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OBJETIVOS GENERALES:

El estudiante tras realizar las practicas de laboratorio de Quimica de Biomoléculas ha de
adquirir las siguientes competencias:

1.- Ser capaz de manejar modelos moleculares para la representacion tridimensional de
moléculas sencillas.

2.- Ha de saber relacionar la estructura de los compuestos organicos sencillos con sus
propiedades fisicas.

3.- Ha de ser capaz de encontrar la informacion necesaria en bases de datos, revistas
cientificas o libros, etc. para elaborar una memoria o informe.

4.- Ser capaz de interpretar, valorar y comunicar datos relevantes haciendo uso del lenguaje
propio de la quimica orgénica.

5- Conocer las técnicas basicas empleadas en la manipulacion, aislamiento,
purificacion y analisis de compuestos organicos y los riesgos asociados a su uso.

Para alcanzar los objetivos anteriores, los estudiantes realizaran cinco sesiones de tres
horas de duracion:

1 ESTEREOQUIMICA DE LOS COMPUESTOS. MODELOS 3h
MOLECULARES

2 FUERZAS INTERMOLECULARES Y PROPIEDADES FiSICAS DE LOS 3h
COMPUESTOS ORGANICOS

3 EXTRACCION ACIDO-BASE. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE UN 3h
COMPUESTO SOLIDO.

4 EXTRACCION ACIDO-BASE. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE UN 3h
COMPUESTO LIQUIDO

5 [EXTRACCION Y SEPARACION DE PIGMENTOS PROCEDENTES DE 3h
LAS HOJAS DE ESPINACAS




EVALUACION:

La calificacion obtenida en las practicas de laboratorio supondra el 15% de la calificacion
global de la asignatura. Para aprobar la asignatura es necesaria la asistencia a las cinco
sesiones de laboratorio y haber obtenido al menos una calificacion de 4 puntos sobre 10 en
las practicas de laboratorio.

Convocatoria ordinaria
Para la calificacion final se consideraran las siguientes contribuciones:

a) Asistencia, puntualidad, equipamiento adecuado, actitud y cumplimiento de
las Normas de Seguridad (10%)

b) Evaluacion de las cuestiones previas y post-laboratorio planteadas. (20%)

c) Diario de laboratorio, trabajo experimental y evaluacion de los resultados
obtenidos (30%).

d) Examen escrito de cuestiones relacionadas con la preparacion y desarrollo de
las practicas (40%). El alumno debera superar esta prueba con un minimo de 4 sobre
diez para poder hacer la media con la nota de la evaluacion continuada (apartados a, b
y ¢). Dicha prueba escrita sera la misma para todos los subgrupos y coincidira con el
examen tedrico de la asignatura.

Convocatoria extraordinaria

En el caso de no superar la evaluacion final en la convocatoria ordinaria, se
repetira el examen escrito, que hard media con la nota de la evaluacion continuada de
acuerdo con lo expuesto anteriormente. La fecha del examen coincidird con la que la
Facultad haya previsto para la parte tetrica de la asignatura.



NORMAS DE SEGURIDAD PARA LA ESTANCIA EN EL LABORATORIO

Cuando un estudiante entre por primera vez en el laboratorio debe localizar: salida de
emergencia, duchas de emergencia, lava-ojos, extintores y manta ignifuga.

Durante su estancia en el laboratorio, el alumno debera ir provisto obligatoriamente de los
siguientes elementos:

 Bata
» Gafas de seguridad
* Guantes de latex, nitrilo, etc.
Las siguientes normas son de obligado y estricto cumplimiento:
1) Utilice las taquillas para dejar abrigos y mochilas.
2) Queda terminante prohibido consumir alimentos en el laboratorio.

3)La bata y las gafas de seguridad deberdn usarse en todo momento durante la
estancia en el laboratorio. No se permitira el acceso al laboratorio de alumnos que
no dispongan o no hagan uso de los objetos descritos. Los guantes deberan usarse
siempre durante la manipulacién de los productos.

4) Las lentes de contacto pueden resultar muy peligrosas en caso de salpicaduras
accidentales a los 0jos. En tales casos, se recomienda el uso de gafas graduadas o de
gafas de seguridad especiales.

5) Deben utilizarse embudos de vidrio para el trasvase de liquidos. Si han de usarse
pipetas, utilicense las peras de goma apropiadas. No pipetear jamas liquidos con la
boca.

6) Ciérrense los frascos de reactivos y disolventes inmediatamente después de su
uso. Evitese la inhalacién de vapores tanto de sélidos como de liquidos. Todos los
reactivos han de manejarse exclusivamente en vitrina.

7) No deberdan manipularse jamas productos o disolventes inflamables en la
proximidad de mantas y placas calefactoras. Si algin liquido o sdélido se derrama
en cualquier lugar del laboratorio, se debera limpiar inmediatamente de la forma
adecuada.

8) Los disolventes organicos no deben calentarse nunca directamente sino por
medio de bafios de agua alejados de la fuente de calor y siempre en matraces
Erlenmeyers o tubos de ensayo, nunca en vasos de precipitados.



9) No deben verterse residuos en las pilas, deberan tratarse adecuadamente o
almacenarlos en los lugares adecuados. No debe tirarse material de vidrio roto en las
papeleras. Se depositara en los recipientes adecuados.

10) Dado que se usa material eléctrico (mantas, reguladores, etc.) es necesario mantener
perfectamente limpio y seco el puesto de trabajo y el material asighado. La
manipulacion de cualquier elemento de dicho material debera hacerse con el aparato en
cuestion a temperatura ambiente y desconectado de la red.

11) No tener jamas en marcha mantas o placas calefactoras en vacio, es decir, sin un
recipiente (vaso, matraz, etc.) al que calentar.

12) En los montajes de reflujo y destilaciones deberd afiadirse el germen de
ebullicion ("plato poroso") en frio. Antes de comenzar la calefaccién, debera
verificarse que el montaje, particularmente que las juntas esmeriladas, estén bien
ajustadas.

13) ji No se debe abandonar jamés el puesto de trabajo mientras se esté llevando a
cabo alguna reaccién o destilaciéon!!

iEL INCUMPLIMIENTO DE CUALQUIERA DE ESTAS NORMAS PODRA IMPLICAR
DESDE UNA SERIA AMONESTACION HASTA LA EXPULSION DEL ALUMNO DEL
LABORATORIO!

TELEFONOS DE URGENCIA: 112

SEGURO ESCOLAR (SERVICIO PREVENCION RIESGOS LABORALES)(96) 398.33.01
INFORMACION TOXICOLOGICA (SERVICIO PERMANENTE) (91) 562.04.20

SESION 1. ESTEREOQUIMICA DE LOS COMPUESTOS. MODELOS MOLECULARES
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Los modelos moleculares son una herramienta para la representacion tridimensional de
compuestos quimicos. Los kits de modelos moleculares estan constituidos por diferentes
piezas que representan los atomos en sus diferentes hibridaciones y sus enlaces con la
geometria adecuada. Enlazando las piezas adecuadas dispondremos de una representacion
tridimensional de la molécula que permite analizarla y apreciar facilmente sus caracteristicas
estructurales.

Se trabajara con modelos que representan:

A.- ATOMOS Y ENLACES
B.- CONFORMEROS Y PROYECCIONES DE FISCHER

B.1.- MOLECULAS DE CADENA ABIERTA

B2.- ANILLOS DE SEIS ESLABONES: CICLOHEXANOS
C.- CARBONO ESTEREOGENICO E ISOMERIA OPTICA

C.1.- CARBONO ESTEREOGENICO

C.2.- IMAGENES ESPECULARES NO SUPERPONIBLES: PAREJAS DE
ENANTIOMEROS

C.3.- COMPUESTOS CON DOS CENTROS ESTEREOGENICOS: YVCH-CHXZ
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CUESTIONES (no necesita copiar los enunciados, basta indicar el nimero pero
conteste las cuestiones por orden).

Cuestiones previas

1. Los siguientes modelos de bolas y varillas representan compuestos de formula C4HyClO,.

1) 2) 3)

4)

& 5
kj

a) Complete una tabla del tipo siguiente dibujando cada estructura con lineas, cufias punteadas y
cufas sdlidas marcando con un asterisco sobre la estructura los carbonos estereogénicos. De
el nombre correcto completo para dos de estos compuestos.

Compuesto Estructura Nombre (sélo 2 compuestos)
1)
2)
3)
4)
5)
6)

b) Compare las estructuras 1-6 y complete una tabla del tipo siguiente que indique la relacion
entre ellas: idénticas, isémeros, tipo de isémero etc.

1 2 3 4 5 6

Ol B~ WIN|PF

2. Dibuje la estructura de los dos isomeros del 2-metoxi-3-cloro-2-buteno de forma que se muestre
claramente la geometria de la molécula y la disposicién espacial de sus 4&tomos.

a) Isbmero Z b) Isémero E
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3. Complete la tabla siguiente:

Compuesto a) b) C) d)
(o} H OH
Proyeccion lineas-cufias ’ OH Hoc” “CH,OH
‘H
OCH; CH,OH
Proyeccion de Fisher H—l—Ph Br—l_c'
OH CHj;
Configuracion absoluta

4. a) Dibuje la estructura de lineas y cufias del 1-propanol con todos sus atomos.

b) Dibuje las proyecciones de Newman y caballete de una conformacién alternada y una eclipsada del
1-propanol entre los carbonos 1y 2.

5. a) Dibuje la siguiente proyeccion de Newman en forma eclipsada. CO,H

OHC CH,
HO CH;
OH

b) Pase la proyeccion de Newman a proyeccién de Fisher correcta.

¢) Indique sobre la proyeccién de Fisher la configuracion absoluta de los carbonos con la letra R/S al lado
del &tomo implicado.

6. La figura siguiente muestra la proyeccion de Fisher de la D-glucosa:

CHO
H——OH
HO—1—H
H—3—OH
H——OH
CH,OH

a) Indigue la configuracion absoluta de todos sus carbonos estereogénicos con R/S al lado de
cada carbono y nombre el compuesto segin IUPAC.

b) Dibuje la proyeccion de Fisher de la L-glucosa, indique con R/S la configuracion absoluta de
cada carbono y nombre el compuesto segin IUPAC.

¢) La D-galactosa es un isémero de la D-glucosa con distintas configuracién en C-4 (epimero en
C-4). Dibuje la proyeccion de Fisher de la D-galactosa, indique con R/S la configuracion
absoluta de sus carbonos y nombre el compuesto segun IUPAC.

7. Se conocen 9 isdmeros distintos del dimeticiclohexano:

a) Dibuje en forma plana todos los dimetilciclohexanos posibles. Utilice cuiias-lineas discontinuas
para indicar la disposicion espacial de los sustituyentes.

b) ¢ Presentaran actividad Optica los compuestos anteriores? Justifique la respuesta.
¢) Nombre correctamente todos los 1,3-dimetilciclohexanos.

d Dibuje las dos estructuras de silla para todos los 1,3-dimetilciclohexanos y nombre cada
posicidbn como axial o ecuatorial. Compare las estabilidades relativas de cada par de sillas y rodee
con un circulo la silla més estable.
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Cuestiones posteriores

1. La D-eritrosa y la D-treosa son dos azUcares isébmeros con las GHO CHO
- ; : . H——OH HO——H
siguientes proyecciones de Fisher:
H——OH H—}—OH
CH,OH CH,OH
Teniendo en cuenta sus estructuras complete una tabla del tipo D-eritrosa D-treosa
siguiente:
Proyeccidn en perspectiva C,-Cs Proyeccion de Newman C,-C;
eclipsada alternada eclipsada alternada
D-eritrosa
D-treosa

2. a) Convierta las siguientes férmulas en perspectiva en proyecciones de Fisher correctas:

Br
 HL Hou hg  f o) HaN - Oy
\y '’ =
CH N ‘H H” =
HOH,C 3 N e H,C COOH

b) Indique la configuracion absoluta de cada carbono con la letra R/S al lado del atomo implicado
3. a) Dibuje la proyeccién de Fischer del (2R,3S)-1,2,3-butanotriol indicando la configuracion de los
estereocentros con la letra R/S al lado del &tomo implicado.

b) Convierta la proyeccion de Fisher en proyecciones de Newmann eclipsada y alternada (una de cada).

4. Para cada uno de los siguientes derivados del ciclohexano, indique:
a) Si la molécula es un isémero cis o trans.
b) Si se encuentra en la conformacion mas estable.
c) Si la respuesta del apartado b) es negativa, dibuje la conformacion mas estable.

a) g b) c) d) H,C e)
OCH,
BQ‘ er kz H3Cm/

H,N HO
CH, CH(CHz)2  Z"~ocH,
5. En disolucion acuosa la forma mas estable de la glucosa contiene un anillo de HOH,C
seis miembros del tipo siguiente en una conformacién de silla con todos los (o}
sustituyentes ecuatoriales. HO OH
a) Represente la conformacion mas estable de la glucosa. HO OH

b) Represente la conformaciéon menos estable de la glucosa.
c) Representa la conformacion mas estable de la galactosa (ver Cuestion previa 6).

6. El mentol y el neomentol son dos compuestos isomeros OH OH
con las estructuras que aparecen en la imagen. Dibuje la N
conformacion de silla més estable para cada uno de ellos. Me‘"O‘( Mel
mentol neomentol
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SESION I
FUERZAS INTERMOLECULARES Y PROPIEDADES FISICAS DE LOS COMPUESTOS
ORGANICOS

1. Objetivo

Demostrar que la comprension de los distintos tipos de fuerzas intermoleculares puede
ayudar a predecir las propiedades fisicas de los compuestos.

2. Introduccion

La electronegatividad (y) es una propiedad atdmica que representa la capacidad de un
atomo en una molécula para atraer los electrones de enlace hacia si. A continuacion se
dan algunos valores de electronegatividad, segun la escala de Pauling, necesarios para la
comprension de la practica.

H He
2.20

Li Be B

0.981.57 2.04

Na Mg Al Si P

0.931.31 1.611.90 2.19

K Ca sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu zn Ga Ge As
0.821.00 1.36 1.54 1.63 1.66 1.55 1.83 1.88 1.91 1.90 1.65 1.812.01 2.18

El porcentaje de caracter i6nico de un enlace viene determinado por la diferencia de
electronegatividad de los dos &tomos que forman el mismo segun la ecuacion:

% caracter idnico = 1 — e Y4A B2 w100

La polaridad de un enlace depende del caracter idénico del mismo y la de una molécula
depende de la distribucion de los enlaces polares y del peso relativo entre enlaces
polares/enlaces apolares. Segun la polaridad de sus enlaces los compuestos pueden

considerarse i6nicos (Ay > 1.7), covalentes polares (0.5 < Ay < 1.7) 6 covalentes
apolares (0 £ Ay £0.5).

El analisis de la naturaleza y distribucion de los enlaces de una molécula nos permite
predecir qué tipos de fuerzas intermoleculares se podrian establecer y la naturaleza de
dichas fuerzas de cohesion intermolecular influye en las propiedades fisicas de los
compuestos.

Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas, indique en la tabla de la pagina
siguiente cuéles serian sus predicciones en cuanto a los valores esperados, dentro del
rango indicado, para cada compuesto y propiedad fisica.



3. Material y productos

Varilla - 7 Tubos de ensayo o viales con tapon - Pipeta Pasteur - Vidrio de reloj - Espatula -
Vaso de precipitados de 50mL - Rotulador permanente - Acido estearico — Glucosa -
Cloruro de calcio — Hexano - Agua - Un equipo para determinar puntos de fusion.

Tabla de resultados

Compuesto Acido estedrico Glucosa CaCl, Hexano IAgua
Oty
H——0H .
Estructura CH3(CH,)14COOH o on [Cal*[Cll;  (CH3(CH,)aCHs N
H—|—OH
CHOH

Ay del enlace mas polar
en cada caso

% caracter idnico del
enlace mas polar en
cada caso

Polaridad de la molécula

(idnica, polar, apolar)

Predicciones

Punto de fusion (bajo,

intermedio, alto)

¢Es soluble en agua?

(si /no)

Es soluble en hexano?

(si/no)

Datos experimentales

Punto de fusién (bajo,

intermedio, alto)

¢ Es soluble en agua?

(si /no)

Es soluble en hexano?

(si/no)

Datos descritos en la literatura

Punto de fusién (bajo,

intermedio, alto)

¢Es soluble en agua?

(si /no)




¢Es soluble en hexano?

(si/no)

4. Procedimiento experimental

a) Determinar si el punto de fusion de cada producto es menor que 100°C, entre 100-
200°C, o mayor que 200°C y anotar en la seccion ‘datos experimentales’ de la tabla de
resultados.

b) Etiquetar los 7 viales con numeros del 1-7 utilizando marcadores permanentes. A los
viales etiquetados del 1-4 anadir 3 ml, aproximadamente, de agua desionizada y a los
viales con etiquetas del 5-7 afadir la misma cantidad de hexano, utilizando la pipeta
Pasteur.

c) Afnadir el soluto correspondiente a cada tubo segun se indica a continuacion. Tapar y
agitar anotando la correspondiente observacion en la seccion ‘datos experimentales’ de la
tabla de resultados.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7

disolvente jagua agua agua [agua hexano  hexano |hexano
acido acido

soluto .y glucosa |CaCl, hexano L. glucosa |CaCl,
estedrico estedrico

c) Buscar los valores descritos en la literatura para las propiedades en estudio de cada
compuesto y anotarlos en la seccién correspondiente de la tabla de resultados. Comparar
los datos predichos, los observados y los descritos en la literatura.



SESIONES 11 Y IV

EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO, SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE UNA
MEZCLA BINARIA DE ACIDO CARBOXILICO Y ALCOHOL BENCILICO

1. Introduccion

La separacion de los componentes de una mezcla binaria compuesta por acido benzoico y
alcohol bencilico, se basa en las diferentes propiedades &cido/base de ambas sustancias y
en una técnica denominada extraccion liquido-liquido. Posteriormente, se purificaran
ambas sustancias mediante el empleo de otras técnicas: la recristalizacién para el sélido
(acido benzoico) y la destilacion para el componente liquido (alcohol bencilico).

Acido ben‘zoico Alcohol bencilico ‘\\
Grupo funcional Acido carboxilico Grupo funcional Alcohol
2. Objetivos

Separacion, mediante extraccion liquido-liquido, de los componentes de una mezcla
compuesta por acido benzoico y alcohol bencilico, basada en el caracter 4cido de uno de
los componentes.

Aislamiento y caracterizacion de un compuesto sélido (Acido benzoico). Aislamiento
y caracterizacién de un compuesto liquido (Alcohol bencilico).

- Acido benzoico, soélido cristalino incoloro presente en una gran variedad de
plantas, especialmente en aceites esenciales y empleado como conservante de alimentos,
debido a su caracter acido. Es muy poco soluble en agua fria (2.1 g/1000 mL) y soluble en
alcoholes y hexano.

- Alcohol bencilico, liquido incoloro con un aroma suave agradable, producido en
forma natural por varias plantas, se encuentra en numerosas frutas y en el té, asi como en
aceites esenciales como el jazmin, jacinto. Es parcialmente soluble en agua (4 g/100 mL) y
es completamente miscible en alcoholes y éter etilico.



ESQUEMA DE SEPARACION DE UN ACIDO Y UN NEUTRO

N+ AH+ disol. ( H,0, HCl)

‘ NaOH 2M

H,0 + A"Na*+ NaOH + NaCl ( Disol., N) Disol. + N + AH ( H,0, NaOH, A-Na*)

NaOH 2M

|
i
!

Reunir
l H,O0 + A" Na* + NaOH ( Disol., N') Disol. + N (AH +H,0, NaOH, A"Na*)

FASE ACUQSA | FASE ORGANICA |
H,0 + A'Na* +NaOH + NaCl (Disol., N) Disol. + N ( AH, H,0, NaOH, A" Na*)

HCl con. Lavado con agua 1

NaCl +H,0+ HCl+ AH 1 - -
(AH,ZDisoI., N) | Disol. + N (H,0) | I H,O (N+ Disol. AH, NaOH, A" Na*) |

Lavado con NaCl sat.

DisI)L +N (H,0, NaCl) I ’ H,0 + NaCl (N, Disol.) I

1. Na,SO, anh.

Filtracién a vacio

!
Filtrado: H,0 + NaCl+ HCI Sélido: AH (sdlido)

( AH, Disol., N) (H,0, NaCl, HCl, N) 2. Filtracion
Lavado con agua
! l | Filtrado: Disol. + N | l Sélido: Na,SO, x nH,0 (NaCl, N, Disol.) I
Filtrado: H,0, NaCl, HCI, (AH ) l I Sélido: AH (H,0, N) 1 1. Destilacion
T 2. Secado
Secado |
I ! > | Disolvente destilado
! |
H,0 AH (solido) N (Producto bruto) |
éN?

3. Procedimiento experimental.
3.1.- Extraccion liquido-liquido

50 mL de una disolucion de acetato de etilo que contienen 5 mL de alcohol bencilicoy 5 g
acido benzoico se transvasa, con ayuda de un embudo conico, a un embudo de
decantacién. La disolucion anterior se extrae con aproximadamente 20 mL de disolucion
NaOH/H20 2N, agitando y abriendo la llave de forma alternativa. EI embudo se deja
reposar y una vez se han separado las dos fases claramente, se saca la fase acuosa
inferior quitando el tapén y abriendo la llave con cuidado. La fase organica se vuelve a
extraer dos veces mas, siguiendo el mismo procedimiento. Una vez finalizada la
extracciéon, se combinan las fases acuosas y se reservan para continuar en el apartado 3.2.

La fase organica resultante se lava una vez con 20 mL de agua. Seguidamente, se
separan las fases, se desecha la acuosa, y se lava la superior organica con 20 ml de
disolucion saturada de NaCl en agua. Finalmente, la fase organica se transvasa a un
erlenmeyer seco de 100 mL y se deja secar con MgSO, anhidro. (Alternativamente, la
filtracidn se puede hacer sobre un frasco preparado para tal efecto y el filtrado se guarda
con el desecante hasta la siguiente sesion de practicas)

3.2.- Aislamiento y caracterizacién del acido benzoico.

La solucién acuosa basica se acidula con HCI concentrado (gota a gota y con agitacion)
hasta pH 2-3. El &cido benzoico precipitado se filtra a vacio, se lava con un poco de agua



fria y se recristaliza de agua caliente.
Recristalizacion: Transferir el 4cido benzoico

a un erlenmeyer de 250 mL limpio, afadir f l—"’"““"m I
aproximadamente 40 mL de agua y calentar | i?é‘c'.é’n"“';;n
la mezcla hasta ebullicion sobre una placa n | i
calefactora. Si con este volumen de agua el ‘ ’[i\ﬂ A | Pzacio

™ [y S5 : l

— Alargadera

acido no se ha disuelto completamente se — ‘\‘:\:Q;};m\\ F.
aflade poco a poco mas agua hasta I\ e Y
conseguir una disoluciéon completa. Si llegado | e e

a este punto, se observa alguna turbidez en la LEDL |~ e, ]‘“m\/‘ﬂ porvird
disolucion que no desaparece tras la adicion === ===

de agua se procedera a una filtraciébn por

gravedad en Destilacion sencilla,

caliente de las impurezas insolubles; para lo cual ser4 necesario otro erlenmeyer de 250
mL y un embudo cénico calientes (en estufa) y un filtro de pliegues. Si durante la filtracion
en caliente el sélido comienza a cristalizar en el filtro o en el vastago del embudo, se
afladira una pequefia cantidad de agua a ebullicidbn para redisolverlo (la disolucion filtrada
debe ser transparente y lo suficientemente concentrada como para que el sélido cristalice al
enfriar). La disolucion se deja enfriar a temperatura ambiente y luego se enfria con un
bafio de agua-hielo durante unos 10 minutos para que la cristalizacion sea completa. Los
cristales obtenidos se recogen por filtraciébn a vacio, se lavan en el embudo Blichner con
pequefias porciones de agua fria y se dejan secar. Una vez secos los cristales, se pesan
para determinar el rendimiento de la cristalizacion y se caracterizan determinando su punto
de fusion.

3.3. Aislamiento y caracterizacion del alcohol bencilico.

La disolucion de acetato de etilo obtenida en el
apartado 3.1, se filtra por gravedad a un matraz de
fondo redondo al que se le afladen unas piedras de
porcelana porosa y se monta un sistema de
destilacion. La mezcla se calienta (a un 30% de la
potencia de la manta eléctrica) y se destila el acetato
de etilo. Cuando deja de destilar, el residuo que queda
en el bal6n se destila, calentando a una potencia del
90%, recogiendo el destilado en un vial previamente
pesado. Lea la temperatura del termometro mientras
se recoge el destilado. El alcohol bencilico destilado se pesa y se calcula el porcentaje de
alcohol puro recuperado.




SESION V

EXTRACCION Y SEPARACION DE PIGMENTOS VEGETALES PRESENTES EN
ESPINACAS FRESCAS

1. Introduccién

La fotosintesis, proceso que permite a los vegetales obtener la materia y la energia que
necesitan para desarrollar sus funciones vitales, se lleva a cabo gracias a la presencia en
las hojas y en los tallos jévenes de pigmentos capaces de captar la energia luminica.

Entre todos los caracteres mas externos de los vegetales, el mas notable y caracteristico
es probablemente el color. ElI color no es uUnicamente un caracter llamativo de la
vegetacion, sino que, ademas, algunos de los pigmentos que lo condicionan estan
estrechamente ligados a las actividades fisioldgicas del propio vegetal. Por consiguiente, el
estudio de cémo las plantas viven y se desarrollan requiere el previo conocimiento de los
pigmentos vegetales que contienen.

¢,Qué son los pigmentos?

Si es posible encontrar en el reino vegetal todos los matices y combinaciones de colores
del espectro, existe un predominio general de los colores primarios: verde, amarillo, rojo,
azul. Estos colores son conferidos a los vegetales por determinados compuestos quimicos
definidos, llamados pigmentos. El color particular que presenta un determinado 6rgano
vegetal depende generalmente del predominio de uno u otro pigmento o de la combinacién
de ellos. Cuando un vegetal presenta un color blanco, es debido a la falta de tales
pigmentos. La luz solar que incide sobre él no es absorbida selectivamente como ocurre en
las partes coloreadas, sino que es transmitida o reflejada practicamente sin sufrir
modificacion.

e Las Clorofilas. El color verde tan uniformemente presente en los vegetales es debido
a la presencia de dos pigmentos estrechamente emparentados llamados clorofila a
y clorofila b. Estan presentes en los cloroplastos de las plantas verdes,
especialmente en las hojas.

e Carotenoides. Son pigmentos rojos, amarillos o de color naranja que se encuentran
ampliamente distribuidos en los reinos animal y vegetal. Se les llama pigmentos
lipocrébmicos porque son solubles en lipidos. En las plantas superiores los
carotenoides se encuentran en las hojas junto con las clorofilas; también constituyen
los principales pigmentos de ciertas flores amarillas, naranja y rojas, y de ciertos
frutos.

Su color, que varia desde amarillo palido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro, se
encuentra directamente relacionado con su estructura: los enlaces dobles carbono-carbono
interactian entre si en un proceso llamado conjugacion. Cuando el numero de dobles
enlaces conjugados aumenta, la longitud de onda de la luz absorbida también lo hace,
dando al compuesto una apariencia mas rojiza. Por ejemplo, el fitoeno que posee
Unicamente tres enlaces dobles conjugados absorbe luz en el rango ultravioleta y
apareciendo por tanto incoloro a la vista, el licopeno, compuesto que confiere su color rojo



al tomate contiene 11 enlaces dobles conjugados. Existen también carotenoides de color
verde (-Caroteno), amarillo® (B-caroteno), y anaranjado (neurosporaxantina)

Los carotenoides comprenden dos grupos de compuestos:
a. Carotenos, que son hidrocarburos (solubles en éter de petréleo o0 mezcla de hexanos).

b. Xanthofilas, que son derivados oxigenados de los anteriores. Dichos grupos oxigenados
son, alcoholes, aldehidos, cetonas, epoxidos y acidos carboxilicos.

R=CH,; clorofila a
R=CHO, clorofilab

o-caroteno

B-caroteno

OH
Xantofilas
zeaxantin

¢, Como se dividen los disolventes?

Los pigmentos clorofilicos son insolubles en agua, pero si son solubles (afinidad
guimica) en disolventes organicos como por ejemplo etanol y acetona. A los disolventes
gue extraen simultdaneamente todos los pigmentos de la hoja se los suele llamar
extractantes. Existen otros disolventes que presentan afinidad por algunos pigmentos y se
los llama separadores, como por ejemplo el hexano y el éter de petréleo, entre otros.

En el método de extraccion simple, que veremos mas adelante, se utilizara como
extractante la acetona y como separador el hexano.



En el segundo método, el cromatografico, se realizara una separacion mas fina de los
pigmentos, y se basa en la adsorcion y solubilidad diferenciales de los mismos. Un soporte
inerte como papel de filtro, silicagel o alimina y unos granos de carbonato de calcio para
deshidratar la muestra, son los componentes necesarios para desarrollar la técnica. Es una
técnica que permite la separacion de las sustancias de una mezcla que tienen una afinidad
diferente por el disolvente en que se encuentran.

PIGMENTO COLOR
Clorofila A Verde azulado
Clorofila B

Carotenos

Xantofilas

2. Objetivos

Extraer los pigmentos fotosintéticos presentes en un producto natural (espinacas) y
separarlos. Esta separacion se realizard mediante una técnica sencilla como la extraccion
liguido-liquido, ya vista anteriormente, y por técnicas de cromatografia simples como son la
de papel o capa fina.

3. Material y productos

Mortero - Embudo cénico — Embudo de decantacion — Viales de 20 mL - Papel de filtro -
Placas de cromatografia — Capilares - Vasos de precipitado de 50 y 100 mL — Vidrio de
reloj - Matraces Erlenmeyer -Pipetas Pasteur - Varilla de vidrio- Espatula - Acetona —
Metanol — Hexano- Acetato de etilo- Carbonato de calcio - Espinacas.

4. Procedimiento experimental

4.1. Extraccién de pigmentos vegetales mediante extraccion liquido-liquido

A 7 g de hojas frescas de espinacas troceadas se le aflade una punta de espatula de
carbonato célcico (para neutralizar los tejidos acidos y prevenir una pérdida parcial de
magnesio de las clorofilas) y se tritura la mezcla en un mortero. A continuacién se afiaden
25 mL de acetona y se deja macerar la mezcla hasta decoloracién de las hojas (es posible
gue sea necesario transvasar a un vaso de precipitados)

Una vez obtenido el extracto, se filtra por gravedad en un embudo cénico provisto de una
bola de algodén o mediante un embudo Buchner provisto de papel de filtro.

El filtrado resultante (disolucion A) contiene las clorofilas a y b, los carotenoides, las
xantofilas y otras moléculas incoloras solubles en acetona. De dicha disolucion se toman 5
mL y se reservan en un vial al que se etiqueta como “disolucion A”

Con el resto de filtrado (disolucion A) se procedera a hacer un cambio de disolvente.
Eliminaremos la acetona y la sustituiremos por hexano.

Para ello, la disolucién A (unos 20 mL) se introduce en un embudo de decantacion al que se
afladen 15 mL de hexano. A continuacién, y con objeto de eliminar la acetona, se



afiaden 35 mL de agua destilada a la mezcla, lentamente y dejandola resbalar por las
paredes del embudo. Se agita suavemente y se espera hasta que se separen las dos
fases; en la superior (hexano) estaran los pigmentos que se desean separar y en la inferior la
mezcla de acetona y agua. Si se forman emulsiones, se adiciona una pequefia cantidad de
cloruro sédico soélido y se agita, hasta obtener una separacion perfecta de fases. Se abre
la llave del embudo y se recoge la fase inferior en un Erlenmeyer. Se repite el lavado de la
fase organica con agua dos veces mas, y en el dltimo lavado, para asegurarnos de que se
elimina toda la acetona, se deja escapar un par de gotas de la fase superior.

A continuacion, al embudo que contiene el extracto de hexano, se afiaden 10 mL de metanol
y se mezcla enérgicamente, teniendo la precaucién de destapar el embudo de vez en
cuando para dejar escapar los gases acumulados. La soluciéon de metanol es mas polar y
mas densa que la de hexano y puesto que ambos son inmiscibles se formaran dos
nuevas fases:

La superior, de hexano (disolucion B), lleva disueltos los pigmentos menos polares,
carotenos

La inferior, de metanol (disolucion C), lleva disueltos los méas polares, clorofila a,
clorofila b y xantofilas. Separar la capa inferior.

Se repite la extraccibn con 10 mL méas de metanol. Se reunen los dos extractos
metandlicos (20 mL totales) en un vial y la capa superior (hexano, unos 15 mL totales) se
pasa a otro vial.

4.2. Separacion de pigmentos vegetales por cromatografia de papel y capa fina
Trabajaremos con las disoluciones A, B y C obtenidas en el apartado 4.1.

4.2.1. Separacion de pigmentos vegetales por cromatografia sobre papel.

1.- Sobre un rectdngulo de papel de filtro de unos 8 centimetros de ancho por 6 centimetros
de alto doblado en V (para que se mantenga en pie dentro de la cubeta) se traza con
lapiz, una linea de siembra a 1 cm de la base. Sobre la linea se marcan tres puntos
equidistantes entre si y sobre cada punto se realizan de 5 a 8 descargas con el capilar
cargado de las disoluciones A, B y C, dejando entre cada toque el tiempo necesario para que
se evapore el disolvente.

2.- Se coloca el papel ya sembrado en una cubeta de cromatografia o en un vaso de
precipitados que contendra el disolvente separador denominado eluyente (hexano- acetona,
8,5-1,5), se tapa con un vidrio de reloj y se deja que el liquido suba por el papel hasta
aproximadamente 0.5 cm de su extremo superior.

3.- A continuacion se saca el papel de la cubeta o vaso de precipitados, se evapora el
eluyente en la misma vitrina y se observa la cromatografia a la luz visible y a la luz UV.

4.- Los pigmentos se habran separando segun su adsorcion o afinidad con el disolvente.
Dibuje lo observado en la cromatografia de papel en el cuaderno de laboratorio. Determine
los Rrde cada una de las manchas observadas.

A continuacién se puede observar una fotografia en la que se aprecian perfectamente los
distintos tipos de pigmentos extraidos de una muestra de espinacas (E) y de una una
muestra de los pigmentos extraidos de perejil deshidratado (P).



Figura 5. Cromatograma en papel Whatman® 3MM en el cual se han
aplicado, por duplicado, una muestra de un extracto de espinaca fres-
ca (E) junto a uno de perejil deshidratado (P). Los diferentes pig-
mentos se han identificado mediante los nimeros: 1) clorofila b; 2)
clorofila a; 3) violaxantina; 4) luteina; 5) -caroteno; o-caroteno 'y 6)
Feofitinas como producto de degradacion sélo en el extracto de pere-
jil deshidratado.

hexano: acetato de etilo 7:3.
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1 2.2. Separacion de pigmentos

vegetales por Cromatografia en
capa fina

1.- Para analizar las muestras por
cromatografia en capa fina se
utilizard un cromatofolio de silicagel
de 8x4. A partir del borde inferior de
la placa se traza con lapiz una linea
recta a un cm del mismo. Sobre la
linea se marcan tres puntos y se
realizan de 5 a 8 descargas con el
capilar cargado de las disoluciones
A, B y C, dejando entre cada toque el
tiempo necesario para que se evapore
el disolvente.

2.- Después de que el disolvente se
haya evaporado, se introducira la
placa en el interior de la cubeta de
cromatografia, = empleando  como
eluyente de desarrollo la mezcla

3.- Finalizado el desarrollo, se saca el cromatofolio con unas pinzas, se deja secar en la
vitrina y se marca rapidamente con un lapiz cada una de las manchas. En caso de que no
se observen a simple vista las manchas, se pueden revelar con iodo o se observan con luz

uVv.

4.- Los pigmentos se habran separando segun su adsorcion o afinidad con el disolvente.
Dibuje lo observado en la cromatografia de capa fina en el cuaderno de laboratorio.
Determine los Rrde cada una de las manchas observadas.

A continuacién se puede observar unas fotografias en las que se aprecian perfectamente
los distintos tipos de pigmentos extraidos de una muestra de espinacas

5. Resultados

Eluyente: Hexano- ACOEt (

A = Solucién A (carotenos, clorofila a, clorofila b y xantofilas, por este orden)

H = Solucién B (mayoritariamente carotenos)

M = Solucién C (clorofila a, clorofila b y xantofilas)

Soporte: Silica gel




fresh spinach frazren spinach
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