Practica 2
Carbohidratos

Objetivo. que el estudiante refuerce los conocimientos adquiridos acerca de los
carbohidratos mediante la demostracion experimental de algunas de sus
propiedades.

Fundamento

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes de la
biosfera. La mayoria pueden ser representados con la formula general Cy(H>O),
por lo que son literalmente, hidratos de carbono. Gran parte de sus funciones
bioldgicas dependen de esta estructura quimica tan particular y versatil. Ellos son
componentes fundamentales de muchos alimentos y su degradacion durante el
proceso de digestion genera la energia necesaria para las funciones vitales del
organismo. Cuando se encuentran combinados con otras biomoléculas, dan origen
a moléculas mas complejas cuyas funciones pueden ser estructurales o de soporte
celular y tisular, de comunicacién entre células, de reconocimiento o de
sefalizacion. Quimicamente se definen como polihidroxialdehidos o
polihidroxiacetonas ciclicas o sustancias que luego de hidrolizarse dan origen a los
mismos. Un carbohidrato que no puede ser hidrolizado en uno mas simple es
llamado monosacarido. Los monosacaridos mas comunes son la glucosa, la
fructosa, la galactosa y la manosa. Un carbohidrato que puede ser hidrolizado en
dos moléculas de monosacaridos es llamado disacarido. Los mas importantes son
la lactosa (presente en la leche), la sacarosa (presente en el azucar comun) y la
maltosa. Por su parte, aquellos carbohidratos que pueden ser hidrolizados en
varias moléculas de monosacaridos son llamados polisacaridos. Los mas comunes
son el almidén y la celulosa, este ultimo es componente estructural de las plantas.

La determinacion de glucosa es de importancia médica ya que niveles
sanguineos alterados pueden ser signo de una enfermedad metabdlica comun
conocida como diabetes mellitus.

1. Prueba de Benedict

Algunos azucares tienen la propiedad de oxidarse en presencia de agentes
oxidantes suaves como el ion Fe** o Cu®*". Esta caracteristica radica en la
presencia de un grupo carbonilo libre, el cual es oxidado y genera un grupo
carboxilo. Por lo tanto, aquellos azucares con un grupo carbonilo libre son
llamados azucares reductores y aquellos en los que el grupo carbonilo se
encuentra combinado en unidén glicosidica se conocen como azucares no
reductores. Existen varias reacciones quimicas que permiten determinar si se esta
en presencia de un azucar reductor o no. La prueba de Benedict es una de ellas y
se basa precisamente en la reaccion o no de un azticar con el ion Cu?*. El reactivo
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de Benedict contiene soluciones de carbonato de sodio, sulfato de cobre, y citrato
de sodio. El Na,COj3 confiere a la solucion un pH alcalino necesario para que la
reaccion pueda llevarse a cabo. El citrato de sodio mantiene al ion Cu?* en
solucion ya que tiene la propiedad de formar complejos coloreados poco ionizados
con algunos de los metales pesados. Con el cobre produce un complejo de color
azul. Si se le agrega al reactivo una solucion de azucar reductor y se calienta
hasta llevar la mezcla a ebullicién, el azucar en solucidén alcalina a elevadas
temperaturas se convertira en D-gluconato y su ene-diol, rompiéndose luego en
dos fragmentos altamente reductores, los cuales con sus electrones expuestos,
reaccionaran con el Cu™. Se obtiene entonces un aztcar oxidado y dos iones Cu®.
Posteriormente el Cu® producido reacciona con los iones OH™ presentes en la
solucion para formar el hidroxido de cobre:

Cu* + OH " — Cu(OH) (precipitado amarillo)
El hidréxido pierde agua
2Cu(OH) — Cu,0 (precipitado rojo ladrillo) + H,O

La aparicion de un precipitado amarillo, anaranjado, o rojo ladrillo evidencia la
presencia de un azucar reductor.

Materiales y reactivos

-Reactivo de Benedict: consta de 3 soluciones:

Pesar 100 g de NaCOj3 anhidro y disolver en 200 ml de agua destilada hervida.
Pesar 173 g citrato de sodio y disolverlo en 200 ml de agua destilada hervida.
Pesar 17.3 g de CuS04.5H,0 vy disolverlo en 300 ml de agua destilada hervida.

Mezclar las tres soluciones cuando estén frias. Aforar a 1 | con agua destilada
hervida.

-Soluciones de carbohidratos 0.1 mol/l. Pesar la cantidad requerida de cada uno
de los carbohidratos a ensayar y disolverlos en 100 ml de agua destilada. La
solucion de almidén se prepara al 1%: pesar 1 g de almidén y llevar a 100 ml con
agua destilada caliente.

-1 gradilla con tubos de ensayo
-pipetas de varios volumenes
-bafio maria en ebullicion

Procedimiento

Seleccione la pipeta mas conveniente y deposite 2.5 ml de reactivo de Benedict
en un tubo de ensayo mediano (los tubos de ensayo grandes se usan en la prueba
de hidrélisis del almiddn). Repita este paso en 6 tubos mas. Luego, a cada tubo,

22



afiada 6 gotas de una y solo una de las siguientes soluciones de carbohidratos:
glucosa, galactosa, lactosa, xilosa, fructosa, sacarosa al 0.1M y almidén al 1%

segun el siguiente cuadro:

Nombre del tubo Reactivo de Benedict (ml) | Carbohidrato (gotas)
Glucosa 2.5 6
Galactosa 25 6
Lactosa 2.5 6
Xilosa 2.5 6
Fructosa 25 6
Sacarosa 25 6
Almidon 25 6

Coloque los tubos en un bafo de agua hirviendo por 5 minutos. 7enga cuidado

de no quemarse.

Observe cualquier cambio de color durante el calentamiento. Saque el tubo y
pongalo en una gradilla y después de un corto tiempo observe si se ha formado un
precipitado, el cual puede ser rojo, anaranjado o verdoso.

Resultados

1) Elabore un cuadro con los carbohidratos que utilizd en esta prueba, si se
formo un precipitado y de qué color es el mismo.

23



2) Concuerdan sus resultados con lo esperado tedricamente sobre
carbohidratos reductores? Explique.

3) Qué otro reactivo se puede usar para analisis de azucares reductores?

4) Por qué es necesario el citrato de sodio en el reactivo de Benedict?
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2. Prueba cualitativa de glucosa oxidasa

Este método es utilizado hoy en dia para la determinacién y cuantificacion de
glucosa en sangre y orina y vino a reemplazar a otros como la prueba de Benedict,
debido a su mayor especificidad y sensibilidad. La prueba se basa el uso de una
enzima llamada glucosa oxidasa que reconoce especificamente a una de las
formas anoméricas de la D-glucosa, la forma beta glucopiranosa. Esta enzima, en
presencia de glucosa, oxigeno y un amortiguador de pH, genera gluconolactona y
peréxido de hidrégeno.

CHOH
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CH,OH
H H OH T
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Glucosa oxidasa I
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H,O, + Amino 4 antipiina ——»  Quinona rosada + H,0
Peroxidasa

El peréxido de hidrogeno es a su vez sustrato de otra enzima, la peroxidasa, la
cual en presencia de fenol y una amina aromatica (en nuestro caso, la amino-4-
antipirina) genera un compuesto de color rosado y agua. Por lo tanto, cuando el
reactivo vira de incoloro a rosado, se demuestra la presencia de glucosa en la
muestra.

Materiales y reactivos

-1 placa de aglutinacioén

-Solucién de glucosa oxidasa/ peroxidasa: Contiene glucosa oxidasa, peroxidasa,
amortiguador y amino 4 antipirina.

-Soluciones de carbohidratos 0.1M utilizados en la practica de la prueba de
Benedict y almidén al 1%.

Procedimiento
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Coloque 3 gotas de solucion de glucosa oxidasa/peroxidasa en siete
depresiones de la placa de ensayos. Ahada una gota de glucosa a una depresion,
una gota de fructosa a otra, etc. Observe las depresiones inmediatamente y anote
los resultados. Vuelva a observar las depresiones y revise si existe algun cambio.
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Resultados

1) Qué coloracion es una prueba positiva para la glucosa oxidasa?

2) Porqué la prueba es especifica para la determinacién de glucosa?

3) Observd algun cambio luego de incubar por mas tiempo las diferentes
reacciones? Si es asi, a qué cree usted que se debe este cambio?

3. Prueba de yodo para Almidén

El polisacarido almidon esta constituido de dos polimeros, amilosa y
amilopeptina. La amilosa esta constituida de largas cadenas lineales de glucosa
unidas en enlace glicosidico alfa 1,4 (Figura 1). Estas cadenas no poseen un
tamano determinado sino que pueden variar desde unos miles de unidades de
glucosa hasta un millon. Por otro lado, la amilopeptina posee, al igual que la
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amilosa, cadenas lineales de glucosa unidas en enlace alfa 1,4 pero ademas
posee una gran cantidad de ramificaciones, las cuales se presentan cada 24 a 30
residuos de glucosa y en enlace glicosidico alfa 1,6.
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Tormado de: Melzon DLy Cox .k, 2005, Lehninger Principles of Biodhemistry.
Wi H. Freeman and Compare, BY. Cuara edicion.

El almidén es la molécula de reserva energética en las plantas por excelencia.
Debido a que muchos organismos superiores poseen las enzimas necesarias para
su degradacion, este polimero puede ser convertido durante el proceso de
digestion en diferentes intermediarios metabdlicos que generan energia. El
glucégeno a su vez es la contraparte del almidon en el reino animal, con la
diferencia de que esta molécula posee una mayor cantidad de ramificaciones que
el almidon y es mas compacta. La conformacién de los enlaces alfa 1,4 presentes
en estas moléculas causa que estos polimeros asuman una estructura helicoidal
muy estrecha. La prueba del almidon es una prueba muy sencilla pero que todavia
se utiliza para determinar la presencia de almiddn en algunos alimentos. La prueba
se basa en una reaccidn fisica y no quimica, en la cual el almidon reacciona con el
yodo para formar un complejo de color azul intenso. Bajo las mismas condiciones,
el glucégeno da una coloracién café.

Materiales y reactivos
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-1 gradilla con tubos de ensayo medianos

-pipetas de varios volumenes

-Solucién de almidon 1 % que se utiliza también para la prueba de Benedict
-Solucién de yodo: Disolver un gramo de yodo en una solucion de Kl 2%.

Procedimiento

En tres tubos medianos y utilizando la pipeta que mas se ajuste, distribuya los
reactivos indicados segun el siguiente cuadro:

Reactivo
Tubo Agua | Almidén 1% | Solucién
namero | (ml) | (gotas) de yodo
(gotas)
5 1
3
0 1

Agite muy bien los tubos y note la diferencia de color que se atribuye a la
formacion de un complejo entre el almidon y el yodo. Anote el resultado.
Posteriormente coloque los tres tubos en un bafio de agua caliente (70° C) con
cuidado por 10 minutos y observe cualquier cambio de color. Anote el resultado.
Enfrie los tubos y observe nuevamente. Anote el resultado.

Resultados

1) Describa el resultado obtenido en los diferentes tubos luego de incubar a

temperatura ambiente.
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2) Describa el resultado obtenido en los diferentes tubos luego de incubar a alta
temperatura.

3) Qué sucede cuando los tubos se enfrian de nuevo?

4) Tomando en cuenta la estructura helicoidal del almidon, explique qué tipo de
reaccion se lleva a cabo cuando se mezcla el yodo con el almidon?
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5) Cémo explica los fendmenos descritos en las respuestas a las preguntas 1y 2?

6) Como cree usted que daria el resultado de esta prueba si se utiliza celulosa?
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4. Hidrdlisis del almiddén

Esta practica tiene como objetivo demostrar que efectivamente los polisacaridos
como el almidon estdn compuestos de monosacaridos unidos por enlaces
glicosidicos. Como se mencion6 anteriormente, el almidon esta constituido de un
solo monosacarido, la glucosa. Las propiedades del almidon son diferentes a las
de la glucosa como se evidenciara mediante la hidrolisis del almidén para generar
glucosa. Todos los polisacaridos son hidrolizados en sus constituyentes
monosacaridos, por la accion de acidos diluidos. Esta es una reaccién gradual que
puede observarse durante el tiempo de la sesion de laboratorio. Es por tanto
recomendable que usted inicie el proceso de hidrdlisis al comenzar la sesion de
laboratorio y luego proceda con el resto de las pruebas. La hidrdlisis del almidén
se puede evidenciar con dos pruebas:

a. Desaparicion del color azul caracteristico de la prueba del yodo.

b. Aparicion de glucosa, un azucar reductor. La aparicion de glucosa se
evidenciara mediante la prueba de Benedict.

Materiales y reactivos

-1 gradilla con 4 tubos de ensayo grandes (10ml)

-bafio Maria en ebullicion

-Pipetas de varios volumenes

-Solucién de almidon 1 %: pesar 1 g de almidon y llevar a 100 ml con agua
destilada caliente. Preparar fresco.

-HCl concentrado: serd manipulado unicamente por los instructores. Tenga
culidado a la hora de manipular y agitar sus tubos que contengan este acido.
-Solucién de yodo: Disolver un gramo de yodo en una solucién de Kl 2%.

-Reactivo de Benedict

-NaOH 0.4 mol/l: Pesar 16.0 g de NaOH y llevar a 1000 ml con agua destilada.

Procedimiento

Coloque 10 ml de una solucién de almidén al 1% en un tubo de ensayo grande.
Pida a su instructor que le afiada 1 ml de HCI concentrado al tubo. Agite bien y
luego coloque el tubo en un bafio de agua hirviendo con cuidado de no quemarse.
Mientras el almiddn se esta hidrolizando (tarda de 1:30 h a 2 h aproximadamente),
efectue la prueba de coloracién del yodo. Para ello, afhada en otro tubo 5 ml de
agua, una gota de la solucion de yodo y 0.5 ml de la solucion de almidén que tiene
hidrolizando en el bafio maria a ebullicién. Anote el resultado de la prueba del
yodo.

Después de que la hidrodlisis del almidon se haya llevado a cabo por 15 minutos,
saque 0.5 ml del almidon que se esta hidrolizando en el bafio maria y repita la
prueba del yodo. Continue la hidrolisis hasta obtener una prueba de yodo negativa.
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Posteriormente y para confirmar la presencia de glucosa, efectue la prueba de
Benedict. Para ello, anada en un tubo 0.5 ml del almidén hidrolizado, 1 ml de
NaOH 0.4 mol/l (para neutralizar el acido) y 2.5 ml de reactivo de Benedict. Incubar
por 8 minutos en agua hirviendo. Anote y analice los resultados. Utilice sus
resultados del punto 1 (Prueba de Benedict) y del punto 2 (Prueba de yodo para
almidon) para interpretar sus resultados.

Resultados

1)  Haga un cuadro con los resultados de la prueba del yodo a diferentes
tiempos y anote el tiempo que tardé la prueba de Benedict en dar positiva
para la presencia de glucosa.

2) Segun los resultados del cuadro 1, cuanto tiempo tard6 la solucion de
almidon en hidrolizarse?

3) Qué tipo de enlaces es capaz de romper el HCI? Porqué?
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