivalentes de etanol respecto al acido en tu esterificacion. Predice, en
términos del equilibrio, qué rendimiento esperarias con cantidades equimolares.

5N

. Explica qué funcion cumple la trampa Dean-Stark en la sintesis de butirato de etilo y qué

funcion la trampa con CaClz en la de anhidrido ftalico, y por qué no son intercambiables.

5. La benzocaina se sintetiza en presencia de H.SO4 concentrado y precipita al llevar la
mezcla a pH 9-10. Indica en qué forma se encuentra la amina durante el reflujo y predice
qué obtendrias si detuvieras la adiciéon de NaOH en pH 4.

=)

ftalico, senalando qué propiedad de cada compuesto lo hace 1til.

. Investiga un uso industrial de la benzocaina, uno del butirato de etilo y uno del anhidrido

7. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa las tablas de la seccion VI a partir de las reacciones balanceadas.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Benzocaina

Acido 4-aminobenzoico 05¢g Etanol absoluto SmL

H>SO4 concentrado 0.8 mL gjioluci()n NaOH 10% 9 mL

Cael st smi | o AOBEL | o
Butirato de etilo

Acido butirico 53 mL | Etanol absoluto 10 mL

H>SO4 concentrado 1.5 mL g;ocrﬁro de calcio anhidro 05¢g

Agua destilada 45 mL Disolucion NaHCOs 15% 20 mL

Disolucién de salmuera 10 mL Na>SOs anhidro 3g
Anhidrido ftalico

Acido o-ftalico 05¢g Anhidrido acético 0.83 mL
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Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad

Cloruro de calcio anhidro

CaCl, 05¢g Hexano 5 mL

V. Material.

Ademas del kit, esta practica requiere el siguiente material, que debes solicitar por papeleta.
Los articulos marcados con (*) corresponden unicamente a la sintesis de butirato de etilo; si
tu equipo sintetiza benzocaina, solicita una sola trampa de humedad.

Material Cant. Material Cant.
Matraz bola de fondo plano de .
10 mL 14/23 2 Refrigerante de agua 14/23 1
Tr'ampa de humedad para ) Frasco vial |
microescala
Trampa Dean-Stark con llave 1 Embudo de separacion de 50 1
de teflon (*) mL con tapon (*)
T de destilacion 14/23 (*) 1 Colector corto 14/23 (*) 1
Termometro (*) 1 Portatermometro (*) 1

VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

O,H
H,S0 N
TN 204 (0] + HOH
on Y]
H,N
NH, 1 hora

Acido 4-
amino- H.SO4 Benzocaina
benzoico

Reaccion 1:
Benzocaina
Masa molar (g/mol)
Masa (g)
Volumen (mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

|
|
|
Densidad (g/mL) \
|

Propiedades fisicas
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~ M

Reaccion 2: Butirato
de etilo

Masa molar (g/mol)
Masa (g)

Volumen (mL)

Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

Reaccion 3:
Anhidrido ftalico

Masa molar (g/mol)
Masa (g)
Volumen (mL)
Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

VII. Procedimiento.

EtOH

———

H,S0,
A

o™\ + HOH

Acido
butirico

Butirato de

H2S0. etilo

EtOH

Anhidrido

Acido o-ftalico ftalico

Cada equipo realiza una de las dos esterificaciones —benzocaina o butirato de etilo, segun
le indique tu profesor— y, en paralelo, la sintesis de anhidrido ftalico.

17
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H.SO, concentrado: Es corrosivo y provoca quemaduras
graves en piel y ojos. Ahadelo siempre lentamente y sobre
la mezcla, nunca a la inversa. En caso de contacto, retira
guantes y ropa contaminada, lava con abundante agua
durante 3-5 minutos y enjuaga con disolucion de NaHCO;
10%.

Benzocaina

En el matraz bola de fondo plano de 25 mL, con barra de agitacion magnética, coloca 0.5
g de 4cido 4-aminobenzoico y 5 mL de etanol absoluto. Anade lentamente y gota a gota 0.8
mL de H2SOa4 concentrado; observaras que el solido inicial se disuelve. Adapta el refrigerante
en posicion de reflujo y mantén la mezcla a reflujo con agitacion durante 1 hora.

Deja enfriar a temperatura ambiente y vierte la mezcla sobre el vaso de precipitados de 50
mL que contenga 9 mL de disoluciéon de NaOH al 10% m/v y aproximadamente 10 g de
hielo. Agita hasta que precipite la benzocaina y verifica el pH; si es necesario, agrega mas
disolucion de NaOH hasta alcanzar pH 9-10. Filtra al vacio con el embudo Biichner y reserva
una pequefia porcion del solido crudo para determinar su punto de fusion.

Purifica el resto por recristalizacion con el par de disolventes etanol/agua: disuelve el s6lido
en el menor volumen posible de etanol caliente (aprox. 5 mL) y mantén ese volumen
constante durante todo el proceso; enseguida agrega el segundo disolvente —agua helada o
trozos de hielo— hasta turbidez persistente y deja cristalizar en bafo de hielo. Filtra al vacio,
seca, pesa y determina el punto de fusion del recristalizado.

Realiza una placa de CCF comparando el 4cido 4-aminobenzoico contra tu benzocaina,
empleando hexano:AcOEt 1:1 como eluyente. Mide los Rf de ambas manchas.

Butirato de etilo

En el matraz bola de fondo plano de 25 mL, con barra de agitaciéon magnética, coloca 5.3
mL de acido butirico y 10 mL de etanol absoluto, y afiade lentamente 1.5 mL de H>SO4
concentrado. Adapta el refrigerante en posicion de reflujo y coloca en su parte superior la
trampa de humedad cargada con CaCl.. Mantén la mezcla a reflujo con agitacion durante 1
hora.

Suspende el calentamiento y deja enfriar un poco. Carga la trampa Dean-Stark con 10 mL
de agua destilada, mantén cerrada la llave lateral y montala entre el matraz y el refrigerante
(Figura 1). Esta precarga es indispensable: llena la trampa hasta el brazo de retorno, de modo
que el condensado se separe en dos fases desde la primera gota.
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Figura 1. Sistema con trampa Dean-Stark para la sintesis de butirato de etilo.

Reanuda el calentamiento a reflujo durante 30 minutos mas. Dentro de la trampa, la fase
organica —menos densa— se acumula en la parte superior y retorna al matraz por el brazo
lateral, mientras el agua y el etanol quedan retenidos en la fase acuosa inferior. Si el nivel de
la fase acuosa alcanza el brazo de retorno, drénala por la llave lateral. Registra el volumen
de fase acuosa ganado respecto a los 10 mL precargados.

Apaga el calentamiento, eleva el sistema y deja enfriar a temperatura ambiente. Vierte la
mezcla de reaccion en el embudo de separacion de 50 mL, agrega 15 mL de agua helada y
agita; el éster queda en la fase orgéanica (superior), asi que desecha la fase acuosa. Lava la
fase organica con 10 mL de salmuera y desecha nuevamente la fase acuosa.

Neutraliza la fase organica con disolucion de NaHCOs al 15% (2 x 10 mL). Precaucion:
se desprende CO: y el embudo se presuriza; agita con el tapon sujeto y ventea con frecuencia.
Verifica que la fase acuosa salga a pH 7. Finalmente lava con agua (2 x 10 mL), recupera la
fase organica y sécala con NaSO4 anhidro.

Monta un sistema de destilacion simple: matraz bola de fondo plano de 10 mL con barra
de agitacion, T de destilacion, termOometro con portatermdmetro, refrigerante y colector corto.
Decanta con cuidado la fase organica seca hacia el matraz —sin arrastrar el desecante— y
destila. Descarta como cabeza de destilacion todo lo que salga por debajo de 110 °Cy colecta
la fraccion que destila entre 115 y 125 °C sobre el matraz Erlenmeyer de 25 mL sumergido
en bafo de hielo. Pesa y mide el volumen colectado para calcular el rendimiento.

Anhidrido ftalico

Anhidrido acético: Es corrosivo y lacrimégeno. Midelo y
transfiérelo exclusivamente dentro de la campana, evitando
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cualquier derrame. En caso de contacto, lava con
abundante agua durante 3-5 minutos.

En el matraz bola de fondo plano de 10 mL, con barra de agitacion magnética, coloca 0.5
g de acido o-ftalico y, dentro de la campana, 0.83 mL de anhidrido acético. Adapta el
refrigerante en posicion de reflujo y coloca en su parte superior la trampa de humedad
cargada con CaCl.. Mantén la mezcla a reflujo con agitacion durante 30 minutos.

Deja enfriar un poco y coloca el matraz en bafio de hielo hasta que solidifique el producto.
Filtra al vacio con el embudo Biichner; si es necesario, aytidate con hexano muy frio (aprox.
5 mL) para transferir y lavar los cristales. Seca, pesa y determina el punto de fusion.

Etiqueta el anhidrido ftalico con el nombre del producto, la fecha y tu nimero de equipo,
y guardalo en el frasco vial: serd una de las materias primas de la practica de Derivados de
acidos carboxilicos 1II.

VIII. Cuestionario.

1. Calcula el rendimiento del éster que sintetizaste y el del anhidrido ftalico. Toma el mas
bajo de los dos y sefiala dos momentos concretos de tu sesion en los que perdiste
producto.

2. Compara el punto de fusion de tu producto crudo con el del recristalizado. Si el intervalo
de fusion de tu producto final abarcd mas de 2 °C, explica qué te dice eso sobre la
muestra que llevaste al aparato.

3. Si sintetizaste benzocaina: reporta el Rf del 4cido 4-aminobenzoico y el de tu producto,
indica cual eluyé mas y explicalo en términos de polaridad; con base en tu placa, di si
quedd materia prima sin reaccionar. Si sintetizaste butirato de etilo: reporta el volumen
que gano la fase acuosa de la trampa respecto a los 10 mL precargados, compéralo con
el agua que tedricamente produce tu reaccion y explica a qué se debe la diferencia.

4. El anhidrido ftalico puro funde a 131 °C. Compara tu valor experimental con ese dato y,
st difiere, propOn una causa concreta relacionada con la forma en que filtraste, lavaste y
secaste tus cristales.

5. Explica para qué empleaste el hexano frio al filtrar el anhidrido ftalico y argumenta, con
lo que observaste, si podria sustituirse por agua o por etanol.

6. Con el rendimiento que obtuviste, argumenta si tendria sentido sustituir el H2SO4
concentrado por H.SOs diluido en tu esterificacion. Responde apoyéandote en lo que
observaste, no solo en la teoria.

7. Elige la variable que cambiarias primero si repitieras la practica —tiempo de reflujo,
exceso de etanol, forma de eliminar el agua o disolvente de recristalizacion— y justifica
tu eleccidn con tus propios datos.
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X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de NaOH al 10%

Pesar 100 g de hidroxido de sodio (NaOH) y verter dentro de un matraz aforado de 1000
mL que contenga 500 mL de agua destilada y se encuentre dentro de un bafio de hielo, agite
suavemente la disolucion, afore el matraz lentamente hasta un volumen final de 1000 mL (1
L). La disolucién desprende calor.

Disolucion de Bicarbonato de sodio al 15% (1 L)

Pesar 150 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs) y verter dentro de matraz aforado de 1000
mL que contenga agua destilada, homogenizar lentamente la sal, posteriormente aforar hasta
a 1000 mL (1 L) de volumen final.

Disolucion de salmuera (NaCl saturada) (1 L)

Pesar 400 g de cloruro de sodio (NaCl) y agregarlos a 1 L de agua destilada con agitacion
constante. Debe quedar sal sin disolver en el fondo del recipiente: ésa es la sefial de que la
disolucion esté saturada. Decantar o filtrar el sobrenadante al momento de usarla.
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XI. Manejo de Residuos.

BENZOCAINA

Acido 4-aminobenzoico,
etanol + acido sulfarico conc.

l

1) Reflujo

Mezcla de reaccion

2) Enfriar

Verter en 9mL de NaOH
al 10% m/v + 10g hielo

Fase sélida Fase liquida

Sulfato de sodio,

Benzocaina etanol

5) Recristalizacion EtOH:H,0O

Fase sélida Fase sdlida
Benzocaina H,O + trazas de
pura benzocaina

D1: Desechar la disolucion por el drenaje si presenta un pH neutro. En caso contrario,
neutralizar primero y luego desechar .
D2: Adsorber sobre carbon activado e incinerar. La fase sélida se neutraliza y desecha.

Esquema 3. Diagrama de flujo de la sintesis de benzocaina y su manejo de residuos.
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Sintesis de Esteres
Obtencion de Butirato de Etilo

Acido Butirico + Etanol + H,SO .

[

1) Reflujo por 60 min.

Tramba
J | |
C;aC 2 Mezcla de reaccion
humedo
; 2) Destilacion con o
Destilado trampa Dean-Stark Cola de destilacion
H,O + trazas de
H,SO, + Etanol Producto crudo
3) VerterenH,Oy
D2 separacion de fases
Fase organica ' Fase acuosa
Butirato de etilo H,O acida
+ trazas H,SO,
4) Lavar con salmuera,
NaHCO;y H,0
Fase organica [ Fase acuosa
Butirato de etilo himedo NaCl, Na,SO,
5) Secar con Na,SO, anhidro Y HQO
Solido Liquido
Na,SO, Butirato de etilo impuro
humedo
v 6) Destilacion
Destilado | | Cola de destilacion
| Butirato de etilo] Materia
organica
degradada

D1: Secar en mufla para su re-uso

D2: Recuperar el etanol por destilacion, si el volumen es considerable.
D3 Y D4: Verificar pH y desechar neutro

D5: Mandar a incineracién.

Esquema 4. Diagrama de flujo de la sintesis de butirato de etilo y su manejo de residuos.
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ANHIDRIDO FTALICO

Acido ftalico
Anhidrido acético

1) Reflujo 30 min con trampa de humedad (CaCl,)

1) Enfriar a temperatura ambiente
2) Colocar sobre hielo 10 min
3) Filtrar

Fase solida Fase liquida

Anhidrido ftalico

Acido acético + hexano
crudo

D1: Recuperar el hexano por densidad y verificar el pH al residuo. Neutralizar y desechar por el drenaje.

D2: Se reserva para su reutilizacion o se envia a incineracion.

Esquema 5. Diagrama de flujo de la sintesis de anhidrido ftdlico y su manejo de residuos.
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PRACTICA 4

ACIDOS CARBOXILICOS III

SINTESIS DE ACIDO BENZOICO POR REACCION DE
GRIGNARD

I. Objetivos.

a) Preparar un reactivo de Grignard, el bromuro de fenilmagnesio, a partir de bromobenceno
y magnesio metalico en condiciones estrictamente anhidras.

b) Carboxilar el organomagnesiano con didxido de carbono solido para obtener acido
benzoico.

¢) Aplicar una separacion acido-base para aislar el producto de la mezcla de reaccion.

d) Reconocer las condiciones experimentales que exige el manejo de un organometalico
sensible al agua y al oxigeno.

I1. Introduccion.

Los compuestos organometalicos son moléculas que contienen al menos un enlace directo
entre un dtomo de carbono y un metal. La diferencia de electronegatividad entre ambos
polariza ese enlace de modo que el carbono queda con densidad electronica negativa: se
comporta como un carbanion. Esto invierte la polaridad habitual del carbono unido a un
halégeno, que en un haluro de alquilo es electrofilico, y por ello los organometalicos son una
de las herramientas mas poderosas para formar enlaces carbono-carbono.

Victor Grignard describi¢ en 1900 la preparacion de organomagnesianos por insercion de
magnesio metalico en el enlace carbono-haldgeno, trabajo por el que recibi6 el premio Nobel
de Quimica en 1912. El reactivo de Grignard reacciona con practicamente cualquier
electrofilo con carbono deficiente en electrones: aldehidos y cetonas para dar alcoholes,
¢ésteres para dar alcoholes terciarios, nitrilos para dar cetonas y, como en esta practica,
dioxido de carbono para dar acidos carboxilicos con un carbono mas que el halogenuro de
partida.

La contrapartida de esa reactividad es su fragilidad: el carbanion es una base muy fuerte y
reacciona de inmediato con cualquier fuente de protones, incluida la humedad ambiental. De
ahi que todo el material deba estar seco, que se empleen disolventes anhidros —éter etilico
o tetrahidrofurano, que ademas estabilizan al magnesio por coordinacion— y que el sistema
se proteja con trampas de humedad durante toda la formacion del organometalico.

III. Investigacion previa.

1. Propén el mecanismo de formacion del bromuro de fenilmagnesio y el de su
carboxilacion con CO:, indicando en cada etapa el nucleofilo y el electréfilo.
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2. El reactivo de Grignard reacciona con agua. Escribe esa reaccion y predice como se
manifestaria en tu sistema si el material no estuviera seco.

]

. Explica la funcioén del cristal de yodo al iniciar la reaccion y por qué el bromobenceno
se agrega primero en un volumen pequefio y sin agitar.

N

. Justifica el uso de hielo seco en lugar de CO: gaseoso, considerando la humedad, la
estequiometria y el control de la temperatura.

5. El aislamiento extrae la fase etérea con NaOH al 5% y acidifica después la fase acuosa.
Con las estructuras implicadas y sus pKa, explica el cambio de fase del producto en cada
paso y predice qué impurezas quedan en el éter.

6. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos —con atencion a la inflamabilidad del éter etilico y del THF— y completa la
tabla de la seccion VI a partir de la reaccion balanceada.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Magnesio en viruta 0.15¢g Yodo (cristal) 0.1g
Bromobenceno 0.65 mL | Tetrahidrofurano anhidro 4 mL
Dioxido de carbono soélido 10g Eter etilico 20 mL
Disoluciéon de H2SOs al 5% SmL Disolucion de NaOH al 5% 15 mL
CAO(iS:ncig(ril(l)idrico 3 mL Silica gel con indicador I5g

La silica gel con indicador se recupera al final de la sesion: si esta rosa contiene humedad
y debe secarse en estufa a 100 °C durante una hora; si estd azul se encuentra anhidra y en

condiciones de uso.

V. Material.

Ademas del kit, solicita por papeleta el siguiente material. Los articulos marcados con (7)
se entregan secos de estufa y deben mantenerse en condiciones anhidras: no los enjuagues ni

los dejes destapados.

Material Cant. Material Cant.
Matraz bola de dos bocas, 1 Embudo de adicion con tapon 1
fondo plano, 25 mL () ()
Trampa contra la humedad (7) 2 Refrigerante de agua 14/23 () 1
Matraz Erlenmeyer de 125 mL 1 Embudo de sScpatacion de 50 1
mL con tapon
Embudo de s6lidos 1 Pipeta graduada de 5 mL () 1
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Material Cant. Material Cant.
Frasco vial (}) 1

VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

Br Mg Mg—pg, CO, OH
Eter Eter

Acido
benzoico

Reaccion: Acido

Bromobenceno
benzoico

Masa molar (g/mol)
Masa (g)

Volumen (mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

- Masa motar zmol) ||| N
|
 Volumen (mL)
Densidad (g/mL) \
|

Propiedades fisicas

VII. Procedimiento.

Eter etilico y THF: Son extremadamente inflamables.
Trabaja con la campana encendida, sin ninguna fuente de
ignicion cerca y mantén los disolventes frios para reducir su
volatilidad.

H,SO, y HCI concentrados: Son corrosivos. En caso de
contacto, lava con abundante agua durante 3-5 minutos y
enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%. El hielo seco
produce quemaduras por frio: manipulalo con pinzas o
guantes térmicos, nunca a mano descubierta.

A) Formacion del bromuro de fenilmagnesio

Prepara las dos trampas de humedad: coloca una borla pequena de algodon, encima silica
gel con indicador —debe estar azul— y otra borla de algodon. Ayudate con la espatula y el
embudo de solidos.
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En el matraz bola de dos bocas de 25 mL, con barra de agitaciéon magnética, coloca 0.15 g
de viruta de magnesio, un cristal de yodo y 0.5 mL de THF anhidro. En la boca inclinada
adapta el embudo de adicion con la llave cerrada y, sobre €1, una trampa de humedad; en la
boca recta adapta el refrigerante en posicion de reflujo y, en su parte superior, la segunda
trampa (Figura 2).

Figura 2. Sistema para la formacion del reactivo de Grignard en condiciones anhidras.

Coloca 0.65 mL de bromobenceno en el embudo de adiciéon y tapalo de inmediato con la
trampa. Deja gotear al matraz alrededor de 0.1 mL, sin agitar, para lograr una concentracion
local alta que inicie la reaccion. Sabras que arranco porque el color del yodo desaparece y
aparece una ebullicion sostenida.

Si la reaccidon no inicia, puedes inducirla agregando otro cristal de yodo, calentando
suavemente con agitacion continua, frotando el cristal de yodo contra el magnesio sobre la
pared del matraz con movimiento circular, o afiadiendo unas gotas de una reaccion ya
iniciada.

Una vez iniciada, agrega 3.5 mL de THF anhidro al embudo de adicidon para diluir el
bromobenceno restante y afiade esa disolucion gota a gota, manteniendo una ebullicién suave
y continua sin permitir que se suspenda. Si la ebullicién disminuye sensiblemente, calienta
con suavidad. La reaccion termina cuando todo el magnesio se ha desintegrado y la
disolucion adquiere una turbidez de color café; de ser necesario, calienta a reflujo 10 minutos
mas.

B) Carboxilacion y aislamiento del acido benzoico

Vierte con cuidado la disolucion del reactivo de Grignard sobre el matraz Erlenmeyer de
125 mL que contenga 10 g de hielo seco. En esta etapa se forma el carboxilato de magnesio
correspondiente.

Una vez consumido por completo el diéxido de carbono, adiciona 10 mL de éter etilico y
coloca el matraz en un bafio de agua. Agrega lentamente disolucion de H>SOa4 al 5% hasta
pH acido, controlando la adicidon porque el proceso es exotérmico.
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Transfiere la mezcla al embudo de separacion de 50 mL. Enjuaga el matraz Erlenmeyer
con otros 10 mL de éter etilico y agrégalos al embudo para asegurar la transferencia completa
del producto. Agita con cuidado, venteando con frecuencia, y deja separar las fases: desecha
la fase acuosa y conserva la fase etérea.

Extrae la fase etérea con disolucion de NaOH al 5% (3 x 5 mL) y verifica que las fases
acuosas resulten basicas. Retne las fracciones acuosas en un mismo recipiente y coldcalas
en bafo de hielo-agua.

Adiciona acido clorhidrico hasta pH 1: se formara un precipitado blanco de acido benzoico.
Recupera el solido por filtracion al vacio con el embudo Biichner, lavalo con agua helada y
déjalo secar hasta masa constante.

Pesa el producto, calcula el rendimiento y determina su punto de fusion. Evalta la pureza
comparando tu valor experimental con el reportado en la literatura (121-123 °C).
VIII. Cuestionario.

1. Reporta tu rendimiento y tu punto de fusion. Si el rendimiento quedd por debajo del 50%,
identifica en qué etapa concreta de tu sesion se perdid mas producto y explica en qué te
basas para afirmarlo.

2. Describe como se veia tu mezcla al momento en que consideraste iniciada la reaccion y
cuanto tiempo tardd en arrancar. Si tuviste que inducirla, indica qué método usaste y si
funciono.

3. Al terminar la adicion, ;qued6 magnesio sin reaccionar en tu matraz? Con base en eso,
calcula qué fraccion del bromobenceno pudo haberse convertido realmente en reactivo
de Grignard.

4. Reporta el pH que midieron tus fases acuosas basicas y el pH final al que precipitd tu
producto. Explica qué habria ocurrido si hubieras detenido la acidificacion en pH 5.

5. Compara tu punto de fusion experimental con el intervalo reportado (121-123 °C) y
decide si tu producto requiere una recristalizacion adicional. Justifica con tu propio dato.

6. En la Practica 1 obtuviste dcido benzoico por reaccion de haloformo. Compara ambos
métodos usando los rendimientos que ti obtuviste en cada sesion y sefiala qué ventaja
préctica tiene cada ruta.

IX. Bibliografia.

1. Peltzer, R. M.; Gauss, J.; Eisenstein, O.; Cascella, M. J. Am. Chem. Soc. 2020, 142(6),
2984-2994,
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61(13), €202117449.

5. Christensen, S. H. Organometallic methods for forming and cleaving carbon-carbon
bonds 2014, Technical University of Denmark.

6. Clayden, J.; Greeves, N.; Warren, S. Organic Chemistry 2012, 2* Edicién, Oxford
University Press.
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Structure 2020, 8* Edicion, Wiley.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Preparacion de material en condiciones anhidras

Colocar el material marcado en la papeleta dentro de la estufa a 120 °C durante toda la
noche o un minimo de 4 horas.

Tratamiento de la viruta de magnesio

La viruta de magnesio debe estar libre de 6xido (no estar negra). Si fuera el caso se debe
tratar: 1) lavar las virutas con éter de petrdleo o hexano; 2) lavar con acido clorhidrico al 2%
hasta que el magnesio esté brillante; 3) lavar con agua hasta neutralidad, colocando el
magnesio en un embudo Biichner e inunddndolo con agua fria, removiendo sin romper el
papel filtro y abriendo la llave de vacio, o bien pasando el magnesio a un vaso de precipitados
con agua fria, agitando y filtrando al vacio; 4) lavar con acetona fria siguiendo el mismo
procedimiento y colocarlo en un recipiente que pueda taparse herméticamente; 5) secar al
vacio; 6) tapar el recipiente y guardarlo en un desecador bien cerrado hasta el momento de
usarlo. Es preferible no secar en estufa para evitar la oxidacion.

Silica con indicador y cloruro de calcio anhidro

El cloruro de calcio anhidro CaCl: o la silica con indicador deben ponerse también a la
estufa en un vaso de precipitados, en cantidad suficiente para llenar 2 trampas por cada
alumno.

Preparacion de acido sulfurico al 5%

A 400 mL de agua destilada adicionar por las paredes lentamente 19.5 mL de acido
sulfarico concentrado. {PRECAUCION! La reaccién es exotérmica y chisporrotea, por lo
que debe hacerse de preferencia sobre un baiio de hielo. Se termina aforando a 500 mL. Nota:
0 =1.8 g/mL para el H2SOa.

Solucion de cloruro de amonio al 10%

A 300 mL de agua destilada adicionar en porciones 50 g de cloruro de amonio y terminar
aforando a 500 mL.
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XI. Manejo de Residuos.

Bromobenceno + Mg + I, + THF anhidro

1) Formar el reactivo de Grignard

2) Verter sobre hielo seco (10 g)

3) Agregar éter etilico (2 x 10 mL)

4) Acidular con H,50, al 5% (pH écido)

Mezcla de reaccion

Fase acuo: Fase organica
H,0 + H,50, + Eter + THF +
sales de magnesio dcido benzoico
5) Extraer con NaOH al 5%
(3x5mL)
Fase acuo

Eter + THF +

Benzoato de sodio (ac.) bifenilo (trazas)

6) Acidular con HCl hasta pH 1
7) Enfriar y filtrar al vacio

olido Fase liquid;
Acido benzoico H,0 + HCI + NaCl

D1: Medir el pH de la disolucién, neutralizar y desechar por el drenaje.
D2: Recuperar el disolvente por destilacién; el residuo se envia al colector
de residuos organicos no halogenados.

Esquema 6. Diagrama de flujo de la sintesis de dcido benzoico por reaccion de Grignard y su manejo de
residuos.
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PRACTICA 5

DERIVADOS DE ACIDOS CARBOXILICOS 11
SINTESIS DE PARACETAMOL / FLUORESCEINA

I. Objetivos.

a) Obtener una amida mediante la acetilacién regioselectiva de una amina aromatica
primaria: paracetamol a partir de 4-aminofenol y anhidrido acético.

b) Emplear un anhidrido de 4cido como agente acilante en una doble acilacion de Friedel-
Crafts para sintetizar fluoresceina a partir de anhidrido ftalico y resorcinol.

¢) Relacionar la estructura m deslocalizada de la fluoresceina con sus propiedades
fluorescentes y su dependencia del pH.

I1. Introduccion.

La acetilacion es una reaccion de sustitucion en la que se introduce un grupo acetilo
(CHsCO) desplazando el hidrogeno activo de un hidroxilo o de un grupo amino. Cuando se
desplaza el hidrégeno de un hidroxilo se obtiene un éster; cuando se desplaza el de una amina
se obtiene una amida. El grupo acetilo funciona ademdas como grupo protector de hidroxilos
y es muy empleado en la sintesis de farmacos inhibidores no selectivos de la COX-1, como
la aspirina y el paracetamol, donde facilita el acceso del farmaco a la membrana celular.

La acilacion de Friedel-Crafts es una de las reacciones mas importantes de la sintesis
organica: produce cetonas aromaticas a partir de anillos aromaticos y haluros o anhidridos de
acido, generalmente catalizada por un acido de Lewis, aunque en ocasiones procede
perfectamente en presencia de acidos de Brensted, como ocurre en esta practica. Los
anhidridos son el segundo derivado de acido carboxilico més reactivo, solo precedidos por
los haluros de acido.

La luminiscencia, término introducido por Wiedemann en 1888, describe los fenomenos
de emision de luz que no estdn condicionados a un incremento de la temperatura; mas
precisamente, es la emision espontdnea de radiacion desde una especie electronicamente
excitada. En la fluorescencia el papel central lo juegan los fluordforos, la parte de la molécula
que absorbe energia de una longitud de onda especifica y emite radiacién de mayor longitud
de onda: los electrones promovidos a niveles excitados se relajan hasta el LUMO y liberan
en forma de luz la energia previamente absorbida.

La fluoresceina es uno de los pigmentos fluorescentes mejor conocidos. Fue sintetizada
por primera vez por Adolf von Baeyer en 1871, absorbe con Amax = 494 nm y emite con
Améx = 523 nm, muestra una fuerte dependencia del pH y tiene aplicaciones que van del
ambito médico al trazado de contaminantes en rios.
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I1I. Investigacion previa.

1. Propon el mecanismo de acetilacion del 4-aminofenol con anhidrido acético y explica,
con argumentos de nucleofilia, por qué se acetila el grupo amino y no el hidroxilo.

2. Compara el anhidrido acético, el cloruro de acetilo y el 4cido acético como agentes
acilantes, y justifica por qué esta sintesis emplea el anhidrido.

3. Propdn el mecanismo de la doble acilacion de Friedel-Crafts entre el anhidrido ftalico y

el resorcinol, y explica por qué el H2SO4 concentrado basta como catalizador sin un
acido de Lewis.

4. Explica qué requisitos estructurales debe cumplir una molécula para ser fluorescente y
cuales de ellos presenta la fluoresceina pero no sus materias primas.

5. Dibuja las especies de la fluoresceina que predominan en medio acido y en medio
alcalino, y predice en cudl observaras mayor emision bajo luz UV.

6. Investiga en qué consiste la extincion de emision por agregacion y predice qué observaras
al comparar la disolucion concentrada de fluoresceina sodica con su dilucion 1:10.

7. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa las tablas de la seccion VI a partir de las reacciones balanceadas.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Paracetamol
4-Aminofenol 04¢g Anhidrido acético 0.35mL
Agua destilada 15 mL é(fl?;igg)e xano 9:1 10 mL
Fluoresceina
Anbhidrido ftélico 0.05¢g Resorcinol 0.07¢g
H>SO4 concentrado 0.15mL | Disolucion NaOH 1 M 10 mL

El anhidrido ftalico puede ser el que tu equipo sintetizo y guardd en la Practica 3.

V. Material.

Ademas del kit, solicita por papeleta el siguiente material.

Material Cant. Material Cant.
Matraz bola de fondo plano de .
10 mL 14/23 2 Pipeta graduada de 1 mL 2
Tubo de ensaye 2 Frasco vial 1
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VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

O - A oy R

Reaccion 1:
Paracetamol

4-Amino-fenol

Masa molar (g/mol)

Ac2O Paracetamol

Masa (g)

Volumen (mL)

Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
qulmlcos

Propiedades fisicas

Reaccion 2:

, Resorcinol
Fluoresceina

Masa molar (g/mol)

Anhidrido

iy Fluoresceina
ftalico

Masa (g)

Volumen (mL)

Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas
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VII. Procedimiento.

A) Paracetamol

Anhidrido acético: Es corrosivo y lacrimégeno. Midelo y
transfiérelo exclusivamente dentro de la campana. En caso
de contacto, lava con abundante agua durante 3-5 minutos.

En el matraz bola de fondo plano de 10 mL, con barra de agitacion magnética, adiciona
0.35 mL de anhidrido acético, 0.4 g de 4-aminofenol y 0.5 mL de agua. Adapta el refrigerante
en posicion de reflujo y mantén la mezcla a reflujo con agitacion durante 30 minutos.

Deja enfriar ligeramente y coloca el matraz en bafio de hielo unos 10 minutos, hasta que
precipite el producto. Filtra al vacio con el embudo Biichner y lava con agua fria; reserva una
porcion de paracetamol sin recristalizar para su punto de fusion.

Purifica el resto por recristalizacion de agua. El paracetamol crudo suele presentar un ligero
color violeta; si lo consideras necesario, emplea carbon activado durante la recristalizacion.
Filtra al vacio, seca, pesa y calcula el rendimiento; determina y compara el punto de fusion
del crudo contra el recristalizado.

Realiza una placa de CCF comparando el 4-aminofenol contra tu paracetamol, empleando
AcOEt:hexano 9:1 como eluyente. Mide los Rf de ambas manchas.

B) Fluoresceina

H,SO, concentrado: Es corrosivo y provoca quemaduras
graves en piel y ojos. En caso de contacto, retira guantes y
ropa contaminada, lava con abundante agua durante 3-5
minutos y enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%.

NaOH 1 M: Es corrosivo, manéjalo con cuidado. En caso
de contacto, lava con abundante agua durante 3-5 minutos.

En el segundo matraz bola de fondo plano de 10 mL, con barra de agitacion magnética,
agrega 0.05 g de anhidrido ftalico y 0.07 g de resorcinol. Coloca el matraz en bafio de hielo,
llévalo a la campana y agrega con una pipeta Beral limpia 3 gotas de H2SO4 concentrado;
deja enfriar un par de minutos.

Antes de calentar, introduce con cuidado la mezcla de reactivos en la camara de luz UV y
observa si las materias primas emiten fluorescencia por si mismas. Registra lo que veas.

Calienta sobre la parrilla con agitacién magnética hasta que los s6lidos fundan y reaccionen
entre si; obtendrés un sélido de color rojizo. Deja enfriar a temperatura ambiente, vuelve a
introducir la mezcla en la camara de luz UV y observa si ahora emite fluorescencia.
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Diluye la mezcla fria con 3 mL de agua y 5 mL de disolucién de NaOH 1 M hasta pH 8, y
agita en la parrilla hasta homogenizar por completo. Observa de nuevo la disolucion de
fluoresceina sddica bajo luz UV.

En el vaso de precipitados de 30 mL prepara 10 mL de una disolucion 1:10 de fluoresceina
sodica en agua. Transfiere unos 3 mL a un tubo de ensaye y obsérvalo dentro de la camara
de luz UV. Anota todas tus observaciones y comparalas con las de la disolucion concentrada.

Nota: enjuaga todo el material con un poco de disolucion de NaOH 1 M antes de lavarlo,
y coloca la disolucion de enjuague en el contenedor de residuos correspondiente.

VIII. Cuestionario.

1. Calcula tu rendimiento de paracetamol y compara los puntos de fusion del crudo y del
recristalizado. Si usaste carbon activado, explica qué cambid en el aspecto de tu
producto y por qué.

2. Interpreta tu placa de CCF: reporta el Rf del 4-aminofenol y el de tu paracetamol, indica
cudl eluy6é mas y explicalo en términos de polaridad. Con base en tu placa, ;quedo
materia prima sin reaccionar?

3. Describe, en el orden en que las hiciste, las cuatro observaciones bajo luz UV: materias
primas, mezcla fundida, disolucion alcalina y dilucién 1:10. Explica cada cambio a partir
de la estructura de la especie presente en ese momento.

4. Con base en el tiempo que tardé en fundir y reaccionar tu mezcla de anhidrido ftalico y
resorcinol, argumenta qué tan reactivos son los anhidridos de 4cido comparados con los
¢ésteres que trabajaste en la Practica 3.

5. Si empleaste el anhidrido ftalico que ti mismo sintetizaste, comenta si su punto de fusioén
y su aspecto influyeron en el resultado de la fluoresceina. Si usaste el reactivo comercial,
explica qué diferencia esperarias.

6. Explica por qué la fluoresceina es un compuesto dependiente del pH y sefiala, estructural
y opticamente, dos diferencias entre la fluoresceina y la rodamina.
IX. Bibliografia.
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3. Avila, G.; Garcia, C. et al. Quimica Orgéanica. Experimentos con un Enfoque Ecoldgico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
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Imaging 2011, Wiley-VCH, 1* Ediciéon, Weinheim, Alemania.
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X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de NaOH 1M (1 L)

Pesar 40 gramos de NaOH y colocarlos al interior de un matraz aforado de 1000 mL,
colocar éste dentro de un bafio de hielo y aforar a 1 L con agua destilada. Agitar suavemente
cuando la disolucién esté a temperatura ambiente y almacenar.
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XI. Manejo de Residuos.

PARACETAMOL

I

p-aminofenol
Anhidrido acético

1) Calentar a reflujo 30 min.
2) Enfriar a 10 min.

3) Filtrar al vacio

4) Lavar con Agua fria

Fase sélida Fase liquida

Paracetamol crudo Acido acético
H,0

5) Recristalizar de agua

Fase sélida Fase liquida

Paracetamol H,O + trazas
de
paracetamol

D1: Neutralizar y desechar.
D2: Adsorber sobre carbén activado y enviar a incineracion. La fase liquida se neutraliza y

desecha.

Esquema 7. Diagrama de flujo de la sintesis de paracetamol y su manejo de residuos.
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Bromobenceno + Mg + I, + THF anhidro

1) Formar el reactivo de Grignard

2) Verter sobre hielo seco (10 g)

3) Agregar éter etilico (2 x 10 mL)

4) Acidular con H,S0, al 5% (pH acido)

Mezcla de reaccion

o m— "
Fase acuo: organica

H,O + H,S0, +
sales de magnesio

Eter + THF +
acido benzoico

5) Extraer con NaOH al 5%
(3x5mL)
Fase acuo!

Benzoato de sodio (ac.)

Eter + THF +
bifenilo (trazas)

6) Acidular con HCl hasta pH 1
7) Enfriar y filtrar al vacio

6lido Fase liquid;

Acido benzoico

D1: Medir el pH de la disolucion, neutralizar y desechar por el drenaje.

v

H,0 + HCI + NaCl

D2: Recuperar el disolvente por destilacién; el residuo se envia al colector

de residuos orgdnicos no halogenados.

Esquema 8. Diagrama de flujo de la sintesis de fluoresceina sodica y su manejo de residuos.
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AISLAMIENTO DE TRIMIRISTINA

PRACTICA 6
LIPIDOS I

I. Objetivos.

a) Aislar un triglicérido a partir de una fuente natural mediante una extraccion solido-
liquido continua en sistema Soxhlet.

b) Purificar la trimiristina obtenida por precipitacion con un par de disolventes y evaluar su
pureza por punto de fusion y cromatografia en capa fina.

I1. Introduccion.

Los lipidos son un grupo de compuestos quimicos muy diverso cuyo unico comun
denominador es la solubilidad en disolventes apolares, debida a la presencia de grandes
regiones hidrocarbonadas y a la ausencia o escasa presencia de grupos funcionales polares.

La gran mayoria de los organismos utiliza los lipidos como reservorio de energia, al ser
facilmente metabolizados y generar gran cantidad de energia por mol. Los mamiferos los
acumulamos en forma de grasas; los peces y algunos insectos, en forma de ceras; los
vegetales, en forma de aceites, incluso de aroma y sabor muy agradables. Los fosfolipidos y
esteroles constituyen alrededor de la mitad de las membranas bioldgicas, y otros lipidos
cumplen funciones como cofactores de enzimas, acarreadores de electrones, pigmentos
fotoabsorbentes, agentes emulsificantes, vitaminas u hormonas.

Precisamente por su alta solubilidad en disolventes organicos apolares y su casi nula
solubilidad en agua, los lipidos pueden separarse facilmente de otras biomoléculas mediante
procesos de extraccion. El sistema Soxhlet lleva esa idea al extremo: recircula el disolvente
de manera continua, de modo que la muestra se pone en contacto una y otra vez con
disolvente limpio y caliente, con lo que se alcanza una extraccion exhaustiva empleando un
volumen de disolvente mucho menor que en una extraccion por lotes.

I1I. Investigacion previa.

1. Dibuja la estructura de la trimiristina e identifica el 4cido graso que la compone. Anota
su masa molar y su punto de fusién reportado.

2. Explica el ciclo de un sistema Soxhlet y por qué extrae con disolvente “siempre limpio”.
Predice qué pasaria con el rendimiento si detuvieras la extraccion en el segundo ciclo en
lugar del sexto.

3. Compara la polaridad del diclorometano y del metanol, y explica por qué la trimiristina
se disuelve en el primero y precipita al agregar el segundo. Propon otro disolvente de
extraccion viable y justifica tu eleccion.
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4. Lanuez moscada contiene también aceites esenciales aromaticos. Predice si se extraeran
junto con el triglicérido y coémo se manifestaria su presencia en tu producto.

5. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicologicas (CRETIB) de los disolventes
empleados en esta practica.

IV. Reactivos.
Reactivos Cantidad | Reactivos Cantidad
Nuez moscada en polvo * 5-6¢g Diclorometano 75 mL
Metanol 80 mL

* La nuez moscada debera ser proporcionada por el estudiante.

V. Material.

Ademés del kit, solicita por papeleta el siguiente material.

Material Cant. Material Cant.

Matraz bola de fondo plano de

Equipo Soxhlet completo 1 125 mL

Matraz Erlenmeyer de 250 mL 1 Matraz Erlenmeyer de 100 mL 1

Probeta graduada de 25 mL 1 T de destilacion 14/23 1

Colector corto 14/23 1 Tapon de vidrio esmerilado 1
14/23

Vaso de precipitados de 100 1 Clips )

mL

VI. Datos experimentales.

Registra en la siguiente tabla los datos de tu extraccion; los necesitaras para responder el
cuestionario.

Dato Valor experimental

Masa de nuez moscada empleada (g)

Ciclos completados en el Soxhlet

Masa de trimiristina obtenida (g)

Rendimiento de extraccion (% m/m)

Punto de fusion experimental (°C)

Punto de fusion reportado (°C)

Rf de la trimiristina
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VII. Procedimiento.

Diclorometano y metanol: Son volatiles y nocivos por
inhalacion. Trabaja con la campana encendida y no los
evapores sobre la mesa de trabajo. El metanol ademas es
inflamable y téxico por ingestion.

Engrasa bien todas las juntas del sistema Soxhlet. Coloca 75 mL de CH:>Cl. y una barra de
agitacion magnética en el matraz bola de fondo plano de 125 mL y monta el sistema de
extraccion.

Elabora un cartucho de papel filtro y llénalo con aproximadamente 5-6 g de nuez moscada,;
pesa la nuez con exactitud y anota el dato. Coloca el cartucho dentro de la camara del Soxhlet,
inicia la agitacion magnética y lleva el sistema a reflujo de diclorometano. Permite que se
completen al menos 6 ciclos de sifoneo.

Retira con cuidado el cartucho y deséchalo. Si en el matraz quedan trazas de solidos, realiza
una filtracion por gravedad antes de continuar.

Monta un sistema de destilacion simple y destila aproximadamente 50 mL de
diclorometano, hasta que la disolucion de trimiristina quede en unos 25 mL. Colecta el
destilado en el matraz Erlenmeyer de 100 mL sumergido en bafio de hielo; ese disolvente se
recupera para su reutilizacion.

Transfiere la disolucion concentrada al matraz Erlenmeyer de 250 mL, enjuaga el matraz
de destilacion con 5 mL de diclorometano y retine ambas fracciones.

Mide 70 mL de metanol frio en la probeta graduada y adicionalo lentamente y con agitacion
suave sobre el concentrado. Deja reposar el matraz en un recipiente con hielo hasta que se
forme el solido. Filtra al vacio y lava el solido con 2 porciones de 10 mL de
diclorometano:metanol 1:1.

Seca el s6lido y calcula el rendimiento de la extraccion respecto a la masa de nuez moscada
inicial. Determina el punto de fusion experimental y realiza una placa de CCF para verificar
su pureza.

Etiqueta el producto con el nombre, la fecha y tu nimero de equipo, y almacénalo: sera tu
materia prima de la siguiente sesion.
VIII. Cuestionario.

1. Reporta tu rendimiento de extraccion en % m/m respecto a la nuez moscada empleada.
Comparalo con el contenido de trimiristina reportado para la nuez moscada y explica la
diferencia.

2. Con tu punto de fusidon experimental y tu placa de CCF, evalta qué tan pura quedoé tu
trimiristina. Si observaste mas de una mancha, propon qué son las manchas adicionales.
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3. Indica cuantos ciclos completd tu sistema y en qué momento notaste que el disolvente
que retornaba ya salia practicamente incoloro. Con base en eso, argumenta si valia la
pena extender la extraccion.

4. Explica como podrian separarse y recuperarse para su reutilizacion el diclorometano y el
metanol empleados en esta practica.

5. Con lo que observaste, propon una modificacion concreta al procedimiento que
aumentaria tu porcentaje de extraccion y justifica por qué funcionaria.
IX. Bibliografia.
1. Carey, F. A.; Giuliano, R. M. Quimica Orgénica 2014, Editorial McGraw Hill, 9*
Edicion, México.

2. Doyle, P. M.; Mungall, W. Experimental Organic Chemistry 1980, John Wiley & Sons,
Estados Unidos de Norteamérica.

3. Avila, G.; Garcia, C. ef al. Quimica Orgéanica. Experimentos con un Enfoque Ecologico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
Meéxico.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Esta practica no requiere disoluciones preparadas: los disolventes se emplean tal como se
reciben. El diclorometano recuperado en la destilacion se almacena etiquetado para su
reutilizacion.
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XI. Manejo de Residuos.

Nuez moscada,
diclorometano

Fase solida

1.
2.
3.

Agitar

Separar fases
Repetir paso 1y 2
(2 veces mas)

Fase liquida

Nuez moscada

Cabezal cuerpo
de destilacion

D1: Deseche al bote de basura.

Trimiristina
Diclorometano

4. Destilar

Cola de destilacion

Diclorometano

Trimiristina

D2

D2: Desecho apto para volver a utilizar.
D3: Recuperar las sustancias por destilacion para volver a ser usadas.

5. Agregar Metanol
6. Filtrar

Fase liquida Fase solida
Diclorometano Trimiristina
Metanol pura

D3

Esquema 9. Diagrama de flujo de la extraccion de trimiristina y su manejo de residuos.
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=

SAPONIFICACION DE TRIMIRISTINA

PRACTICA 7
LIPIDOS II

I. Objetivos.
a) Realizar una reaccion de hidrdlisis alcalina (saponificacion) sobre un triglicérido.

b) Obtener 4cido miristico a partir de la trimiristina aislada en la practica anterior y evaluar
su pureza.

I1. Introduccion.

La hidrolisis alcalina de triglicéridos o de algunos aceites vegetales se conoce cominmente
como saponificacion de grasas, ya que se forma la sal sodica o potésica del 4cido graso
correspondiente, mejor conocida como jabon; de ahi el nombre de la reaccion, del latin sapo
= jabon.

La disociacion de las grasas en medio basico es un proceso exotérmico; sin embargo, se
requiere adicionar calor al sistema para que la reaccion se complete en un tiempo razonable.
A diferencia de la hidrolisis acida, que es un equilibrio, la saponificacion es irreversible: el
carboxilato formado ya no es electrofilico y no puede volver a esterificarse en esas
condiciones, lo que desplaza el proceso por completo hacia los productos.

El producto directo de la reaccion es el carboxilato sodico, soluble en el medio acuoso-
alcohdlico. Para aislar el acido graso libre es necesario acidificar: al protonar el carboxilato
se obtiene un acido de cadena larga, practicamente insoluble en agua, que precipita y puede
recuperarse por filtracion.

I1I. Investigacion previa.

1. Escribe la reaccion balanceada de saponificacion de la trimiristina y calcula los
equivalentes de NaOH respecto al triglicérido. Explica por qué se requiere mas de un
equivalente.

2. Propon el mecanismo de la hidrolisis alcalina de un éster y explica por qué, a diferencia
de la 4cida, la saponificacion es irreversible.

3. La mezcla se acidifica hasta pH 2-3. Indica qué especie predomina antes y después de
acidificar, y predice qué obtendrias si detuvieras la adicion en pH 8.

4. La recristalizacion emplea el par metanol-agua. Con base en la estructura del acido
miristico, explica por qué el metanol es mejor eleccion que el etanol.
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5. Identifica el segundo producto orgéanico que libera la reaccion, indica en qué fase queda
tras la acidificacion y explica como comprobarias su presencia.

6. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa la tabla de la seccion VI a partir de la reaccion balanceada.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Trimiristina 05¢g Hexano S5mL
FEtanol 10 mL Metanol 10 mL
Eter etilico 5mL Disolucion HC1 20% v/v 10 mL
g)(;i/(o)lucmn de NaOH al 2.5mL | Agua destilada 10 mL

La trimiristina es la que tu equipo aislo y almacen6 en la Practica 6.

V. Material.

Esta practica se realiza completamente con el material del kit. No es necesario solicitar
material adicional por papeleta.

VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

CO(CH,);»CHj Miristato sédico Acido Miristico
3NaOH_ 3 CH;(CH;);;COONa ﬂ, 3 CH3(CH2)12C00]—i
OCO(CHy);,CH; N N
E}:E)?{ HO/\(\OH H0 3 NaCl
OCO(CHj);,CH;3 T ¢ L
Trimiristina Glicerol

Sal;(fﬁicislic(;tién Trimiristina Acido miristico
Masa molar (g/mol)
Masa (g)
Volumen (mL)
Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas
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VII. Procedimiento.

NaOH 20% y HCI 20%: Ambos son corrosivos. En caso de
contacto, lava con abundante agua durante 3-5 minutos;
para el acido, enjuaga después con disoluciéon de NaHCO;
10%.

En el matraz bola de fondo plano de 25 mL, con barra de agitaciéon magnética, agrega 0.5
g de trimiristina, 10 mL de etanol y 2.5 mL de disolucion de hidroxido de sodio al 20% m/v.
Adapta el refrigerante en posicion de reflujo y calienta la mezcla a reflujo durante 1 hora,
para favorecer que todo el triglicérido se transforme en la sal sddica soluble.

Al finalizar, vierte la mezcla de reaccion sobre el vaso de precipitados de 50 mL que
contenga aproximadamente 10 g de hielo y 10 mL de disolucion de 4cido clorhidrico al 20%
v/v. Agita vigorosamente durante 10 minutos, deja reposar y verifica que el pH sea 2-3.

Diluye con 10 mL de agua destilada, filtra al vacio el sélido formado con el embudo
Biichner y ldvalo con agua helada (3 x 2 mL). Reserva una porcién del crudo para su punto
de fusion.

Purifica el acido miristico por recristalizacion con el par de disolventes metanol-agua.
Filtra al vacio, seca y pesa el producto; calcula el rendimiento de la reaccion.

Determina el punto de fusion experimental y comparalo con el de la trimiristina de partida.

Realiza una placa de CCF para comprobar la pureza del producto, comparandola con la
materia prima, empleando como eluyente hexano:Et2O 1:1; también puedes emplear
hexano:AcOEt 9:1. De ser necesario, revela la cromatoplaca con vapores de L.

VIII. Cuestionario.

1. Reporta tu rendimiento y explica qué evidencia experimental concreta de tu sesion indica
que el s6lido que aislaste es dcido miristico y no trimiristina sin reaccionar.

N

. Compara el punto de fusion de tu producto con el de la trimiristina que aislaste en la
practica anterior. Explica la diferencia entre ambos valores a partir de las estructuras.

(73]

. Interpreta tu placa de CCF: reporta los Rf de la trimiristina y del 4cido miristico e indica
cudl corrié mas. Explica el resultado en términos de polaridad.

4. Si la disolucion de 4cido clorhidrico hubiera estado al 1% en lugar de al 20%, predice
qué habria pasado con tu aislamiento y justifica tu respuesta con el pH que mediste.

9]

. Describe dos ventajas de la saponificacion frente a la hidrdlisis dcida para este sustrato,
apoyandote en lo que observaste durante la sesion.

Compendio de experimentos de Quimica Organica IV



IX. Bibliografia.

1. Avila, G.; Garcia, C. ef al. Quimica Organica. Experimentos con un Enfoque Ecologico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
México.

2. Carey, F. A.; Giuliano, R. M. Quimica Organica 2014, Editorial McGraw Hill, 9*
Edicion, México.

3. Doyle, P. M.; Mungall, W. Experimental Organic Chemistry 1980, John Wiley & Sons
Inc., Estados Unidos de Norteamérica.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Solucion de HCI al 20% (1 L)

Medir con una probeta graduada 200 mL de &cido clorhidrico concentrado (HCI) y
adicionarlo lentamente dentro de un matraz aforado de 1000 mL y aforar agua destilada, el
matraz aforado debe encontrase dentro de un bafio de hielo, agitar suavemente hasta
homogenizar, proceder a verter dentro del recipiente donde se almacenard. Importante: NO
invertir el orden de adicion, use bata, guantes y lentes de seguridad. La solucioén desprende
calor.

Disolucion de NaOH al 20% (1 L)

Pesar 200 g de hidréxido de sodio (NaOH) y verter dentro de un matraz aforado de 1000
mL que contenga 500 mL de agua destilada y se encuentre dentro de un bafio de hielo, agite
suavemente la disolucion, afore el matraz lentamente hasta un volumen final de 1000 mL (1
L). La disolucion desprende calor.
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XI. Manejo de Residuos.

ACIDO MIRISTICO

Trimiristina, Etanol
Sosa al 20% m/v

1. Reflujo 1 hora
2. Acidular con acido clorhidrico
3. Diluir con Agua destilada
4. Filtrar al vacio
Fase solida Fase liquida
Acido miristico Glicerol, cloruro de
sodio, acido
5. Lavar con agua C|Ol’hidl'iCO, agua,
6. Recristalizar de agua etanol
Fase sélida Fase liquida
D1
Acid iristi Metanol +
Ccldo miristico Agua +
trazas de ac.
miristico

D1: Si es necesario neutralice el &cido y emulsificar el glicerol.
D2: Neutralizar y desechar, debido a que el porcentaje de metanol es menor al 10%

Esquema 10. Diagrama de flujo de la obtencion de dcido miristico y su manejo de residuos.
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PRACTICA 8

E
AMINOACIDOS Y PEPTIDOS 1
SINTESIS DEL ACIDO HIPURICO

I. Objetivos.
a) Ejemplificar la formacion de un enlace amida analogo al enlace peptidico.

b) Aplicar las condiciones de una reaccion de Schotten-Baumann para acilar el grupo amino
de un aminodcido.

¢) Sintetizar acido hipurico a partir de glicina y cloruro de benzoilo, y evaluar su pureza
por punto de fusion.

I1. Introduccion.

Los aminoécidos son compuestos quimicos que presentan un grupo acido carboxilico y un
grupo amino dentro de la misma molécula; cuando el grupo amino se ubica sobre el carbono
a se denominan a-aminodacidos.

Cada a-aminodcido presenta, en el atomo de carbono adyacente al carboxilo, ademas del
grupo amino, una cadena R que es Unica para cada uno. Al tener cuatro sustituyentes
diferentes sobre el Ca, los aminoacidos son moléculas quirales con actividad dptica; la tinica
excepcion es la glicina, cuya R es un segundo atomo de hidrogeno. Segun las proyecciones
de Fischer, todos los aminoécidos proteinogénicos son L-aminoécidos.

Los aminoacidos son los bloques de construccion de las proteinas e intermediarios del
metabolismo. Para la especie humana existen 21 aminoécidos, de los cuales el organismo
puede sintetizar unicamente 11; el resto deben ingerirse en la dieta diaria. El cuerpo humano
no almacena aminoacidos para uso posterior.

La reaccion de Schotten-Baumann permite acilar aminas con cloruros de acido en medio
acuoso alcalino. La base cumple dos funciones simultaneas: mantiene desprotonado al grupo
amino para que conserve su nucleofilia y neutraliza el HCI que se libera en la acilacion. El
resultado es un enlace amida formado en condiciones suaves, el mismo tipo de enlace que
une a los aminoécidos en un péptido.

I1I. Investigacion previa.

1. Propon el mecanismo de la reaccion entre la glicina y el cloruro de benzoilo, y explica
por qué reacciona el grupo amino y no el carboxilato.

2. Dibuja las especies de la glicina que predominan a pH 1, 6 y 13, y explica por qué la
reaccion requiere medio alcalino para proceder.
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3. El cloruro de benzoilo también se hidroliza con agua. Escribe esa reaccion competitiva,
explica por qué la sintesis funciona aun en medio acuoso y predice qué subproducto
genera el exceso de cloruro de benzoilo.

4. El aislamiento acidifica hasta pH 2 y después lava el s6lido con diclorometano. Explica
qué se elimina en cada uno de esos pasos.

5. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de reactivos y
productos, y completa la tabla de la seccion VI a partir de la reaccion balanceada.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Glicina 03g NaOH en lentejas 1.0g
Cloruro de benzoilo 0.5 mL Disolucion HCI 50% v/v 2mL
Disoluciéon NaOH 40% 0.8 mL Diclorometano CH2Clz SmL
Agua destilada 12 mL

El estudiante debera llevar el dia del experimento una jeringa con aguja de 3 mL.

V. Material.
Ademés del kit, solicita por papeleta el siguiente material.
Material Cant. Material Cant.
Matraz bola de fondo plano de 1 Trampa de Claisen con tapon 1
10 mL 14/23 de hule
Trampa de humedad para 1
microescala 14/23
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VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

@/& Wj NaOH @/ﬁxﬁ/IrONa ’I_il @jﬂ/\foro}l

40 min NaCl

Cloruro de . . Acido
. Glicina S
benzoilo hipurico

Reaccion: Acido
hlpurlco

Masa molar (g/mol)

Masa (g)

|

|
Volumen (mL) \
Densidad (g/mL) \
Cantidad de
|

sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

VII. Procedimiento.

Cloruro de benzoilo: Es lacrimégeno y corrosivo. Manéjalo
dentro de la campana. En caso de contacto, retira guantes
y ropa contaminada, lava con abundante agua durante 3-5
minutos y traslada a la persona al aire libre por 3-5 minutos.

NaOH 40% y HCI 50%: Son corrosivos, manéjalos con
cuidado. En caso de contacto, lava con abundante agua
durante 3-5 minutos; para el acido, enjuaga después con
disolucion de NaHCO; 10%.

Monta el sistema de la Figura 3. En el matraz bola de fondo plano de 10 mL, con barra de
agitacion magnética, afiade 0.3 g de glicina y 2 mL de agua; agita hasta disolver por completo
la glicina y enseguida adiciona 0.5 mL de cloruro de benzoilo.

Adapta la trampa de Claisen: en una entrada coloca una trampa de humedad que contenga
en su interior 4 lentejas de NaOH y en la otra un tapon de hule atravesado por la jeringa
cargada con 1 mL de disolucion de NaOH al 40%.
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/ Jeringa
NaOH 40%

Trampa NaOH

Figura 3. Sistema para la sintesis de dacido hipurico.

Adiciona la disolucion de NaOH al 40% gota a gota, con agitacion magnética y a
temperatura ambiente. Al terminar la adicion observaras dos fases; contintia agitando 40
minutos mas a temperatura ambiente. Conforme avance la reaccion, las dos fases
desapareceran para dar una sola.

Vierte el contenido del matraz en el vaso de precipitados de 30 mL, coldcalo en bafio de
hielo y adiciona gota a gota 2 mL de disolucién de HCI al 50% hasta pH 2.

Filtra al vacio el s6lido formado con el embudo Biichner, lavalo con 10 mL de agua
destilada helada para eliminar los rastros de HCl y después con 5 mL de diclorometano.
Reserva una porcion del producto crudo para determinar su punto de fusion.

Purifica el producto por recristalizacion simple de agua. Filtra al vacio, seca y pesa el
producto; determina el punto de fusion del crudo contra el recristalizado y calcula el
rendimiento experimental.

VIII. Cuestionario.

1. Reporta tu rendimiento y tus dos puntos de fusion (crudo y recristalizado). Explica la
diferencia entre ambos en términos de pureza.

2. Describe en qué momento de tu sesion desaparecieron las dos fases y cudnto tiempo
tard6. Explica a nivel molecular qué cambid en el sistema para que eso ocurriera.

3. Reporta el pH al que precipitd tu producto. Predice qué habrias obtenido si hubieras
detenido la acidificacion en pH 6 y justifica con la estructura del acido hipurico.

4. El lavado con diclorometano retira un subproducto. Indica cual es, explica por qué se
disuelve en ese disolvente y describe si notaste algin cambio en el aspecto del solido
tras el lavado.
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5. Explica por qué el cloruro de benzoilo se adiciona antes que la base y qué habria pasado
si se hubieran invertido las adiciones.

6. Investiga de qué fuente natural se obtiene el acido hipuarico y qué papel cumple en el
organismo.

IX. Bibliografia.

1. Avila, G.; Garcia, C. ef al. Quimica Organica. Experimentos con un Enfoque Ecologico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
México.

2. Carey, F. A.; Giuliano, R. M. Quimica Organica 2014, Editorial McGraw Hill, 9*
Edicion, México.

3. Williamson, K. Macro and Microscale Organic Experiments 2010, Editorial Cengage
Learning, 6* Edicion, Estados Unidos de Norteamérica.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Solucion de HCI al 50% (1 L)

Medir con una probeta graduada 500 mL de &cido clorhidrico concentrado (HCI) y
adicionarlo lentamente dentro de un matraz aforado de 1000 mL y aforar agua destilada, el
matraz aforado debe encontrase dentro de un bafio de hielo, agitar suavemente hasta
homogenizar, proceder a verter dentro del recipiente donde se almacenard. *Importante:
NO* invertir el orden de adicidén, use bata, guantes y lentes de seguridad. La solucion
desprende calor.

Disolucion de NaOH al 40% (1 L)

Pesar 400 g de hidroxido de sodio (NaOH) y verter dentro de un matraz aforado de 1000
mL que contenga 500 mL de agua destilada y se encuentre dentro de un bafio de hielo, agite
suavemente la disolucion, afore el matraz lentamente hasta un volumen final de 1000 mL (1
L). *Importante*: La disolucion desprende calor. Use bata, guantes y lentes de seguridad.
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XI. Manejo de Residuos.

ACIDO HIPURICO

Glicina + agua + cloruro
de benzoilo + sosa

1. Agitar

2. Neutralizar Trampa de sosa

3. Filtrar

4. Lavar con Agua

y diclorometano D1
Fase sélida Fase liquida

Acido hipurico I Dlséolvente
crudo clorado + H,O+
HCI

5) Recristalizar de Agua

Fase solida Fase liquida

Aguas madre +
trazas de ac.
hipdrico

Acido hipurico
puro

D1: Las hojuelas de sosa se disuelven en agua y se neutralizan.
D2: Destilar para recuperar el disolvente clorado. Neutralizar la cola del destilado.
D3: Neutralizar y eliminar por el drenaje.

Esquema 11. Diagrama de flujo de la sintesis de dcido hipurico y su manejo de residuos.
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PRACTICA 9

AMINOACIDOS Y PEPTIDOS II

REACCION PSEUDO-SANGER E IDENTIFICACION DE
AMINOACIDOS

I. Objetivos.

a) Ejemplificar la reaccion tipo Sanger para la identificacion del amino terminal de una
cadena peptidica.

b) Sintetizar un derivado 2,4-dinitrofenil-aminoacido mediante una reaccion de S,Ar.
¢) Identificar cualitativamente diversos aminoacidos mediante la reaccion con ninhidrina.

d) Observar la presencia de aminoacidos en rastros de huellas dactilares.

I1. Introduccion.

La secuencia de aminoécidos constituye la estructura primaria de las proteinas, y conocerla
es de gran importancia. Hoy existen métodos automatizados y muy eficientes para
determinarla, pero no siempre fue asi: en 1945 Frederick Sanger propuso una reaccion de
gran sencillez y relevancia incalculable para la época, una sobria sustitucion nucleofilica
aromatica empleando 2,4-dinitrofluorobenceno frente a un péptido, seguida de una hidrolisis
acida suave. De ese modo, en 1953 pudo determinar la secuencia de los 51 aminoécidos que
constituyen la insulina, trabajo por el que recibi6 el premio Nobel de Quimica en 1958.

La identificacion de aminodcidos de esta practica se fundamenta en la formacion de un
complejo altamente colorido llamado pirpura de Ruhemann, que absorbe a 570 nm. Se trata
de una sencilla reaccidon de formacion de iminas entre una tricetona aromatica, la ninhidrina,
que funciona como grupo cromoforo, y el grupo amino libre de los aminodcidos. En el campo
de la criminalistica esta reaccidon se emplea para la busqueda y deteccion de huellas dactilares,
dado que el sudor de palmas y dedos contiene cantidades moderadas de ciertos aminoacidos.

I1I. Investigacion previa.

1. Propén el mecanismo de la sustitucion nucleofilica aromdtica entre el 2,4-
dinitroclorobenceno y el aminoacido. Explica el papel de los grupos nitro y por qué la
reaccion no procede sobre clorobenceno.

2. Lareaccion emplea 4 equivalentes de K2COs y no NaOH. Justifica la eleccion de la base
y el nimero de equivalentes.

3. Propon el mecanismo de la reaccion entre un aminodacido y la ninhidrina hasta el parpura
de Ruhemann, e indica qué fragmento del aminoacido termina en el cromoforo.
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4. La prolina es un aminoacido secundario. Con base en el mecanismo anterior, predice si

5. Tras la extraccion con CH:Cl: el producto permanece en la fase acuosa. Explica por qué

6. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicologicas (CRETIB) de reactivos y

dara el mismo color que los demdas aminoacidos y explica por qué.

y qué se elimina en la fase organica.

productos, y completa la tabla de la seccion VI a partir de la reaccion balanceada.

IV. Reactivos.

V.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
2,4-Dinitroclorobenceno 04¢g Glicina o L-Fenilalanina 0.15 ;0'33
Carbonato de potasio .

K.COs l.lg Diclorometano CH-Cl» 30 mL

Etanol 10 mL HCI concentrado 1.5 mL

D1s001u010n de ninhidrina 8 mL Agua destilada 10 mL

0.2%

Disoluciones 0.5% de L-

acido glutdmico, L-

fenilalanina, glicina, L- 1 mL c/u

arginina, L-leucina,

metionina y L-prolina

Material.

Ademas del kit, solicita por papeleta el siguiente material.
Material Cant. Material Cant.

Gradilla 1 Tubos de ensaye de 16 x 150 10
mm

Pinzas para tubo de ensaye 1 Refrigerante de aire 14/23 1

Termémetro 1 Embudo de separacion de 50 1
mL con tapon

Vaso de precipitados de 150 1

mL
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VI. Reaccion y Relacion Estequiométrica

+NH; NO,

K,COs, H,0:EtOH, 50° C.

R OH
1 R OH
NO, HN
NO
2 C:) 1h NO,
Reaccion 1: Pseudo- 2
' ) Dinitrocloro- | Phe/ Gly K:COs
Sanger
benceno

Producto
DNB-AA

Masa molar (g/mol)
Masa (g)
Volumen (mL)
Densidad (g/mL)

Cantidad de
sustancia (mmol)

Equivalentes
quimicos

Propiedades fisicas

(HY, EtOH

Reaccion 2. Formacion del purpura de Ruhemann entre un aminodcido y la ninhidrina.

VII. Procedimiento.
A) Reaccion pseudo-Sanger

2,4-Dinitroclorobenceno: Es nocivo por ingestion y por
contacto con la piel y los ojos. Usa guantes en todo
momento. En caso de contacto con la piel, lava con
abundante agua y jabon; en caso de contacto con los ojos,

lava con agua abundante.
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HCI concentrado: Es corrosivo, manéjalo con cuidado. En
caso de contacto, lava con abundante agua durante 3-5
minutos y enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%.

Prepara un bafo de agua a 50 °C y coloca en ¢l el matraz bola de fondo plano de 25 mL
con barra de agitacion magnética (Figura 4). Agrega 0.33 g de L-fenilalanina o 0.15 g de
glicina, seglin te corresponda, y 1.1 g de K2COs disueltos en 5 mL de agua destilada. Agita
durante 3 minutos.

A esa disolucion agrega 0.4 g de 2,4-dinitroclorobenceno y 5 mL de etanol, y acopla al
matraz el refrigerante de aire. Agita vigorosamente a 50 °C durante 1 hora.

Figura 4. Sistema para la reaccion pseudo-Sanger.

Deja enfriar a temperatura ambiente, diluye la mezcla con 5 mL de agua, viértela al embudo
de separacion de 50 mL y extrae con CH2Cl: (3 x 10 mL). El producto deseado permanece
en la fase acuosa.

Transfiere la fase acuosa al matraz Erlenmeyer de 50 mL, coldcalo en bafio de hielo y
acidifica con HCI concentrado hasta pH 1, hasta la formacion de un so6lido amorfo de color
amarillo.

Filtra al vacio, retira las aguas madre del matraz Kitasato y coldcalas en el contenedor de
residuos apropiado. Seca el sélido, pésalo y determina su punto de fusion (DNB-Phe: 185-
186 °C; DNB-Gly: descompone a 195-202 °C).

B) Identificacion de aminoacidos con ninhidrina

Prepara primero un blanco: agrega a un tubo de ensaye 1 mL de aguay 1 mL de disolucion
de ninhidrina, y caliéntalo 1 minuto en el bafio Maria.
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En cada uno de los 7 tubos restantes coloca 1 mL de una de las disoluciones de aminoacido
disponibles (L-acido glutamico, L-fenilalanina, glicina, L-arginina, L-leucina, metionina 'y L-
prolina) y afiade 1 mL de disolucion de ninhidrina. Agita manualmente para homogenizar y
espera 5 minutos a temperatura ambiente; observa si hay algin cambio.

Calienta después los tubos 1-2 minutos en bafio Maria. Anota tus observaciones para cada
aminoacido, incluyendo el color y el tiempo en que aparecid, y toma fotografias.

C) Revelado de huellas dactilares

Sobre un pedazo de carton o papel traza dos recuadros. En el recuadro A) coloca un par de
huellas dactilares quitandote el guante e imprimiendo directamente la huella. En el recuadro
B) frotate con un dedo sin guante la superficie de la frente o la nariz e imprime nuevamente
un par de huellas.

Vuelve a colocarte los guantes, asperja la disolucion de ninhidrina sobre ambos recuadros
y deja secar un par de minutos. Calienta gentilmente el papel sobre la superficie caliente de
la parrilla. Observa, anota y toma fotografias de ambos recuadros.

VIII. Cuestionario.

1. Reporta tu rendimiento y tu punto de fusion del derivado DNB-aminoacido. Comparalo
con el valor indicado en el procedimiento y decide si tu producto esta puro.

2. Organiza en una tabla los resultados de la prueba de ninhidrina para los 7 aminoacidos:
color observado a temperatura ambiente, color tras calentar y tiempo de aparicion.
Senala cudl dio un color distinto y explicalo con base en su estructura.

3. Compara los dos recuadros de huellas que revelaste. Explica por qué las huellas de zonas
grasas revelan con mayor intensidad y qué te dice eso sobre la composicion del residuo
dactilar.

4. Con base en el resultado que obtuviste, argumenta si la reaccion procederia igual en
medio ligeramente acido y justifica tu respuesta con el mecanismo.

5. La reaccion se lleva a cabo en agua con etanol como cosolvente. Explica qué funcion
cumple cada uno y propén un disolvente alternativo, justificando tu eleccion.

IX. Bibliografia.
1. Sanger, F. Biochemistry J. 1945, 39(5), 507-515.

Levy, A. L.; Chung, D. J. Am. Chem. Soc. 1955, 2899-2900.

Friesen, J. B. J. Chem. Educ. 2015, 92, 487-504.

Girod, A.; Ramotoswki, R.; Weyermann, C. Forensic Sci. Int. 2012, 223(1-3), 10-24.
Weyermann, C.; Roux, C.; Champod, C. J. Forensic Sci. 2011, 56(1), 102-108.
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Hamilton, P. B. Nature 1965, 205(4968), 284-285.
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7. Carey, F. A.; Giuliano, R. M. Quimica Organica 2014, Editorial McGraw Hill, 9*
Edicion, México.
8. Klein, D. R. Organic Chemistry 2016, Editorial John Wiley & Sons, 1* Edicion, Nueva

Jersey, Estados Unidos de Norteamérica.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de aminoacidos al 0.5% (100 mL)

Pesar y colocar 0.5 g del aminoacido correspondiente al interior de un matraz aforado de
100 mL, adicionar 50 mL de agua destilada, agitar suavemente para completar su disolucion,
posteriormente aforar a 100 mL con agua destilada. Preparar estas disoluciones maximo 1
semana antes ya que son caldos nutritivos para microorganismos.

Disolucion de Ninhidrina al 0.2% (100 mL)

Pesar y depositar 0.2 gramos de Ninhidrina dentro de un matraz aforado de 100 mL y
agregue 60 mL de Etanol, enseguida adicione 0.5 mL de acido acético y 4.5 mL de agua
destilada, aforar a 100 mL. Agite y almacene en envase &mbar. Nota: use bata y guantes para
la preparacion de esta solucion, la ninhidrina mancha la piel al contacto.
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XI. Manejo de Residuos.

I

Aminoéacido designado
+

K,CO, acuoso

1) Calentar en bafio de agua
a 50M@
2) Agitar por 3 minutos

Agregar
2,4-dinitroclorobenceno
EtOH

1) Calentar a 50%& manteniendo en
agitacion vigorosa por 2 h

2) Enfriar a temperatura ambiente

3) Diluir con 10 mL de agua

Extraer con
CH,CI,

Fase organica Fase acuosa

Producto impuro

y Acidificar con HCI hasta
Trazas de 2,4-DNCB pH 2-3
+CH,Cl, Filtrar al vacio y secar
Lavar con acetonga
Trazas de 2,4-DNCB Producto puro
+ EtOH + aminoacido
designado

D1, D3 y D4: Enviar a incineracion.

D2: Si el contenido de EtOH es menor a 10% adsorber sobre carbdn activado, enviar el solido a incineraciéon
y desechar neutro. Si el contenido es mayor a 10% destilar el EtOH para recuperarlo y efectuar lo antes
descrito.

Esquema 12. Diagrama de flujo de la sintesis del derivado 2,4-dinitrofenil-aminodcido y su manejo de
residuos.
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&

Ninhidrina acuosa

1) Calentar a bafio maria 1 min

|

1mL de disolucién anterior Disolucién anterior
_ + asperjada

1 mL disolucién de algun +
arpmoémdo Muestra de grasa

|y aci . corporal y huellas
1) Agitary esperar 3 min

|2) Si no ocurre cambio; calentar digitales
1 mina bafio maria
‘3) Observar

l 1) Observar
Parpura de Ruhemann -
+ Papel y carton con la
Aldehido correspondiente mezcla de reaccion

D5: Adsorber con carbon activado y enviar a incineracion, la disolucion se neutraliza y se desecha.
D6: Desechar en la charola de papel filtro correspondiente para su posterior incineracion.

Esquema 13. Diagrama de flujo de la identificacion de aminodcidos con ninhidrina, el revelado de huellas
dactilares y su manejo de residuos.
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PRACTICA 1 0

g
CARBOHIDRATOS I

ANALISIS E IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

I. Objetivos.
a) Identificar mediante pruebas quimicas sencillas diferentes tipos de carbohidratos.

b) Diferenciar una pentosa de una hexosa, una aldosa de una cetosa y un disacarido de un
monosacarido, empleando reacciones caracteristicas.

¢) Analizar las diferentes reactividades de mono y disacaridos frente a las reacciones tipicas
de identificacion, incluyendo el reconocimiento de falsos positivos.

I1. Introduccion.

Los carbohidratos son moléculas orgénicas constituidas por carbono, hidrégeno y oxigeno,
generalmente en una proporcion hidrogeno:oxigeno de 2:1, igual que en el agua; en otras
palabras, presentan una formula empirica Cx(H20)y. Estructuralmente se consideran
polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas.

Otro término mas empleado es el de sacaridos, que se dividen en cuatro grupos principales:
monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. La palabra sacarido proviene del
griego sacaron (dulce). Los nombres de mono y disacaridos generalmente terminan con el
sufijo *-o0sa*: el azdcar de uva es el monosacarido mas distribuido en la naturaleza, la
glucosa; el azucar de cana es el disacarido sacarosa; y el azicar de la leche de los mamiferos
es el disacarido lactosa.

Los carbohidratos juegan un sinfin de roles en los organismos vivos: los polisacaridos
sirven de almacén de energia (almidon y glucdgeno) y como componentes estructurales
(celulosa en vegetales y quitina en artropodos). Los sacaridos y sus derivados participan
ademas en el sistema inmune, la fertilizacion, la prevencion de patogénesis, el desarrollo
humano y los factores de grupo sanguineo.

Las cuatro pruebas de esta practica explotan diferencias finas de reactividad. Barfoed y
Benedict se basan en la reduccion de Cu?* a Cu”, pero difieren en el pH del medio y, con ello,
en su selectividad. Seliwanoff y Bial se basan en deshidrataciones catalizadas por acido que
generan furfurales, los cuales condensan con un fenol para dar un producto coloreado. En
todos los casos el tiempo y la temperatura son variables criticas: un calentamiento prolongado
produce falsos positivos.

I1I. Investigacion previa.

1. Define qué es un azucar reductor e identifica el carbono anomérico. Con esa definicion,
predice cudles carbohidratos de esta practica daran positiva la prueba de Benedict.
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2. Barfoed y Benedict se basan en la misma reduccion de Cu** a Cu*, pero solo una es
selectiva para monosacaridos. Compara la composicion y el pH de ambos reactivos y
explica esa diferencia de selectividad.

3. Propon el mecanismo de la transposicion de Lobry de Bruyn-van Ekenstein en medio
alcalino y explica como permite que una cetosa dé positiva una prueba disefiada para
aldosas.

4. Explica el fundamento de las pruebas de Seliwanoff y de Bial —qué intermediario se
forma y con qué fenol condensa—, predice el color de cada resultado positivo y explica
por qué el calentamiento prolongado genera falsos positivos.

5. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicologicas (CRETIB) de los reactivos
empleados, con atencion a los que contienen HCI concentrado.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad

?;SOIUCIOH de arabinosa al 2 mL Disolucion de ribosa al 5% 2mL

0
Disoluciodn de fructosa al 2 mL Disolucidn de sacarosa al 2 mL
5% 5%
?OEOIHCIOH de galactosa al 2 mL Solucidon de Barfoed 15 mL
15)0;:011101011 de glucosa al 2 mL Solucion de Benedict 10 mL
15)0;:011101011 de lactosa al 2 mL Solucion de Bial 15 mL
15)0;:011101011 de maltosa al 2 mL Solucion de Seliwanoff 15 mL
Disolucion de manosa al > ml
5%

V. Material.

Ademas del kit, solicita por papeleta el siguiente material.

Material Cant. Material Cant.
Gradilla 1 Tubos de ensaye 30
Pinzas para tubo de ensaye 2 Xliso de precipitados de 400 1
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VI. Registro de resultados.

Concentra en esta tabla los resultados de las cuatro pruebas. Para cada casilla anota el
resultado (positivo, negativo o falso positivo) y el tiempo en que aparecid el cambio.

Carbohidrato ‘ Benedict ‘ Seliwanoff Bial ‘

Arabinosa

Ribosa

Fructosa

Glucosa

Galactosa

Manosa

Lactosa

Maltosa

Sacarosa

VII. Procedimiento.

Reactivos de Bial y de Seliwanoff: Contienen acido
clorhidrico concentrado y son corrosivos. Manéjalos con
guantes y lentes de seguridad. En caso de contacto, lava
con abundante agua durante 3-5 minutos y enjuaga con
disolucion de NaHCO; 10%.

a) Prueba de Barfoed — identificacion de monosacaridos

RCHO + 2Cu*?+ 2H,0 RCOOH + Cw,O | + 4H'

En un tubo de ensaye adiciona 0.5 mL de la disolucion del azicar correspondiente y 1.5
mL de reactivo de Barfoed, y calienta en un bafio de agua en ebullicion hasta que la reaccion
ocurra.

Observa y cuantifica el tiempo requerido para la aparicion de un precipitado rojizo o de un
cambio de coloracion en cada tubo. Los monosacaridos reaccionan en menos de 15 minutos;
los disacaridos requieren mas de 15 minutos. Registra el tiempo de reacciéon de cada
carbohidrato en la tabla de la seccion VI.
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b) Prueba de Benedict — azucares reductores

2RCHO + 2Cu*?+ 6OH DRCOOH + Cu,0% + 6H,0

Coloca en un tubo de ensaye 1 mL de reactivo de Benedict y 3 gotas de la disolucion del
carbohidrato a analizar. Calienta a ebullicion y deja enfriar a temperatura ambiente. Un
resultado positivo se manifiesta por la aparicién de un precipitado rojizo-anaranjado.

Realiza esta prueba unicamente con cinco carbohidratos: fructosa, glucosa, galactosa,
lactosa y sacarosa. Cuantifica el tiempo en que reacciona cada uno.

El fundamento quimico es el mismo que el de Barfoed —Ia reduccién de Cu*" a Cu™—,
pero esta prueba no es selectiva para monosacaridos. Anota tus resultados y preparate para
justificar esa falta de selectividad en el cuestionario.

¢) Prueba de Seliwanoff — identificacion de cetosas

o
HO
HOH, o] H,O0H H* Hot, © g 2’©\ O
QA > \ / H no OH
- .
HO ) H+ )
3H,0

CH,0H CH,OH

En un tubo de ensaye adiciona 0.5 mL de la disolucién del azlicar correspondiente y 1.5
mL de reactivo de Seliwanoff, y calienta en un bafio de agua en ebulliciéon por un lapso
maximo de 1-3 minutos. Observa.

Las cetosas reaccionan rapidamente deshidratandose para dar 5-hidroximetilfurfural, que
se condensa con resorcinol para dar un compuesto aromatico altamente conjugado de color
rojo cereza. Un calentamiento prolongado favorece la hidrolisis y las transposiciones, y hace
que otros carbohidratos den falsos positivos.

Estructura tus datos indicando en una columna los resultados positivos y en otra los falsos
positivos y negativos, con los tiempos de reaccion correspondientes.

d) Prueba de Bial — identificacion de pentosas

HOH,G . PH [H+

HO OH

En un tubo de ensaye coloca 0.1 mL (5 gotas con pipeta Pasteur) de la disolucion del azticar
correspondiente, adiciona 1.5 mL del reactivo de Bial y coloca el tubo en un bafio de agua en
ebullicion por un lapso de 2-3 minutos. Observa.

Las pentosas dan una coloracion azul-verde o verde olivo. Si se sobrecalientan, el resto de
los carbohidratos en presencia del reactivo de Bial forman compuestos coloridos que
constituyen falsos positivos.
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VIII. Cuestionario.

1. Con tu tabla de resultados, clasifica los nueve carbohidratos en monosacaridos y
disacaridos usando Unicamente los tiempos que ti mediste en la prueba de Barfoed.
Senala si algn resultado no coincidié con lo esperado y propdn por qué.

2. Reporta qué carbohidratos dieron positiva la prueba de Benedict en tu sesion y explica,
con base en tus propios resultados, por qué esta prueba no es selectiva para
monosacaridos.

3. La sacarosa dio negativas las pruebas de Barfoed y Benedict. Explicalo a partir de su
estructura, sefialando qué carbono esta comprometido.

4. Indica qué carbohidratos te dieron falsos positivos en Seliwanoff o en Bial y en qué
tiempo aparecieron. Con esos datos, propén un tiempo de calentamiento dptimo para
cada prueba.

5. Investiga en qué consiste el test de Molisch y para qué carbohidratos se emplea.
Comparalo con las cuatro pruebas que realizaste en cuanto a selectividad.

IX. Bibliografia.

1. Avila, G.; Garcia, C. et al. Quimica Organica. Experimentos con un Enfoque Ecolédgico
2009, Direccion General de Publicaciones y Fomento Editorial, UNAM, 2* Edicion,
Meéxico.

2. Herdman, C.; Diop, L.; Dickman, M. J. Chem. Educ. 2013, 90, 115-117.

3. Rajan, Katuch. Analytical Techniques in Biochemistry and Molecular Biology 2011, 1*
Edicion, Springer.

4. Sanchez-Viesca, F.; Gomez, R. Modern Chemistry 2018, 6(1), 1-5.

5. Taylor, M. E.; Drickamer, K. Introduction to Glycobiology 2006, 2* Edicion, Oxford
University Press, Londres.

X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de carbohidratos al 5% (1 L)

Pesar 50 g del carbohidrato en cuestion y disolverlos en 800 mL de agua destilada, dentro
de un matraz aforado, aforar a 1000 mL con agua destilada. Agitar suavemente para
completar su disolucion. Estas disoluciones se preparan maximo 1 semana antes de utilizar
y mantenerlas en refrigeracion para evitar crecimiento microbiano.

Disolucion de Barfoed (1 L)

Pesar 65 g de Acetato ctprico (Cu(OAc):-H:20), adicionarlo a 500 mL de Agua destilada
al interior de un matraz aforado de 1 L, agitar suavemente, posteriormente medir 9 mL de
Acido acético glacial y verterlo a la disolucion anteriormente preparada, finalmente aforar a
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1 L la solucion con agua destilada. Se puede almacenar en envase ambar sin problema hasta
12 meses.

Disolucion de Bial (1 L)

Medir 450 mL de agua destilada y colocarlos en un vaso de precipitado de 1 L el cual debe
estar dentro de un bafio de hielo, una vez que esté ya fria el agua, pesar 3.0 gramos de Orcinol
y diluirlos en ésta, adicione también 3.0 mL de disolucion de FeCls al 10%, enseguida verter
con SUMO CUIDADO 500 mL de Acido Clorhidrico concentrado (HC) y con agitacion
suave. TODO ESTO DENTRO DE UN BANO DE HIELO. La solucién desprende mucho
calor. Una vez terminada la adicion del HCI concentrado y haberse enfriado la disolucion
verter sobre un matraz aforado de 1 L y aforar la disolucidon con agua destilada a 1000 mL.
Almacenar en envase ambar por no mas de 2 meses. Emplee bata, guantes y lentes de
seguridad.

Disolucion de Seliwanoff (1 L)

Medir 600 mL de agua destilada y colocarlos en un vaso de precipitados de 1 L que debe
estar dentro de un bafio de hielo, una vez que esté ya fria el agua, pesar 1.0 gramos de
Resorcinol y agregarla al agua fria, enseguida verter con SUMO CUIDADO 330 mL de
Acido Clorhidrico concentrado (HCI) con agitacion suave. TODO ESTO DENTRO DE UN
BANO DE HIELO. La solucién desprende mucho calor. Una vez terminada la adicién del
HCI concentrado y haberse enfriado la disolucion verter sobre un matraz aforado de 1 L y
aforar la disolucion con agua destilada a 1000 mL. Almacenar en envase &mbar por no mas
de 2 meses. Use bata, guantes y lentes de seguridad.

Disolucion de FeCls al 10% (100 mL)

Pesar 10 g de FeCls y diluir en 80 mL de agua destilada al interior de un matraz aforado de
100 mL, una vez disuelto el FeCls, aforar con agua destilada a 100 mL, agite suavemente
hasta completar su disolucion. Almacenar en un frasco &mbar sin problema de vida media.

Disolucion de Benedict (1 L)

Pesar 173 g de citrato de sodio y 100 g de carbonato de sodio anhidro. Disolver ambos
solidos en 700 mL de agua destilada y agite gentilmente hasta obtener la maxima disolucion
posible, si es necesario caliente ligeramente la disolucidn para favorecer la solubilizacién de
los solidos. Si existen particulas sin disolver filtre la disolucion. Aparte pesar 17.3 g de
sulfato ctprico (CuSOas-5H20) y disolverlo en 100 mL de agua destilada. Mezcle ambas
disoluciones agitando constantemente y adicione agua destilada hasta alcanzar un volumen
final de 1000 mL.

Compendio de experimentos de Quimica Organica IV

69



XI. Manejo de Residuos.

Prueba de Barfoed
Solucién al 5% de Calentar en bafio

i maria a ebullicion
carbohidrato problema +
Sacarosa: en caso de

Reactivo de Barfoed prueba negativa
agregar HCI

Prueba de Benedict
., Calentar a
3 gotas de solucion de | epuliiciony
carbohidrato problema + | dejar enfriar

Mezcla de
reaccion +
ac. aldélicos +
Cu,O

Reactivo de Benedict

Prueba de Seliwanoff
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Esquema 14. Diagrama de flujo de las reacciones de identificacion de carbohidratos y su manejo de residuos.
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PRACTICA 1 1 g
CARBOHIDRATOS 11

HIDROLISIS QUIMICA DEL ALMIDON

I. Objetivos.
a) Reconocer la estructura quimica del almidéon como biopolimero de carbohidratos.

b) Realizar la hidrdlisis quimica del almidon y seguir su avance en el tiempo mediante
pruebas de identificacion.

¢) Identificar los factores que favorecen la hidrolisis y comprobar si el producto obtenido
es un azucar reductor.

I1. Introduccion.

El almidon es un polimero de glucosa producido por los vegetales como su principal
polisacarido de reserva. A diferencia de la celulosa, otro polisacarido presente en la fibra
dietaria, el almidon es facilmente digerido por los humanos y representa una de las
principales fuentes energéticas de nuestra especie: el pan, las papas, el arroz y la pasta son
ejemplos de ello.

El almidon es de hecho una mezcla de dos polisacéridos distintos: amilosa y amilopectina.
Ambos son homopolimeros de D-glucopiranosa, pero la amilosa es un polimero lineal unido
mediante enlaces o-(1,4") glucosidicos, mientras que la amilopectina es un polimero
ramificado que incluye ademas enlaces a-(1,6"). A consecuencia de su linealidad, la amilosa
se dispersa facilmente en agua fria y se solubiliza en agua caliente. La proporcion
amilosa:amilopectina varia segun la fuente botanica, pero los almidones tipicos contienen
alrededor de 25% de amilosa.

Los polisacaridos son por mucho los biopolimeros més abundantes de la Tierra, y el
almidon domina entre ellos. Es uno de los materiales con mayor potencial en tecnologia de
polimeros: puede convertirse con facilidad en productos de alto valor agregado como etanol,
acetona y acidos organicos.

La hidrdlisis &cida del almidon hasta glucosa mediante dcidos inorgéanicos debe finalizarse
con una neutralizacion. Las altas temperaturas y el pH bajo aceleran la velocidad de hidrolisis
y, al mismo tiempo, proveen condiciones de esterilidad que evitan el crecimiento de
microorganismos fermentadores. El seguimiento de esta reaccion se hace con dos pruebas
complementarias: la de Lugol, que detecta la presencia de cadenas largas de amilosa, y la de
Benedict, que detecta la aparicion de extremos reductores.
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I1I. Investigacion previa.

1. Dibuja los enlaces a-(1,4") y a-(1,6"), indica cual distingue a la amilosa de la amilopectina
y predice cudl se hidroliza con mayor facilidad en medio é4cido.

2. Explica el fundamento de la prueba de Lugol: qué interaccion produce el color, por qué

desaparece conforme avanza la hidrolisis y por qué la disolucion debe estar fria. Predice
el color en to y en tso.

3. Explica por qué el almidon intacto da negativa la prueba de Benedict y por qué las
alicuotas para Benedict deben neutralizarse antes de agregar el reactivo, mientras que
las de Lugol no.

4. Investiga qué son las dextrinas, como se nombran seglin su longitud de cadena y en qué
punto de la hidrolisis aparecen.

5. Revisa las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas (CRETIB) de los reactivos
empleados en esta practica.

IV. Reactivos.

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Almidoén soluble 0.6¢g Acido clorhidrico 1 mL
concentrado
Solucion de Benedict 15 mL Solucion Iodo-KI (Lugol) 2 mL
Disolucion de NaOH 5% 10 mL Disolucion de fenolftaleina 1 mL
Agua destilada 80 mL
V. Material.

Ademas del kit, solicita por papeleta el siguiente material.

Material Cant. Material Cant.
Matraz Erlenmeyer de 125 mL 1 Gradilla 1
Tubos de ensaye 16 Pinzas para tubo de ensaye 1
Pipeta graduada de 1 mL 2 Probeta graduada de 25 mL 1
Vaso de precipitados de 250 1
mL

VI. Registro de resultados.

Registra en esta tabla el color observado en cada tubo. Toma fotografias de la serie
completa para adjuntarlas a tu informe.
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Benedict

VII. Procedimiento.

HCI concentrado: Es corrosivo, manéjalo con cuidado. En
caso de contacto, lava con abundante agua durante 3-5
minutos y enjuaga con disolucion de NaHCO; 10%.

Coloca en el matraz Erlenmeyer de 125 mL, con barra de agitacion magnética, 0.6 g de
almidon soluble y adiciona 60 mL de agua a temperatura ambiente. Calienta la disolucion
hasta ebullicion con agitacion: el almidon debe quedar completamente disuelto, formando
una disolucion opalescente.

Identifica 12 tubos de ensaye para las dos pruebas, rotulados to, tio, t20, tso, t4o y tso minutos.

Una vez solubilizado el almidon, toma dos muestras de 1 mL con la pipeta graduada y
coldcalas en los tubos rotulados to, uno para cada prueba. Estos tubos corresponden al tiempo
cero de la hidrdlisis.

Retira el resto de la disolucion del calentamiento, deja enfriar 1 minuto y agrega lenta y
cuidadosamente 1 mL de HCI concentrado. Coloca el matraz nuevamente a ebullicion
durante 50 minutos y observa qué ocurre casi de inmediato. Toma muestras de 1.0 mL cada
10 minutos para cada una de las pruebas y coldcalas en los tubos tio a tso correspondientes.

Toma una tercera muestra de 1 mL en el tiempo two, que servird como blanco de
neutralizacion: agrégale 1 gota de disolucion de fenolftaleina y cuantifica cuantas gotas de
NaOH al 5% se requieren para neutralizar 1 mL de la disolucion. Ese nimero de gotas es el
que deberas anadir a cada tubo de Benedict a partir de tio.

Neutraliza con NaOH al 5% todos los tubos de la prueba de Benedict de tio a tso antes de
anadir el reactivo. Coloca agua en el vaso de precipitados de 250 mL y 1lévala a ebullicion.
Una vez neutralizados, anade 1 mL de disolucién de Benedict a cada tubo (to a tso), colocalos
en el baio de agua en ebullicion durante 3-5 minutos y observa.

Coloca todos los tubos de la prueba de Lugol (to a tso) en un bafio de hielo. Cuando todos
estén frios, agrega 2 gotas de solucion de Lugol a cada uno y observa.

Compendio de experimentos de Quimica Organica IV

73



*Nota 1:* la prueba de Lugol requiere que la disolucion de almidon esté fria, ya que el
complejo almidon-yodo es soluble en caliente. Prepara ademés un control positivo: en un
tubo de ensaye afiade 2 mL de agua destilada y 2 gotas de Lugol.

Cuando tengas todos los tubos listos, adiciona 1 mL de agua destilada extra a cada uno
para diluirlos; asi las tonalidades seran mas faciles de observar. Analiza, fotografia y reporta
tus observaciones en la tabla de la seccion VI.

VIII. Cuestionario.

1. Describe como evoluciond el color de tus tubos de Lugol de to a tso € indica en qué tiempo
dejaste de observar el color caracteristico. Explica qué le ocurri6 a la cadena de amilosa
en ese punto.

N

. Indica a partir de qué tiempo tu prueba de Benedict resultd positiva. Compara ese tiempo
con el que registraste en la pregunta anterior y explica por qué ambas pruebas cambian
en momentos distintos.

(93]

. Reporta cuantas gotas de NaOH al 5% necesito6 tu blanco de neutralizacion. Explica qué
habria ocurrido con la prueba de Benedict si no hubieras neutralizado los tubos.

4. Explica por qué se realizan las pruebas de Lugol y de Benedict antes de iniciar la
hidrélisis y qué informacion aporta ese tiempo cero.

5. Con tus resultados, estima si 50 minutos fueron suficientes para hidrolizar
completamente el almidon y justifica tu respuesta. Propon una modificacion concreta al
procedimiento si consideras que no lo fueron. Explica también por qué fue necesario
mantener la mezcla en ebullicion durante toda la hidrdlisis.

=)

. Investiga cobmo se llama quimica y correctamente la enzima que lleva a cabo la hidrolisis
enzimatica del almidon y en qué se diferencia su accion de la hidrdlisis &cida que
realizaste.
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X. Apéndice: Preparacion de reactivos

Disolucion de Fenolftaleina/Indicador (100 mL)

Pesar 0.1 gramos de fenolftaleina y disuélvalo en una mezcla de 50 mL Etanol y 50 mL
agua destilada, agite vigorosamente para completar su disolucion. Almacene dentro de
envase ambar.

Disolucion de Iodo-Ioduro (Lugol) (1 L)

Pesar 200 g de yoduro de potasio (KI) y disolverlos en 500 mL de agua destilada, a esta
disolucion agregar 100 g de lodo (Iz) y agitar suavemente, agregar agua destilada hasta
completar 1 L de volumen final. Nota: si no solubiliza totalmente calentar gentilmente la
disolucion hasta su disolucion total. Una vez preparada la disolucion, se debe diluir 1:10.
Almacenar dentro de envase ambar.

Disolucion de Hidroxido de sodio al 5% (1 L)

Pesar 50 g de hidroxido de sodio (NaOH) y verter dentro de un vaso de precipitados que
contenga 500 mL de agua destilada y se encuentre dentro de un bafio de hielo, agite
suavemente la disolucion, lleve la disolucion hasta un volumen final de 1000 mL (1 L). La
disolucion desprende calor.

Disolucion de Benedict (1 L)

Pesar 173 g de citrato de sodio y 100 g de carbonato de sodio anhidro. Disolver ambos
solidos en 700 mL de agua destilada y agite gentilmente hasta obtener la maxima disolucion
posible, si es necesario caliente ligeramente la disolucidn para favorecer la solubilizacién de
los sdlidos. Si existen particulas sin disolver filtre la disolucién. Aparte pesar 17.3 g de
sulfato ctprico (CuSOa4-5H20) y disolverlo en 100 mL de agua destilada. Mezcle ambas
disoluciones agitando constantemente y adicione agua destilada hasta alcanzar un volumen
final de 1000 mL.
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XI. Manejo de Residuos.

|

Disolucién de yodo-yoduro

(Lugol)

+ disolucion de almidén

Disolucién de almidon

+ disoluciéon de Benedict

Disoluciéon de
almidén+ acido
clorhidrico

1.Calentar durante 30
minutos

Observar

Observar

Disoluciéon de
almidén + acido
clorhidrico

2.Tomar una muestra
cada 10 min adicionar
Benedict

1.Calentar durante 30
minutos

Mezcla de
reaccion +
Cuz20 + trazas
de HCI

2.Tomar una muestra

reaccion +

Mezcla de
D2

cada 10 min adicionar Lugo|
Lugol

D1: Llevar la disolucién a pH= 10 y filtrar el complejo de cobre para enviar a confinamiento. La disolucién
restante desechar neutra.

D2: Reducir con disolucién de bisulfito de sodio (NaHSO;) hasta la desaparicion del color. Confirmar el pH
neutro y desechar al drenaje.

Esquema 15. Diagrama de flujo de la hidrolisis quimica del almidon y su manejo de residuos.
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