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Apéndice A
Produccion y purificacion del &cido poli(B,L-malico)
Esta etapa de la Tesis se realizd en una estancia de investigacion en el Institut fiir Biophysik und

Physikalische Biochemie de la Universidad de Regensburg, Alemania, en el grupo de investigacion

del Dr. Eggehard Holler.
Para producir el PMLA se llevo a cabo la siguiente metodologia:

A.1l. Fermentacion semilla

Se realiza una fermentacion semilla en matraces Erlenmeyer de 2 litros con deflectores y
posteriormente en matraces de 5 litros, durante 48 horas a 150 rpm y 24 °C, con el medio de cultivo
descrito en la Tabla 1. El medio se ajusta a pH 4,5 con NaOH 5N y se esteriliza. Al inocular se agrega
al medio 0,0025 g-L"' de Hemin( ferriprotoporfirina IX cloruro) disuelta en NaOH 0,25 M. Se inoculan

3 mL de células de Physarum polycephalum por cada 100 mL de medio de cultivo semilla.
A.2. Fermentacion en reactor de 20 L

Las células de los matraces semilla de 5 L se cosechan y lavan dos veces con medio salino estéril a

24 ° Cy ajustado a pH 4,5 con NaOH 5N
Por otra parte se esteriliza por separado en autoclave:
e 90 mL de una disolucion de Hemin 0,5 g por L en NaOH 0,25M (para tener en el
fermentador una concentracion final de 0,0025 g por L)

e 900 mL de una disolucién al 40 % p vol de CaCO;

e Disolucion al 30 % de antiespumante tipo A

Todas las soluciones y medios de cultivo se preparan con agua destilada con una conductividad

inferior a 2 mS-cm. La composicion del medio de cultivo para el fermentador se detalla en la Tabla 1.

El medio se ajusta a pH 4,5 con NaOH 5N y se esteriliza todo a 121° C por 30 min. En el

fermentador una vez atemperado a 24°C se agregan las disoluciones de Heminy de CaCOs;.
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Las condiciones de fermentacion son:

Temperatura 24 °C

Agitacion 150 rpm

Flujo de aire 10 vvm
Antiespumante 3mL cada 40 min.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo

Fermentacion Medio Fermentacion
semilla salino 20L
gL’ gL’ gL’
Bacto triptona 10 - 10
Extracto de levadura 1,5 - 2,5
Acido citrico monohidratado 3,5 3,5 3,5
Cloruro de calcio dihidratado 0,6 0,6 1,0
Fosfato de potasio dihidrogeno 2 2 2
Sulfato de hierro II heptahidratado 0,085 0,085 0,085
Sulfato de magnesio heptahidrato 0,6 0,6 0,6
Cloruro de magnesio tetrahidratado 0,084 0,084 0,084
Sulfato de Zinc heptahidratado 0,034 0,034 0,034
D-Glucosa monohidratado 11 - 33

El pH inicial de la fermentacion es de 5.4 aproximadamente y va decreciendo conforme avanza el

proceso de produccion del PMLA

La figura 1 ejemplifica el proceso de fermentacion.
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Figura 1. Esquema del biorreactor empleado para la biosintesis del PMLA.

A.3. Proceso de purificacion del PMLA

La figura 2 resume el proceso de cosecha y purificacion del PMLA.
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Figura 2. Proceso de purificacion del acido poli(B,L-malico).
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A.3.1. Centrifugacion

El contenido del fermentador se centrifuga durante 10 minutos a 9000 rpm, y se deshecha la
biomasa, el sobrenadante se filtra por una gasay se diluye al 50 % con un tampoén 0,05 M TRIS HCl
pH 7,5 a4°C.

A.3.2. Columna DEA-Streamline

Antes de utilizar la columna con el medio de cultivo, se hace pasar un Buffer 0,1 M TRIS HCI
pH 7,5 a 4° C hasta que la conductividad del tampodn a la salida de la columna sea de 6,5 -7 mS-cm

con ayuda de una bomba peristaltica a una velocidad de 20 -25 rpm.

Se hace pasar el sobrenadante del medio de cultivo diluido por la columna desde la parte inferior
para permitir el fendmeno de expansion del relleno de la columna, cuando se ha incorporado todo el
medio, se inicia el proceso de lavado con tampdn 0,2 NaCl Tris HCL pH 7,5 con una conductividad de

19-21 mS-cm, hasta que la disolucion a la salida de la columna sea incolora.

Se cambia la direccion de la bomba peristaltica y ahora se agrega a la columna desde la parte
superior el tampéon de elucion (0,7 M NaCl TRIS pH 7,5). Conductividad de 60 mS-cm
aproximadamente, se realiza costantemente una prueba de ésteres al eluato (Apartado 3.7) y cuando es

positiva se colecta en un frasco de vidrio hasta que deje de eluir.

La columna se lava segun el siguiente procedimento:

1.- Lavado con 6 litros de una disolucion 0,5 M NaOH 1M NACI
2.- Lavado con agua destilada hasta un eluato de pH neutro

3.- Lavado con 6 litros de isopropanol al 30%

4.- Lavado con 6 L de acido acético al 25%

5.- Lavado con tampén 0,1 M tris HCI pH 7,5 hasta una conductividad de 5-6

A.3.3. Precipitacion y Filtracién

Al eluato que contiene el PMLA Ca'™ se le agregan 100 mL de CaCl, se agita 30 min y se precipita

sobre 3 voliimenes de etanol a 4°C, se agita durante 4 horas y se guarda 12 horas a -20°C.

El precipitado se filtra al vacio con papel filtro, y se lava con etanol al 80% para eliminar el exceso

de CaCl, , la torta de disuelve en agua bidestilada a 4°C y se congela en fracciones de 100 mL.
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A.3.4. Columna de Sephadex

Antes de utilizar la comuna de Sephadex se opera con agua bidestilada a 4°C hasta que la
conductividad del agua de salida sea 0,5-0,9 mS-cm y pH 8. Se introducen 100mL de la disolucion de
PMLA Ca™ y se eluyen con agua bidestilada durante varias horas para separar los compuestos que

tienen color. El eluato se colecta en un colector de fracciones.

Las fracciones se dividen en 3 o 4 dependiendo de su color y su peso molecular, se congelan con
nitrogeno liquido en las paredes de matraces balon de 1 L. Se liofilizan para reducir el volumen, ya

que en los mismos matraces se iran concentrando todas las fracciones de una misma fermentacion.

A.3.5. Columna de Amberlita

La columna se opera con 1 litro de HCI 2N y luego se lava con agua bidestilada hasta que el eluato
tenga un pH neutro y una condictividad similar a la del agua bidestilada. Se disuelve la sal del PMLA
en 100 mL de agua bidestilada y se hace pasar por la columna, eluyendo con agua destilada. Se
monitorea el eluato con papel pH y cuando el papel indica un pH acido se colecta en un matraz balon
sumergido en nitrogeno liquido. Se recupera todo el acido y se liofiliza hasta una total elimacion de

agua.
A.3.6. Envasado
El polimero se guarda en tubos de plastico cerrados con film plastico y se almacena a —20 °C

dentro de bolsas de plastico con gel de silice para evitar la humedad.

A.4. Ensayo cuantitativo del acido poli(B,L-méalico)

A.4.1. Test de cuantificacion de ésteres

La reaccion con hidroxilamina y Fe (III) produce un color intenso que se puede cuantificar por
espectofotometria ultravioleta. Los enlaces ester se rompen por hidroxilaminolisis para formar acido

malico B-hidroxamato. En presencia de HCI, este producto desarrolla un color purpura intenso al

acomplejarse con el Fe (III).
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Procedimiento:

Colocar en un tubo eppendorf los siguientes reactivos, en orden y agitando cada vez geu se

adiciona un reactivo:

30 uL de muestra
30 pL de una disolucion de cloruro de hidroxilamonio al 10 %(p/v) (1,4M)
30 uL de NaOH al 10 % p/v (2,5M)

Esperar 10 minutos y adicionar 30 puL de una disolucion de FeCl; al 5% p/v (0,3M) en 12% (v/v)
(4M ) HCl y medir la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.

1 mg/mL de acido poli malico= 2,549
A manera indicativa y solo para controlar el proceso se puede ver a simple vista si en la mezcla hay
polimero observando el color de la mezcla de reaccidn, si el color de la mezcla de reaccion no cambia,

el test es negativo. Si el color de la mezcla de reaccionse torna purpura o tonor intermedios, el test es

positivo.
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