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PRUEBAS CUALITATIVAS PARA IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

INTRODUCCION

Los carkohidratos constituyen un grupo de campuestos que desempenian -
papeles estructurales y funcicnales, asi como tambien son la principal fuente
de carbono y energfa para los organismos heterStrofos. Quimicamente, son con
siderados camo aldehidos 6 cetonas polihidroxiladas 6 productos derivados de
ellos por reacciones de oxidacién, reduccidn, esterlflcaca.&i sustitucién &6 -
polimerizacién.

Existen diferentes tipos de reacciones quimicas que nos permiten de--
terminar cualitativamente la presencia de carbohidratos (monosacaridos, oligo
sacdridos 6 polisaciridos). Estas reacciones se basan, por ejemplo, en la re-
duccién del cobre y la oxidacién simult&nea del azficar con el Reactivo de Fe-
hling; y asi como é&sta existen variadas formas de 1dent1f:|.car la naturaleza -
quimlca de un carbohidrato.

OBJETTIVO

Observar el comportamiento de una serie de carbohidratos al someter—
los a varias pruebas cualitativas. Y basados en estas observaciocnes identifi-
car el o los carbchidratos presentes en una solucién desconocida.

i

PRUEBA DE MOLISCH: Esta prueba se basa en la accifn hidrolizante y desh:.dratan
te del &cido sulfdrico concentrado scbre los carbchidratos. En esta prueba el

acido fuerte cataliza la hidr6lisis de cualquier enlace glucosidico presente-

en la muestra y la deshidrataci6n de los monosaciridos resultantes para for—-

mar furfural (pentosas) & hidroximetilfurfural (hexosas). Estos furfurales -

se condensan con el alfa-naftol del Reactivo de Molisch, y originan un produc

to de color violeta. Esta prueba es para identificar azficares en general.

PRUEBA DE LUGOL: Se basa en la formacién de un camplejo entre el ibn Is .y 1a
moldcula de amilosa del almidén; la cual tiene una conformacién helicoidal. -
Al introducirse el I3~ dentro de la hélice, nos forma un producto de condensa
cién color azul & negra dependiendo de la concentracién del azfcar. Otros po—
lisaciridos como la amilopectina producen un color pfirpura rojizo, y el gluct
geno un coler _pardo rojizo.

PRUEBA DE BARFOED: Nos permite distinguir monosaciridos de dlsacérldos Los

monosacaridos reducen ripidamente en un tiempo de 2 minutos al Cu del reac
tivo de Barfoed a Cut el cual precipita como Cuy0 de color rojo en solucién -
dcido debil. En cambio, los disaciridos reducen el Cut2 en un tiempo mayor,
generalmente de 7 a 12 minutos.




|
PRUEBA DE SELLIWANCF: Es una reaccifn coloreada que nos permite identificar - ’
Tas cetosas. En solucién de HCl1 concentrado, las cetosas son deshidratadas -
mas rdpidamente que las aldosas produciendo derivados del furfural. Estos cam ‘ l
puestos forman complejos con el resorcinol presente en el reactivo de Selliwa
nof, produciendo un color rojo cereza. o ~
|

En las condiciones en las que se efectfia el ensayo, todas las ceto
sas que puedan estar unidas por enlaces glucosidicos, quedarén en libertad y
daré&n una reaccién positiva camo ocurre con el residuw de fructosa derivado -

de la sacarosa.

PRUEBA DE BIAL: Es una reaccién coloreada especffica para pentosas y ciertos il
f &cidos urbnicos que se descamponen al calentarse con &cidos fuertes formando- il
E pentosas. il

Bajo condiciones cuidadosamente controladas de temperatura, tiempo It
y concentracién de HCl, las pentosas son rdpidamente convertidas a furfural, ‘
r mientras que el hidroximetilfurfural se Tetn partir de las hexosas presen i
] tes. En presencia del i6n férrico (Fet3) y orcinol (5- metil resorcinol), - |
el furfural se condensa rfpidamente para producir un complejo de color verde ;‘
al calentar. ik

Sl it

PRUEBA DEL ACIDO MUCICO : Esta prueba permite diferenciar la galactosa de las
demds aldohexosas por rormacidén de un &cido sacirico que es el &cido micico.

El &cido sacirico cristalino es insoluble en &cido nftrico dilufdo.

las aldohexosas formando los correspondientes &cidos saciricos. En general,-
los &cidos sac&ricos son solubles en &cido nitrico dilufdo, pero el &cido md
cico es insoluble en estas condiciones, por lo que precipita camo cristales —
transparentes si la solucién se enfrfa ripidamente. '\

El 4cido nitrico concentrado oxida los dos carbones terminales de- 1

PRUEBA DE IAS OSAZONAS: Este ensayo se basa en que los azficares reductores se i
condensan con reactivos camo- la fenilhidracina en frio formando una fenilhi- 'l |
(i drazona. A 100°C y en presencia de un exceso de fenilhidracina, se lleva a - 1At
| cabo otro tipo de reaccién en donde participan los &tamos de carbono 2 de las i
_ _ aldosas y los atomos del carbono 1 en las cetosas, dando lugar a la formacidn ]

i de una osazona como se ilustra enseguida: i
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FENILHIDRAZONA OSAZONA i
F Algunos cristales de osazona presentan una forma lo suficientemente-- !
diferenciada para identificar al carbchidrato del cual provienen. Asimismo, el il
tiempo de formacidn de la osazona es diferente para cada azfcar, y su punto de L |
E fusibn es especifico. it l
L it
| Los carbohidratos camo la fructosa y la glucosa, forman la misma osa- gl
}i' ’ ‘ zona debido a su arreglo espacial semejante, Ia manosa no forma osazonas en - |
g;Li | soluci6n acuosa, pero en su lugar forma una fenilhidrazona insoluble. i i
I " T
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1 MATERTAL POR BQUIPO DE CUATRO PERSONAS 5 }
;;l,; | _ . 21 tubos de ensaye de 18 x 150 il
".“j 1 vaso de precipitades de 500 ml
! ' 2 gradillas, 1 mechero, 1 tripiéy 1 tela de asbesto |
| 1 agitador de vidrio ‘
lﬁ ' 1 vidrio de reloj
‘;,F'm : ' 2 pipetas de 10 ml
]l;‘ff:r _ . 5 portadbjetos
]! il - 1 pinzas para tubos de ensaye
it | J 1 microscopio
’iﬂ r | —-
it |
I ; 1.-REACTTIVO DE MOLISCH: Disolver 10 gramos de alfa-naftol en 100 ml de etanol al95% I‘ | ‘
| 2.-REACTIVO DE LUGOL: Moler finamente en un mortero 50 gramos de yodo y 100 gramos Ut
i || . de yoduro de potasio. Disolver con agua destilada y aforar a un litro. 0
i : 3.-REACTIVO DE BARFOED: Disolver 13.3 gramos de acetato cOprico con 200 ml de agua Ll
i y filtrar si es necesario. Anadir 1.9 ml de acido acético concentrado. it 1
i 4 .-REACTIVO DE BIAL: Disolver 1.5 gramos de orcinol en 500 ml de HCl concentrado, y 1; | !
il | . afiadir de 20 a 30 gotas de una solucién acuosa de FeCl, al 10%. i
|| ' 5,-REACTTVO DE SETLIWANCFF: Disolver 0,05 gramos de resordinol en 100 ml de Acido - it
e : Clorhidrico M. 5 i
b ' 6.- FeCl, al 10%: Disolver 10 gramos de FeCl, en 100 ml de agua y adicionar unas - i
gotas”de acido clorhidrico concentrado pafa asegurar la solubilizaci6n del - i
I FeCl.. - i
i | 1 : : 7.-Acidd Sulfiirico Concentrado ‘ |'
Ll ‘ ﬁ 8.-Acido Nitrico concentrado ‘ i
| : 9.-Acido Clorhidrico concentrado i
g 10- 0.4 gramos de clorhidrato de fenilhidracina 1
1| ‘ 11- 0.6 gramos de acetato de sodio I
| : 12.-Soluciones al 1% de los carbohidratos a prueba. | i




PARTE EXPERIMENTAL 1
Con todas las soluciones de carbohidratos proporcionadas realizar los siguien ‘
i

tes ensayos:

‘ 1.- PRUEBA DE MOLISCH: Coloque una serie de tubos de ensaye de 18 x 150 en una
[ gradilla, y a cada uno de ellos anidales 2 ml de las soluciones a prueba.

|
Enseguida adicione 5 gotas del Reactivo de Molisch y agite. ILuego incline : |
cada tubo y deposite cuidadosamente por las paredes del tubo 2 ml de &ci- i
do sulflrico concentrado. No agite. \’

OBSERVE SI HAY FORMACION DE UN ANILIO COLOREADO EN LA INTERFASE,Y - fill
DE SER AST ANOTE EL COLOR DEL MISMD, il

2.~ PRUEBA DEL IUGOL: Transfiera 2 ml de cada una de las soluciones a prueba - j'l
a una serie de tubos de ensaye de 18 x 150. Acidifique las muestras con 5 il
gotas de &cido clorhfdrico 1M, Despufs de mezclar adicione 1 gota de lugol !|
y agite. : a1

OBSERVE Y ANOTE EL COLOR DESARROLIADO, i

- i \

3.- PRUERA DE BARFOED: Cologue 5 ml del Reactivo de Barfoed en una serie de tu { }
Bos de ensaye, luego afiada 1 ml de los carbohidratos a prueba a cada uno - A
ellos. Caliente los tubos en un bano de agua hirviendo durante 2 minutos. it
Saque sus tubos, déjelos reposar 3 mimutos . !

OBSERVE ST HAY FORMACION DE UN PRECIPITADO Y SU COLOR. ANOTE.

- 4.- PRUEBA DE BIAL: Prepare una serie de tubos de ensaye conteniendo 5 ml del-
Reactivo de Bial. Adicione 2 ml de la solucién de carbchidrato, mezcle ‘
caliente suavemente las soluciones en un mechero hasta que las primeras - i
burbujas alcancen la superficie. E

ANOTE EL COLOR QUE TOMA IA SOLICION EN CADA CASO.

5.- PRUEBA DE SEILIWANOFF: En una serie de tubos de ensaye coloque 2 ml del - i
Reactivo de Selliwanoff y adicione a cada uno 0.5 ml de las diferentes solu | ‘
ciones de azficar. Mezcle bien. Introduzca los tubos en un bano de agua -
hirviendo durante 1 minuto. ‘
a

REPORTE SUS OBSERVACIONES

6.- PREPARACION DE OSAZONAS: CADA EQUIPO TRABAJARA SOLAMENTE CON UNA SOLUCICN R
DE AZUCAR, PERO DEBERA DIBUJAR LOS CRISTALES DE OSAZONAS OBTENIDOS POR SUS fi

Acidifique 5 ml de la solucién de carbohidrato con 10 gotas de &ci- ' il |

do acético glacial, y adicione 3 gotas de fenilhidracina (6 0.4 gramos de g

clorhidrato de fenilhidracina), y una pequehia porcifn de acetato de sodio | |

s6lido. i

 Disuelva con agitacifn y caliente en bario de agua hirviente durante il ! 1

5 minutos. Enfrie los tubos y observe los cristales formados al microsco- il ;

1 . e
pio. |
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7.- PRUEBA DEL ACIDO MUCICO; ESTA PRUEBA SE EFECTUARA SOIAMFNTE CON SOLUCIONES

DE GAILACTOSA AL 3% Y LACTOSA AL 3%.

Coloque 5 ml de las soluciones mencionadas en dos tubos de ensaye de
18 x 150, agrégueles 2 ml de Scido nftrico concentrade, mezcle, y caliente
los tubos en bafio de agua hirviente durante 60 a 90 minutos, con agitacién
ccasional para eliminar el gas amarillo generado. Finalmente, introduzca-
los tubos en bafio de hielo induciendo la cristalizacién raspando las pare
des internas de los tubos con una varilla de vidrio. ‘

CBSERVE AL MICROSCOPIO LOS CRISTALES FORMADOS, Y DIBUJELOS.

Ll

1.~ PRUEBA DE MOLISCH: En la siguiente tabla registre sus resultados

RERCCIONY | o
SOLUCHON e " OBSERVACIONES




