Biotecnologia. Reaccions quimiques amb microorganismes.

Los alginatos son unos biopolimeros que se obtienen de las algas pardas marinas de la familia de las "feoficeas
Fueron estudiados por primera vez en 1883 por el quimico E. C. Stanford. Actualmente, las algas siguen siendo la

fuente principal de materia prima para la produccién de este biopolimero.
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Los alginatos son las sales del acido alginico, un polisacarido natural formado por cadenas lineales constituidas
por dos unidades repetitivas que derivan de los acidos B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G). Las férmulas de

las dos unidades constituyentes son:
[=i1 +4; -D-Mannuronic Acid

(- {1—+4 -L-Guluronic Acid

Estructuras ciclicas de los dcidos manurdnico y gulurdnico

Estas unidades repetitivas no se disponen completamente al azar en el polisacarido, sino que se agrupan en
bloques de secuencias MM, MG, unidos por enlaces glucosidicos B(1—4); y bloques GG, GM, unidos por enlaces
glucosidicos a(1—4). El contenido relativo de cada uno de estos bloques depende del tipo de alga y, en menor

medida, de las condiciones de su crecimiento.



Composicién de diferentes algas. Determinado por RMN

Tipo de alga % MM % MG+GM % GG

Laminaria hyperborea (tallo) 17 26 57

Laminaria hyperborea (hojas) 36 38 26

Lessonia trabeculata 25 26 49

Laminaria digitata 43 32 25

Eclonia maxima 38 34 28

Ascophyllum nosodun 44 40 16
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Les differents types d'alginate

El alginato, en forma de sal sddica, potasica o magnésica, es soluble en soluciones acuosas a pH superiores a
3,5. También es soluble en mezclas de agua y algunos solventes organicos como el alcohol, pero es insoluble en
leche que contiene calcio. La viscosidad de las soluciones de alginato depende de la concentracién, elevandose
mucho a partir del 2%, y de la temperatura, disminuyendo al aumentar ésta.

En presencia de calcio u otros iones divalentes, el alginato forma una soluciéon espesa que normalmente presenta
el aspecto de gel. El gel se forma por la accidén coordinada de varias cadenas que se sitlan paralelas, alojandose
en los huecos entre ellas varios iones calcio. La estructura se denomina "caja de huevos" y su estabilidad y
resistencia se relaciona con lo bien que el cation encaja en los huecos que se forman entre los bloques de
gulurénico. Asi el estroncio, mas voluminoso, forma estructuras aliin mas resistentes que el calcio y por el contrario
el magnesio, mas pequefio, no queda firmemente unido y, las soluciones de alginato de magnesio no forman
geles.

Estructura en “caja de huevos” del alginato de calcio

Las propiedades fisicas de los alginatos dependen de las cantidades relativas de bloques G, M y MG que
contienen. Por ejemplo, la formacién de geles con Ca®* depende de la proporcion de bloques G; a mayor
proporcién de éstos, mayor es la consistencia del gel. Los geles de alginato con calcio son irreversibles
térmicamente, por lo que se utilizan mucho en materiales que van a ser calentados posteriormente, para su
conservacion o procesado posterior.

La industria alimentaria hace un amplio uso de los alginatos, ya que son polimeros comestibles que practicamente
carecen de sabor. Por ejemplo se utilizan para obtener “piezas de fruta" para su uso en reposteria, o incluso



piezas con forma definida como "aros de cebolla" o "guindas”. Las esferas de alginato, denominadas “perlas” se
preparan a partir de una solucién de alginato sodico en el zumo o salsa cuyo sabor queramos incorporar a las
perlas.

También se emplean en la fabricacion de aceitunas rellenas "de anchoa" o "de pimiento". El relleno consiste en
una pasta formada por el componente basico triturado, los saborizantes que procedan, alginato, y un compuesto
que aporte calcio para la formacion del gel. Después de la solidificacion, las aceitunas pueden procesarse
térmicamente al ponerlas en conserva, sin que el relleno se licle y salga al exterior.
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Tres ejemplos de utilizacién de alginatos: a) moldes en odontologia, b) perlas con sabor a cerezas; c) relleno para aceitunas

Aplicaciones tipicas de alginatos

Ceveza Mantiene y mejora la calidad de la espuma

Cremas en pasteleria Instant gelling and thickening; heat stability; range of different textures; good
mouthfeel and flavor release

Jugos de fruta Stabilizing, emulsifying

Yoghurt Stabilizing; good mouthfeel, texture and flavor release

Papel Enhance greaseproof properties, oil resistance, and solvent holdout; improves
rheology, water-retention, runability, ink holdout, and printability

Impresion en tejidos Gives the desired rheology to print pastes; is inert to dyes and fibers; has
excellent wash-out properties.

En esta practica vamos a utilizar un gel de alginato para englobar, inmobilizar, un biocatalizador. La ventaja de
esta metodologia consiste en que, acabada la reaccién, el catalizador biologico es facilmente eliminable del medio
de reaccion sin tener que proceder a separaciones complicadas. La reaccion que vamos a efectuar es la “clasica”
hidrdlisis de la sacarosa, el azicar comun, en sus dos componentes glucosa y fructosa.
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EXPERIMENTAL

1. Preparacion de una solucion de alginato

Verter con una probeta 33 ml de tampén acetato 0,1M / pH 4,75 en un matraz de 100 mL y precalentar a 70 °C
Anadir poco a poco y con agitacién 0,50 g de alginato de sodio a la solucion caliente. La solucién debe agitarse



unos minutos hasta que se disuelven todos los grumos y queda perfectamente homogénea. Enfriar la solucién con
agua hasta alcanzar la t2 ambiente.

2.- Preparacion de la solucion de sacarosa.

El profesor os suministrara una solucién de sacarosa (aztcar comun) al 20 % obtenida al anadir 2 g de azucar
(sacarosa) en un vaso pequefio que contiene 10 cm® de agua destilada.

3.- Inmovilizacion de la levadura en las esferas de alginato

Suspender 1,0 g de levadura de panaderia en los 33 mL de solucién de alginato al 1,5 % anteriormente preparada,
agitar durante unos minutos hasta homogeneizar. Con una jeringa (con boquilla amarilla), coger porciones de 5 mL
de la suspensién de levadura y anadirla gota a gota sobre un vaso de 200 ml que contiene 50 ml de una solucion
de CaCl, 0,1 M. Dejar caer la gotas lo mas cerca posible de la superficie de la solucién de Ca®*. Mantener las
esferas en el interior de la solucion de Ca** durante al menos 15 min para completar la gelificacion de las esferas.

4.- Preparacion de los bioreactores

Mientras tanto, disponer una jeringa de plastico de 10 ml con un tubo de silicona acoplado a su salida y una pinza
de Hoffman para controlar el flujo de liquido. Colocar un filtro de papel en la parte inferior de la jeringa para evitar
que las esferas taponen la salida

Anadir cuidadosamente con una espatula las esferas de alginato a Ia jeringa, de forma que contenga 5 mL de
esferas. Lavar el contenido de la jeringa para eliminar el exceso de Ca®* pasando pequefios volumenes de tampén
acetato. Finalmente, lavar y enrasar con agua destilada hasta aproximadamente a 5 mL.

Para apreciar la diferencia entre las células libres y las inmovilizadas, se observaradn en un microscopio 6ptico una
gota de una suspension de levaduras en el tamp6n, y a continuacién, una perla ligeramente aplastada. Se puede
verificar las limitaciones de movimiento en la células inmovilizadas.

5.- Hidrolisis de la sacarosa en el bioreactor.

Con la jeringa sujeta con una pinza, verter cuidadosamente 0,3 mL de solucién de sacarosa al 20 % y rotar
manualmente para homogeneizar su contenido. Comenzar a contar el tiempo de contacto entre esferas y solucién
de carbohidrato que sera de 20 min, rotar la jeringa 2 minutos.

Finalizado el tiempo previsto, abrir la llave de la jeringa y recoger todo el liquido en un tubo de ensayo.
Homogeneizar el contenido del tubo.

6.- Hidrdlisis quimica de la sacarosa.

En un tubo de ensayo vierta 2 ml de solucién de sacarosa al 2% y pida al profesor que agregue 3 gotas de HCI
(acido clorhidrico). Caliente 5-10 minutos en un bafio de agua a 70°C, y luego enfrie en el grifo. Neutralice la
soluciéon con pequefas porciones de Na,CO; (atencion al desprendimiento de burbujas) y controle con papel
indicador.

7.- Deteccion de glucosa en las soluciones de hidrdlisis.

En una gradilla prepare tres tubos de ensayo y rotulelos A, B y C. En el tubo A coloque la solucion recogida del
bioreactor. En el tubo B vierta 0,3 mL de la soluciéon de sacarosa original sin hidrolizar; y en el C anada 0,3 mL de
la solucién de hidrélisis quimica neutralizada. Diluya con agua destilada los tubos B y C hasta obtener el mismo
volumen que en el A.

En cada uno de los tubos vierta 0,2 ml de reactivo de Fehling A y 0,2 ml de reactivo de Fehling B. Caliente a 70
C, agite ligeramente e, interprete los resultados obtenidos.



