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RESUMEN

En este trabajo se describe la extraccion y purificacion de la ficocianina obtenida de la
microalga roja Rhodosorus marinus. El proceso de purificacién para la ficocianina consistio
en una serie de pasos de extraccion por fragmentacion celular manual y sonicacion de las
células de R. marinus. La ficocianina fue extraida por precipitacion doble con sulfato de
amonio (40 y 60%) y una posterior desalacion por cromatografia en gel de Sephadex G-25,
finalmente la purificacion de la ficocianina del resto de las ficobiliproteinas se realizé por
cromatografia de intercambio anidnico empleando una columna Q-Sepharosa con un gradiente
de elucion con buffer de fosfato (0.010 M de Na,HPO,.7H,O pH 7.0) de diferente fuerza
ionica (0.1 M, 0.25 M y 0.5 M de NaCl) y posteriormente se aplicé una Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC), para lograr un alto grado de pureza . La pureza de
ficocianina fue estimada por caracterizacion espectroscépica UV-visible y electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La pureza de la ficocianina
obtenida a través de los procesos de extraccion y purificacion de ficocianina fue calculada. El
grado mas alto de pureza obtenido para la ficocianina fue de 4.6, con un pico de absorbancia
maximo a 615 nm, caracteristico de dicha proteina. En SDS-PAGE, la ficocianina purificada
mostré dos bandas electroforéticas caracteristicas de las subunidades a y P, con pesos
moleculares de 18.4 y 20.6 kDa, respectivamente. Los resultados anteriores muestran que se
puede obtener Ficocianina con un alto grado de pureza a partir de la microalga Rhodosorus
marinus, a través de la metodologia empleada en este trabajo, lo cual se establece como una

opcidn viable para la obtencion de la proteina pura.



. INTRODUCCION

Las ficobiliproteinas son proteinas con un grupo prostético tetrapirrol lineal (bilina), que se
encuentra covalentemente ligado a un residuo especifico de cisteina de la proteina (Bermejo et
al., 1997). Estas proteinas son solubles en agua y estdn compuestas por dos subunidades
polipeptidicas o y B, en algunas fuentes la ficoeritrina presenta una tercera subunidad, vy
(Hilditch et al., 1991). Las ficobiliproteinas actGdan como pigmentos accesorios para la
captacion de luz en el aparato fotosintético de cianobacterias (algas verde-azules, procariotas),
rodofitas (algas rojas, eucariotas) y criptomdnadas (algas eucariotas unicelulares biflageladas),
donde se encuentran organizadas en complejos supramoleculares denominados ficobilisomas,
ubicados en la superficie de la membrana tilacoidal (Bermejo et al.,, 1997; Sekar y
Chandramohan, 2008).

Las ficobiliproteinas se clasifican en cuatro grupos segin sus caracteristicas de
absorcion y fluorescencia: ficoeritrina (Amax=490-570nm); ficocianina (Amax=590-625nm),
ficoeritrocianina (Amax=560-600nm) y aloficocianina (Amax=560-600nm) (Glazer, 1988; Sun y
Wang, 2003). Debido a que las ficobiliproteinas absorben luz en la region visible (450-650
nm) donde la clorofila o absorbe ineficientemente, contribuyen en un 30 a 50% de la
capacidad de captacion de luz (Hilditch et al., 1991).

La ficobiliproteinas son utilizadas en numerosas aplicaciones en la industria
alimentaria, cosmeéticos, biotecnologia, diagnésticos y medicina (Eriksen, 2008; Sekar y
Chandramohan, 2008). La ficocianina es el pigmento azul natural mas importante de la
industria alimentaria en los procesos de goma de mascar, dulces, refrescos, productos de leche
y gelatinas; para cosméticos se utiliza en labiales y delineadores (Santiago-Santos et al., 2004;
Sekar y Chandramohan, 2008). Ademas, debido a sus propiedades de fluorescencia, pueden
ser utilizadas como marcadores fluorescentes (Abalde et al., 1998; Oi et al., 1982). Las
propiedades farmacologicas atribuidas a la ficocianina y otras ficobiliproteinas incluyen:
actividad antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotectora y hepatoprotectora (Eriksen, 2008;
Romay et al., 2003).

Las microalgas son una fuente importante de ficobiliproteinas y entre las mas

explotadas para su produccién estan la cianobacteria Spirulina, para obtencion de ficocianina



y el alga roja Porphyridium para ficoeritrina (Sekar y Chandramohan, 2008). Las
ficobiliproteinas son facilmente aisladas como complejos proteina-pigmento. Los procesos de
purificacion son facilitados debido a que las ficobiliproteinas son muy solubles en agua,
permitiendo la separacion de estas moléculas de otros pigmentos. Las ficobiliproteinas puras a
partir de extractos de alga son usualmente obtenidas por una combinacion de precipitacion con
sulfato de amonio y métodos cromatograficos como intercambio aniénico, exclusion por
tamafo e interacciones hidrofdbicas, ademas de su caracterizacion por electroforesis SDS-
PAGE y espectroscopia (Abalde et al., 1998; Tchernov et al., 1999; Eriksen, 2008).

Se han descrito estudios con la microalga roja Rhodosorus marinus sobre la
purificacion, caracterizacion y evaluaciéon de actividad antiproliferativa de la B-ficoeritrina
(Molina et al., 2007; Basaca-Loya et al., 2009; Rascon-Duran, 2009). Sin embargo,
actualmente no se tienen estudios sobre purificacion de ficocianina a partir de R. marinus.
Debido a la importancia biotecnoldgica de las ficobiliproteinas, entre ellas la ficocianina y el
antecedente de los estudios mencionados, tanto como el répido y facil crecimiento de esta
microalga bajo condiciones de laboratorio, el presente trabajo tiene como objetivo purificar la
ficocianina obtenida a partir de la microalga roja R. marinus empleando precipitacién con
sulfato de amonio, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio aniénico y
cromatografia liquida de alta resolucion, con la finalidad de obtener la ficocianina con un alto

grado de pureza.



II. ANTECEDENTES

11.1 Ficobiliproteinas

La clorofila es la parte esencial del centro de reacciones fotosintéticas, absorbe la luz entre 450
y 600 nm débilmente, por lo tanto, es bastante ineficiente en la captacion de luz solar. Para
superar este inconveniente, los organismos fotosintéticos han desarrollado los Ilamados
pigmentos accesorios 0 pigmentos captadores de luz. Estos pigmentos colectan eficientemente
la luz solar debido a su fuerte absorcion en las regiones de minima absorcién de la clorofila 'y
transfieren la energia absorbida a la clorofila del centro de reaccidn. Estos pigmentos son las
ficobiliproteinas: ficoeritrina (FE), ficocianina (FC) y aloficocianina (AFC) (Friedrich et al.,
1981).

Las ficobiliproteinas son complejos proteina-pigmento envueltos en la captacion de luz
en tres grupos de organismos fotosintéticos — las cianobacterias, las rodofitas (algas rojas) y
criptomonadas. Las ficobiliproteinas son proteinas solubles en agua de colorido brillante
unidas covalentemente a tetrapirroles de cadena abierta llamados ficobilinas. La funcién de las
ficobiliproteinas es la de absorber la luz en la region visible (450-650 nm) donde la clorofila a
absorbe de forma ineficiente y contribuyen con el 30 a 50% de la capacidad de captacion de
luz de estas células (Abalde et al., 1998; Hilditch et al., 1991).

11.2. Clasificacién de las Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas se clasifican en cuatro grupos principales de pigmentos seguin sus
caracteristicas de absorcion y fluorescencia: ficoeritrina (Amax=565-575nm); ficocianina
(Amax=615-640nm) ficoeritrocianina (Amax=575nm) y aloficocianina (Amax=650-655nm) (Sun y

Wang, 2003). En la Tabla 1, se muestran los tipos de ficobiliproteinas, asi como su



distribucion, organismos representativos de los cuales son extraidas y las caracteristicas de
absorbancia y fluorescencia con las cuales son clasificadas (Glazer y Hixson, 1975).

Tabla I. Clasificacion de ficobiliproteinas en las algas verde-azules y rojas. Tomado de Glazer
y Hixson (1975). *Las abreviaciones dadas en el paréntesis identifican los grupos prostéticos
tetrapirroles responsables de la maxima absorcion: PCB, Ficocianobilina; PEB,
ficoeritrobilina; PUB, ficourobilina. Han existido algunas disputas si la ficourobilina es una
forma natural distinta de la ficobilina o un compuesto de degradacién de la ficoeritrobilina. En
este momento, la evidencia parece soportar el punto de vista de que la ficourobilina es un
grupo prostético. (S)=hombro.

Maxima Emision.maxima
Ficobill . o Organismos absorbancia en la ' )
icobiliproteinas  Distribucion . A de fluorescencia
representativos region visible (nm)
(nm)
Aloficocianina Algas verde- Porohyridium 650 (PCB)* 660
azules y rojas cruentum
C-ficocianina Algas verde-  Anacystis nidulans 620(PCB)* 648
azules y rojas
C-ficoeritrina Algas verde-  Schizothrix calcicola 565(PEB)* 577
azules
R-ficocianina Algas rojas Porphyridium 617(PCB)>555 636
cruentum (PEB)
R-ficoeritrina Algas rojas Ceramium rubrum 567(PEB)>538 578
(verde- (PEB)>498 (PUB)
azules)
B-ficoeritrina Algas rojas Porphyridium 545(PEB)>563 575
(verde- cruentum (PEB)>498(S)
azules) (PUB)*

La ficocianina y la ficoeritrina fueron originalmente designadas con un prefijo C- o R-
para indicar el origen ya sea cianofitas (algas verde-azules) o rodofitas (algas rojas),
respectivamente. La designacion B- fue agregada para especificar una ficoeritrina
espectrofotométricamente distinta del alga roja Smithora naiadum, un miembro de las
Bangiales. En el presente, los prefijos C-, B- y R- son usados para distinguir tres tipos de
ficoeritrinas, aquellas que tienen uno, dos o tres picos mayores diferentes en el espectro de la
region visible, sin tener en cuenta el grupo algal del cual han sido aisladas (Glazer y Hixson,
1975). Mientras que los prefijos C y R, en ficocianina, indican si la proteina proviene de
cianobacterias o de algas rojas, respectivamente (Prasanna et al., 2007). En la Tabla 1 se
muestra la clasificacion de ficobiliproteinas en las cianobacterias y algas rojas. Los datos

8



fueron obtenidos en soluciones acuosas diluidas de las biliproteinas nativas cerca de un pH
neutro, tomados de Glazer y Hixson (1975).

11.3. Ubicacion de las Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas estan altamente organizadas en complejos proteicos macromoleculares
denominados ficobilisomas (PBS), lo cuales se encuentran unidos a la superficie externa de los
tilacoides o membrana fotosintética, constituyendo el aparato de captacion de luz fotosintético
Il (Grossman et al., 1993; Hilditch et al., 1991). Las rodofitas y cianofitas presentan in vivo
estos ficobilisomas, mientras que las criptomdnadas no se agregan mas alla de estados
diméricos sin formar ficobilisomas (Holzwarth et al., 1983).

Los ficobilisomas tienen dos regiones diferentes, un nicleo compuesto principalmente
de aloficocianina, formando una conexién fisica con la superficie externa de las membranas
tilacoidales y estan a menudo asociados con el fotosistema 11. Alrededor del ndcleo estan una
serie de extensiones denominadas rod, compuestas por ficocianinas y/o ficoeritrinas, su parte
interna esta compuesta por hexameros de ficocianina mientras que la parte externa por
hexameros de ficoeritrina (Figura 1). Los discos de ficobiliproteinas (trimeros y hexameros)
estan ensamblados con ayuda de enlaces polipeptidicos dentro de los ficobilisomas (Apt et al.,
1995; Sun y Wang, 2003; Eriksen, 2008). La concentracion de las ficobiliproteinas dentro de
los ficobilisomas depende del organismo y su estado ambiental y pueden constituir el 50% de

las proteinas solubles en la célula (Grossman et al. 1993).
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Figura 1. Ensamblaje del ficobilisoma (PE=Ficoeritrina, PC=Ficocianina vy
AP=Aloficocianina). Tomado de Merchants (2010).

11.4. Estructura de las Ficobiliproteinas

Cada una de las diferentes ficobiliproteinas esta constituida por dos subunidades
polipeptidicas no idénticas, o y . Existe una tercer subunidad, vy, la cual se encuentra en
pequenas cantidades en la ficoeritrina de ciertas fuentes. Generalmente, la subunidad o tiene
un peso molecular de entre 15 y 20 kDa y la subunidad f tiene un peso molecular de entre 17 y
22 kDa. Las subunidades o y B estan presentes en (a/f)-mondmeros. La unidad basica de
ensamblaje para todas las ficobiliproteinas es de (a/B)s-trimeros, los cuales también pueden
agregarse dentro de (a/P)s-hexdmeros. Los ficobilisomas también contienen una pequefia
cantidad de polipéptidos de enlace, los cuales pueden inducir la agregacion de los trimeros de
ficobiliproteinas y también pueden conectar el nacleo a la membrana tilacoidal (Zhao y Qin,
2006).

Ademas de las dos subunidades polipeptidicas o y B, las ficobiliproteinas contienen
uno o mas cromdforos tetrapirroles lineales de cadena abierta como grupo prostético el cual
esta enlazado covalentemente a la proteina. Los cromdforos, conocidos como ficobilinas, se

10



enlazan a las ficobiliproteinas por uno u ocasionalmente dos enlaces tioéter unidos a un
residuo de cisteina. Existen varias estructuras diferentes de cromdforos ficobilina con
diferentes propiedades espectroscopicas, estos cromadforos son: ficourobilina, ficobiliviolina,
ficoeritrobilina y ficocianobilina (Figura 2), mismos que poseen absorbancia maxima
aproximadamente de 498 nm, 568 nm, 535 nm a 567 nm y 620 a 660 nm, respectivamente
(Holzwarth et al, 1983; Grossman et al., 1993; Apt et al., 1995). Los cromdforos actian como
captadores de luz visible en las ficobiliproteinas ademas de conferir un color caracteristico:
ficocianina (azul brillante), ficoeritrina (rojo) y aloficocianina (verde-azul) (Glazer, 1988;
Santiago-Santos et al., 2004).

La composicién de las ficobiliproteinas en peso es de aprox. 96% de proteina y 4% de
cromoforos (Thomas et al, 1993). Las subunidades o y B de la ficocianina y la aloficocianina
estdn enlazadas a ficocianobilina. Se han encontrado excepciones a esta generalidad en
cianobacterias marinas, donde la subunidad a de la ficocianina puede estar asociada con un
cromoforo de ficourobilina o ficoeritrobilina. La subunidad o de la ficocianina y la subunidad
a y B de la aloficocianina estan enlazadas a un cromo6foro, mientras que la subunidad 3 de la
ficocianina estd unida a dos cromoforos. En muchas cianobacterias el cromoforo
ficoeritrobilina esta enlazado exclusivamente a a ficoeritrina y B ficoeritrina: dos moléculas de
ficoeritrobilina estdn unidas a la subunidad a y tres estan unidas a la subunidad B. En unas
cuantas cianobacterias marinas los ficobilisomas contienen dos tipos diferentes de ficoeritrina
y algunos sitios de union de las subunidades de la ficoeritrina pueden estar ocupados por el
cromoéforo ficourobilina en lugar de la ficoeritrobilina. Ademas, la a ficoeritrina en estos
organismos puede estar ligada a tres cromoforos en lugar de dos. En las algas rojas, tal como
en cianobacterias marinas, las subunidades de ficoeritrina pueden contener ambos cromaforos
ficoeritrobilina y ficourobilina. Dado que la maxima transmision de luz en agua marina es
cerca de 500 a 498 nm, el remplazo de ficoeritrobilina por ficourobilina en a ficoeritrina, el
cual causa un cambio a azul en la méxima absorbancia de los ficobilisomas, puede
incrementar la eficiencia con la cual la luz es capturada en un ambiente marino (Grossman et
al., 1993).
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---HN-Cys-CO-- ~-HN-Cys-CO--
HO2C CO=H

Ficocianobilina (Amax = 590-670 nm) Ficobiliviolina (Amax = 568 nm)
---HN-Cys-CO--- ---HN-Cys-CO---
HO2C  CORH | Hoxc  coeH
HiC S

H H H

Ficoeritrobilina (Amax = 535-567 nm) Ficourobilina (Amax = 498 nm)

Figura 2. Ficobilinas y sus enlaces peptidicos en las ficobiliproteinas. Tomado de Grossman et
al. (1993).

11.5. Funcién de las Ficobiliproteinas

Como se mencion0 anteriormente, las ficobiliproteinas poseen la habilidad de absorber luz en
la regién visible del espectro gracias a la presencia de enlaces covalentes ligados a las
ficobilinas. Contribuyen con el 30 a 50% de la capacidad de captacion de luz (Hilditch, et al.,
1991). La via de transferencia de la energia de luz atrapada por las ficobiliproteinas a la
clorofila a posee una eficiencia mayor al 95% y sigue la siguiente secuencia (Grossman et al.,

1993; Glazer y Hixson, 1975; Padyana et al, 2001; Zhao y Qin, 2006).

Ficoeritrina = Ficocianina = Aloficocianina = Clorofila a

La transferencia secuencial de energia de la ficoeritrina a la ficocianina y
aloficocianina, es eventualmente transferida a la clorofila. La energia de excitacion de los

cromoforos dentro de las proteinas difiere ligeramente debido a diferentes ambientes
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microscopicos o ligeras diferencias estructurales. Por lo tanto, la energia transferida no es
resonante en la naturaleza (Friedrich et al.,, 1981). Debido a la cercania y la fuerte
superposicion espectral de la energia transferida entre los diferentes croméforos debe ser un

proceso favorable (Holzwarth et al., 1983).

11.6. Las Ficobiliproteinas como Almacenamiento de Compuestos de Nitrégeno

Las ficobiliproteinas no son esenciales para el funcionamiento de las células, ya que éstas
pueden ser selectivamente degradadas cuando las células son expuestas a inanicion de
nitrégeno. Por lo tanto, las ficobiliproteinas poseen un papel secundario como el almacén de
compuestos nitrogenados que son movilizados para otros propdsitos en tiempos de escases de
nitrogeno (Eriksen, 2008).

I11.7. Generalidades de la Ficocianina

La ficocianina estd compuesta por dos subunidades diferentes de proteina oy f de 17 000 y 19
500 Da, respectivamente, con un cromoforo bilina unido a la subunidad o (o 84) y dos a la
subunidad B (B 84, B 155) (Romay et al., 2003). Todas las ficocianinas que poseen solo el
cromoforo de ficocianobilina, son nombradas como C-ficocianina. Han sido elucidadas las
estructuras cristalograficas de la C-ficocianina de numerosas cianobacterias y rodofitas. Todas
ellas han mostrado la misma organizacién de complejos de C-ficocianina con solo pequefias
variaciones dependiendo de la especie (Eriksen, 2008).

El espectro de absorcion del monomero de ficocianina y todos los agregados exhiben
una primera banda fuerte en el estado excitado a 615 nm y una banda mucho mas débil en
estado de excitacion a 360 nm. Ambas bandas se deben a las propiedades del cromoforo bilina

cuando la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria de la proteina es desnaturalizada, la
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absorcion visible de la banda asi como la fluorescencia decaerd en intensidad (Romay et al.,
2003).

La estructura quimica del cromoforo bilina en la ficocianina es muy similar a la
bilirrubina, un producto hemo-degradativo. La bilirrubina es considerada como un importante
antioxidante fisiologico contra las especies reactivas. Inhibe modificaciones oxidativas de
proteinas del plasma y residuos de aminoacidos aromaticos. La compactacion de los radicales
de oxigeno por la bilirrubina ha demostrado proteger a la aloimina de suero asi como a otros
objetivos bioldgicos (Romay et al., 2003).

La ficocianina representa una parte constitutiva de los ficobilisomas ya que siempre se
encuentra presente en la union entre el nicleo y el dominio rod del ficobilisoma (Ducret et al.,
1994).

11.8. Aplicaciones de las Ficobiliproteinas

11.8.1. Ingrediente Nutricional y Natural en Colorantes para Comida y Cosméticos

La coloracion caracteristica de las ficobiliproteinas las hace atractivas para su uso en la
industria de comida y cosméticos como un pigmento natural. Entre las ficobiliproteinas, la
ficocianina es el pigmento azul natural més importante de la industria de comida en los
procesos de goma de mascar, paletas, dulces, refrescos, productos de leche y gelatinas;
mientras que para cosméticos se utiliza en labiales y delineadores (Santiago-Santos et al.,
2004; Sekar y Chandramohan, 2008).

La ficocianina es uno de los principales pigmentos constituyentes de la Spirulina, una
microalga usada en muchos paises como suplemento dietético cuyo valor nutricional y

terapéutico ha sido bien documentado (Romay et al., 2003).
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11.8.2. Marcador Fluorescente en Investigaciones Biomédicas

Debido a sus propiedades fluorescentes, las ficobiliproteinas pueden ser usadas como un
biomarcador fluorescente con proteinas, anticuerpos y é&cidos nucleicos para diagnosticar
varias enfermedades letales y en diferentes kits de diagndstico. La sintesis de conjugados de
ficobiliproteinas con moléculas que tienen especificidad bioldgica, como las
inmunoglobulinas, proteina A, biotina y avidina, han sido reportadas y han mostrado un
amplio uso en la histoquimica, microscopia de fluorescencia, citometria de flujo, clasificacion
de células por activacion de fluorescencia e inmunoensayos de fluorescencia (Oi et al., 1982;
Sun y Wang, 2003).

En cuanto a estudios de citometria, las posiciones fortuitas de los espectros de las
ficobiliproteinas en la longitud de onda de la region visible aumenta la utilidad de las
ficobiliproteinas en los sistemas que utilizan laser como fuentes de excitacion. El laser de ion
argon es usualmente utilizado en los sistemas de citometria de flujo, emite a 488 nm donde la
ficoeritrina absorbe fuertemente. El laser de helio-nedn, emite a 633 nm, puede ofrecer
ventajas técnicas adicionales de costo y confiabilidad y funciona bien para la excitacion de la
aloficocianina. Una nueva version del laser helio-neén, emite a 543 nm, puede también
volverse popular como una fuente de extincion de ficoeritrina (Kronick, 1986).

Los coeficientes de extincion de las ficobiliproteinas pueden ser tan grandes como 2.4
x 10° M™* cm™, una 30 veces a la utilizada frecuentemente en marcador de fluorescencia,
mientras que la eficiencia cuantica puede ser tan alta como 0.8, tan buena o mejor que los
marcadores sintéticos convencionales. Este enorme coeficiente de extincion y la alta eficiencia
cuantica pueden incrementar la sensibilidad en los ensayos de fluorescencia (Kronick, 1986).

La ficoeritrina es la ficobiliproteina més utilizada en pruebas fluorescentes, desde que
fue aislada como hexameros agPes Y Su rendimiento cuantico de fluorescencia fue de 82-98 %
(Oi et al., 1982). La fluorescencia in vivo de la ficocianina ha sido usada para monitorear el
crecimiento de cultivos de cianobacterias, deteccion de toxicidad de cianobacterias en agua
potable y deteccion remota de cianobacterias en aguas naturales (Eriksen, 2008).

La C-ficocianina derivada de la Spirulina platensis, influye en las concentraciones de
colesterol en el suero e imparte una fuerte actividad hipocolesterolémica (Merchants, 2010).
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11.8.3. Propiedades farmacoldgicas

Las propiedades farmacoldgicas atribuidas a la ficocianina y otras ficobiliproteinas incluyen:
actividad antioxidante, antiproliferativa, anti-inflamatoria, neuroprotectiva y hepatoprotectora
(Eriksen, 2008).

11.8.3.1. Antioxidante

La actividad antioxidante y capacidad captadora de radicales libres de la C-ficocianina de
diferentes cianobacterias esta bien documentada (Padyana et al., 2001; Romay et al., 2003).
Estas actividades son principalmente atribuidas a los grupos ficocianobilinas. McCarty (2007),
propuso que la ficocianorubina, una forma reducida de la ficocianobilina, es la especie
antioxidante importante in vivo basado en su similitud con la bilirrubina, un antioxidante
natural en el plasma. La bilirrubina, ademas de la ficocianorubina puede inhibir la formacion
de radicales superdxido por la NADPH oxidasa, y puede, por lo tanto, jugar un papel protector
adicional, reduciendo la generacion de especies reactivas de oxigeno en el cuerpo.

Recientemente, se ha observado que la ficocianina posee ciertas propiedades
terapéuticas como antioxidante. Provee 20 veces mas actividad antioxidante que el &cido
ascorbico, ha sido usada como un anti-inflamatorio y un hepatoprotector (Romay et al., 2003;
Santiago-Santos et al. 2004; Eriksen, 2008).

11.8.3.2. Antiproliferativos

Se ha reportado que la C-ficocianina (C-PC) proveniente de cianobacterias posee varias
caracteristicas farmacoldgicas, entre ellas la actividad anti-tumoral. Se han hecho estudios con

la subunidad B de la C-PC, expresada en Escherichia coli, encontrando que la C-PC/p
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recombinante posee propiedades anti-cancerigenas. Bajo el tratamiento de 5 mM de la C-PC/B,
cuatro lineas diferentes de células cancerigenas acumularon una alta inhibicién en la
proliferacion y se favorecid la induccion de la apoptosis. Sustancialmente, ocurrié una baja
respuesta en células no cancerigenas. Se encontrd que el mecanismo de accion de la C-PC/B
interactiia con la B-tubulina y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) asociadas
a la membrana. En el tratamiento se observo que la C-PC/B depolimeriza los microtibulos y
los filamentos de actina. Las células se someten a apoptosis con un incremento en la actividad
de caspasa-3 y caspasa-8. Con un arresto en la fase GO/G1 del ciclo celular. Ademas, se
presentd un decremento significativo de GAPDH a nivel nuclear. El decremento de GADPH
previene la entrada en la fase S del ciclo celular. La inhibicion de la proliferacion de células de
cancer y la induccion de la apoptosis pueden potenciar a la C-PC/B como un prometedor
preventivo de cancer o agente terapéutico (Wang et al., 2007).

Vargas-Rodriguez et al. (2006), evaluaron la actividad citotoxica de las
ficobiliproteinas extraidas de Pseudoanabaena en dos lineas celulares de céncer
cervicouterino (CaLo y HelLa) a 6 diferentes dosis de ficobiliproteinas (2.17x10-3, 4.35x10-3,
8.70x10-3, 8.7x10-3, 3.48x10-2 y 6.96x10-2 mg/ml), con dos tratamientos. En el primero
Unicamente exponiéndolas a las ficobiliproteinas y el otro con exposicion simultanea a la
irradiacion con un laser de argon. Determinaron que para Hela, las dos primeras dosis eran
seguras, sin embargo, cuando las células se irradiaron se determind un 46% de muerte celular
en ambas dosis. En las dosis més altas la muerte fue de 48 al 57% en las células irradiadas,
mientras que en la linea CaLo no se observo diferencia significativa en ambos tratamientos,
mostrando alta mortalidad. Se concluy6 que los extractos presentan actividad citotdxica por si
mismos, mientras que la terapia fotodindmica es efectiva para HelLa.

Otros estudios con ficocianina proveniente del alga verde-azul, Spirulina, demostraron
actividad anti-carcinoma en células de carcinoma de Ehrlich Ascites (EACC), con una
inhibicion significativa dependiente de la dosis. Se observo que la ficocianina no indujo la
fragmentacion del ADN en EACC. Sin embargo, glutation (GST), la actividad de la glutation
S-transferasa (GST) y la lactato deshidrogenasa (LDH) incrementaron de forma significativa
sobre el nivel control. Esto indica que la ficocianina puede ser capaz de inhibir el crecimiento
de EACC por la destruccion de la membrana, lo cual lleva al incremento de escape de los
constituyentes celulares y el incremento de la actividad de las enzimas LDH y GST. Por lo
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cual, la ficocianina de las algas puede tener actividad antitumoral y podria ser usado como un
agente quimioterapéutico (Abd EI-Baky, 2003).

En la Tabla Il se resumen algunas de las aplicaciones potenciales para desarrollo de
farmacéuticos de ficocianina.

Sekar y Chandramohan (2008), han contado las patentes existentes sobre las
ficobiliproteinas y han encontrado 55 patentes sobre la produccion de ficobiliproteinas, 30
patentes en aplicaciones en la medicina, comida y otras areas y 236 patentes sobre la
aplicacion en la utilizacion de las propiedades fluorescentes de las ficobiliproteinas. Al menos
11 compafiias estdn actualmente produciendo y vendiendo ficobiliproteinas, derivados de
ficobiliproteinas o aplicaciones de ficobiliproteinas.

En los ultimos 10-15 afios, se ha incrementado el interés en el uso potencial de la
ficocianina en aplicaciones fluorescentes, nutracéuticas y farmacéuticas. La ficocianina ha
sido estabilizada quimicamente y por ingenieria de proteinas y nuevos procedimientos de
purificacion, ha sido posible obtener una ficocianina muy pura con alto rendimiento. Los
efectos positivos en la salud han sido relacionados al consumo de ficocianina purificada. A
pesar de que la mayoria de éstos siguen sin ser completamente comprendidos, el
reconocimiento de las semejanzas funcionales entre ficocianorubina y la forma natural del
antioxidante fisiolégico bilirrubina, ha transformado a la ficocianina en un futuro candidato
nutracéutico y farmacéutico. Exitosas aplicaciones nutracéuticas y farmacéuticas dependeran

de la produccién de ficocianina bajo condiciones bien controladas (Eriksen, 2008).
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Tabla I1. Potenciales farmacéuticos de la ficocianina, los mecanismos fisiologicos sugeridos

responsables de los efectos y los sistemas experimentales. Tomada de Eriksen (2008).

POTENCIALES FARMACEUTICOS Y SISTEMA REFERENCIA
MECANISMOS FISIOLOGICOS DE LA EXPERIMENTAL
FICOCIANINA
Actividad antioxidante y captadora de radicales
— - . - Romay et al.
Anti-inflamatorio, previene edemas de Ratones, in vivo
: : ) (1998)
glucosa oxidasa-inducidos
Anti-inflamatorio, reduce la colitis de acido Ratas, in vivo Gonzélez et al.
acético-inducido, capturador de radicales de (2007)
oxigeno
Previene arterioesclerosis por colesterol- Hamster, in vivo Riss et al.
inducido, aumentando los efectos (2007)
antioxidantes en las lipoproteinas de plasma
Previene dafio neuronal por &cido Kainico Ratas, in vivo Rimbau et al.
inducido, capturando radicales de oxigeno (1999)
Previene la formacion de piedras en el rifion Ratas in vivo Farooq et al.
por el &cido oxalico inducido, previene la (2004)
peroxidacion de lipidos
Previene la encefalopatia hepatica por Ratas in vivo Sathyasaikumar

tioacetamida-inducida, previene la et al. (2007)
peroxidacion de lipidos
Reduce la cardiotoxicidad de las drogas Cardiomiocitos de Kahn et al.
doxorubicina, capturando los radicales de ratas (2006)
0xigeno

Efectos en la expresion de genes o inhibicién de

enzimas
Anti-inflamatorio, reprime la expresion de la Linea celular de Chemg et al.
Oxido nitrico sintasa y reduce la sintesis de macrofagos (2007)
nitrito
Anti-agregacion de plaquetas, Plasma de conejo Chiu et al.
predominantemente debido a la inhibicion de (2006)

ciclooxigenasa

Anti-cancerogénico, induce la apoptosis en Células de Roy et al. (2007)
células humanas de carcinoma hepatocelular carcinoma
hepatocelular

Anti-cancerogénico, inhibe la proliferacion de Células de Liu et al. (2000)
celulas humanas de leucemia mieloide leucemia

mieldgena
Anti-cancerogeénico, induce la apoptosis de Células de Subhashini et al.
células humanas de leucemia mieloide leucemia (2004)

mielogena
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11.9. Extraccion y Purificacion de Ficocianina

La ficocianina puede ser extraida de cianobacterias y microalgas por diferentes
procedimientos, los cuales combinan rompimiento de paredes celulares y extraccién de
ficobiliproteinas solubles en agua dentro de medios acuosos (Eriksen, 2008). Las
ficobiliproteinas puras a partir de extractos crudos de alga son usualmente obtenidas por una
combinacion de diferentes métodos cromatograficos y precipitacion con sulfato de amonio. En
la Figura 3 se muestra un esquema general del proceso de extraccion y purificacion de
ficobiliproteinas (Tchernov et al., 1999).

Existen diversos métodos fisicos y quimicos para la ruptura celular y extraccion de
proteinas. La sonicacion en un bafio de agua de ultrasonido es una de las formas mas sencillas
de promover el rompimiento celular y ha sido cominmente usada con Porhyridium cruentum
y Synechococcus. La ruptura celular por prensa francesa se basa en la fuerza para tratar las
muestras como si fueran exprimidas por un millén de orificios por la presion, lo cual destruye
las células. Repetidos ciclos de congelacion y descongelacién de muestras en nitrogeno
liquido pueden ayudar al proceso de ruptura celular. Ademé&s, moliendo la muestra en un
moledor de tejidos resultar en el rompimiento celular (Sekar y Chandramohan, 2008).

Silveira et al. (2007), extrajeron ficocianina a partir de la cianobacteria, Spirulina
platensis, evaluando los efectos de temperatura y proporcion de biomasa-solvente en la
concentracion de ficocianina y la pureza del extracto, para determinar las condiciones 6ptimas
para la extraccion de ficocianina. Encontraron que las condiciones para la extraccion de
ficocianina de S. platensis fueron mas altas en una proporcion de biomasa- solvente de 0.08
g/ml a 25°C. Bajo dichas condiciones obtuvieron un extracto de ficocianina con concentracién
de 3.68 mg/ml y una pureza de 0.46.

A partir de biomasa himeda, ha sido extraida C-ficocianina sometiendo la biomasa a ciclos de
congelacién de -25 a -15°C o en nitrogeno liquido, y descongelando de 4 a 30 °C (Abalde, et
al., 1998; Minkova et al., 2003). Los ciclos de congelar/descongelar han sido la forma mas
eficiente de extraer C-ficocianina a partir de biomasa hiumeda de cianobacteria (Abalde et al.,
1998). La C-ficocianina también ha sido extraida después de ruptura celular mecéanica (Patel et
al., 2005), exposicion a altas presiones (Gardner et al., 1980), sonicacion (Abalde et al, 1998)
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y tratamiento con lisozimas

(Gardner et al.,

1980). También ha sido demostrado que

Klebsiella pneumonia viva es efectiva en lisar A. platensis y extraer C-ficocianina en 24 h

(Zhu et al., 2007).
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Figura 3. Extraccion y purificacic’m de ficobiliproteinas. Tomado de Prasanna et al. (2007).
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11.10. Cromatografia

Eisele et al. (2000), purificaron C-ficocianina a partir del alga roja, Cyanidium caldarium, un
alga que crece a temperaturas arriba de los 57°C y a un pH debajo de 0.05. Se estudiaron los
efectos de la temperatura sobre la estabilidad de la proteina a través de dicroismo circular y
espectroscopia de absorcion. La proteina no presenté cambios de 10 a 50°C, lo cual indic6 que
el aumento de temperaturas no es necesario para causar que la proteina este fotosintéticamente
activa. A 60 y 65°, temperaturas arriba de las cuales el alga puede sobrevivir, la proteina se
desnaturaliza de forma irreversible. La cromatografia de filtracion en gel demostré que la
irreversibilidad es causada por la disociacion de la proteina trimérica a sus polipéptidos
constitutivos. Al enfriarse, los polipéptidos a y B no volvieron a formar el trimero.

Minkova et al. (2003), purificaron C-ficocianina de Spirulina (Arthrospira) fusiformis,
por un tratamiento de pasos multiples del extracto crudo con rivanol en un radio 10:1 (v/v),
seguido por 40% de saturacion con sulfato de amonio. Después de remover el rivanol con
filtracion en gel de Sephadex G-25, la solucion de pigmento fue saturada con 70% de sulfato
de amonio. Después del ultimo paso de purificacion, C-ficocianina tuvo una emision y
absorcién maxima a 620 y 650 nm, respectivamente y un radio de absorbancia Agzo/Azgo de
4.3, el cual es especifico de las biliproteinas puras. Su homogeneidad fue demostrada por
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio, produciendo dos bandas de
peso molecular de 19 500 y 21 500 kDa, correspondientes a las subunidades o y B de los
pigmentos, respectivamente. La produccion de C-ficocianina fue de aprox. 46% de su
contenido en el extracto crudo.

Santiago-Santos et al. (2004), extrajeron y purificaron ficocianina a partir de Calothrix
sp., una cianobacteria aislada de campos de arroz en Cuernavaca, Morelos, México. La
ficocianina se extrajo con 2 mg de lisozimas/g biomasa humeda y purificada por
cromatografia anionica usando una columna de Q-Sepharose de flujo rapido y cromatografia
de interacciones hidrofébicas con una columna con grupos metilo como matriz. La proteina
purificada mostré un pl (punto isoeléctrico) de 5.2 y tuvo dos subunidades con peso molecular
aparente de 21-17 kDa cada una. El peso molecular estimado de la ficocianina nativa

purificada fue de 114 kDa, sugiriendo una estereoquimica de (af3)s.
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Patel et al. (2005), describieron un método cromatografico eficiente para la
purificacion de C-ficocianina a partir de tres especies de cianobacterias, Spirulina sp. (de agua
dulce), Phormidium sp. (agua marina) y Lyngbya sp. (agua marina). La purificacion de C-
ficocianina se realizd por un tratamiento de pasos multiples del extracto crudo por
precipitacion fraccional con sulfato de amonio, seguido por cromatografia de intercambio
anionico en la columna DEAE-Sepharose CL-6B. Se obtuvieron C-ficocianina de Spirulina
sp., Phormidium sp. y Lyngbya sp. con radios de pureza (Asxo/A2s) 4.42, 443 y 4.59,
respectivamente, la pureza y homogeneidad fueron confirmadas mediante electroforesis en
poliacrilamida de forma nativa y SDS-PAGE. Los pesos moleculares estimados para la C-
ficocianina de Spirulina, Phormidium y Lyngbya fueron de 112, 131 y 81 kDa,
respectivamente. SDS-PAGE de C-ficocianina pura mostré dos bandas correspondientes a las
subunidades a y B. Los resultados de SDS-PAGE demostraron el mismo peso molecular de la
subunidad B (24.4 kDa) para las tres especies de cianobacterias, mientras que el peso
molecular de la subunidad o fue diferente para todas (17 kDa Spirulina sp., 19. 1 kDa
Phormidium sp. y 15.2 kDa Lyngbya sp).

C-ficocianina pura ha sido obtenida principalmente de Spirulina (Arthrospira)
platensis por la combinacion de precipitacion con sulfato de amonio y diferentes métodos
cromatograficos (Minkova et al., 2003). Sin embargo, un procedimiento de purificacion que
funcione bien para una ficobiliproteina de un organismo puede no ser el método de eleccién
para la proteina correspondiente de otro organismo (Glazer, 1988).

La Tabla Il enlista una serie de procedimientos que han sido usados para la
purificacion de ficocianina a partir de extractos celulares. La precipitacion con sulfato de
amonio combinada con una variedad de principios cromatograficos han sido empleados para

obtener ficocianina con grado alimenticio, reactivo y analitico (Eriksen, 2008).
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Tabla I11. Procedimientos usados para la purificacién de ficocianina con pureza final. Tomado
de Eriksen (2008). “Centrifugacion, dialisis y filtracion no son incluidas

NUMERO Y TIPOS DE

OPERACIONES® ESPECIES (" 2"\ REFERENCIA
METODOS CROMATOGRAFICOS (Acao/Azeo)

1. Precipitacion con (NH;)2SOy, Spirulina sp. 4.42 Patel et al.,
2.Cromatografia de intercambio ionico. 2005
1. Precipitacion con (NH;)2SOy, Phormidium sp. 4.43 Patel et al.,
2.Cromatografia de intercambio ionico. 2005
1. Precipitacion con (NH;)2SOy, Lyngbya sp. 4.59 Patel et al.,
2.Cromatografia de intercambio ionico. 2005
1. Tratamiento con rivanol, 2. S. fusiformis 4.30 Minkova et al.,
Precipitacion con (NH;),SO,, 3. 2003
Filtracion en gel, 4. Precipitacion con
(NH,4),SO,
1. Cromatografia con cama expandida de S. platensis 3.64 Niu et al., 2007
adsorcion, 2. Cromatografia de
intercambio anionico
1. Cromatografia de interacciones Synechochoccus 4.85 Abalde et al.,
hidrofobicas, 2. Cromatografia de sp. 1998
intercambio i6nico
1. Precipitacion con (NH;)2SQO,, 2. 0. 3.31 Soni et al.,
Cromatografia de exclusion por tamafio, quadripunctulat 2006
3. Cromatografia de intercambio aniénico a
1. Precipitacion con (NH;)2SOy, 2. A. flosaquae 4.78 Benedetti et al.,
Cromatografia con hidroxiapatita 2006
(interacciones electrostaticas)
1. Fraccionamiento con (NH4),SQOy, 2. P. fragile 452 Soni y Trivedi,
Cromatografia de interacciones 2008
hidrofobicas
1. Fraccionamiento con (NH,4),SO,, Aphanothece 4.8 Hilditch et al.,
2.Cromatografia de intercambio ionico, 3. halophytica 1991
Filtracion en gel.
1. Tratamiento con lisozimas, Calothrix sp. 3.5 Santiago-
2.Cromatografia de intercambio i6nico, 3. Santos et al.,
Cromatografia de interacciones 2004
hidrofobicas
1. Adsorcion con quitosano, 2. Extraccion S. platensis 51 Patil et al.,
con dos fases acuosas combinado con 2006

extraccion con dos fases acuosas y
métodos cromatograficos
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11.11 .Pureza

En numerosas publicaciones el criterio usado para determinar la pureza de preparaciones de
ficocianina esta basado en la proporcién entre absorbancia de las ficocianobilinas a 620 nm,
Ag20 Y aminoécidos aromaticos en todas las proteinas en la preparacion a 280 nm, Aggo. Las
preparaciones de C-ficocianina con Ago/A2go mayores que 0.7 fueron considerados de calidad
alimentaria por Rito-Palomares et al. (2001), mientras que Agszo/Azgo de 3.9 fueron

considerados de grado reactivo y Aszo/Azso mayores que 4.0 de grado analitico (Eriksen, 2008).

11.12. Rhodosorus marinus como Fuente de Ficobiliproteinas

Las algas y sus derivados se estan produciendo comercialmente a nivel mundial, sobresaliendo
los géneros Dunaliella, Spirulina, Porphyridium, Botryococcus, lIsochrysis, Chlorella y
Hematococcus. Sin embargo, se estima que sélo un 10% de las especies existentes han sido
estudiadas, con la finalidad de conocer su fisiologia y potencialidad (Molina et al., 2007;
Sawraj et al., 2005).

Entre las microalgas de interés como productoras de ficobiliproteinas y de
exopolisacaridos se encuentra la microalga roja Rhodosorus marinus, de tipo cosmopolita,
unicelular que mide entre 4.5 y 11.5 um de diametro. A partir de esta microalga se han
descrito estudios sobre fotosintesis, agregacion de célula-exopolisacaridos, reologia del
cultivo, purificacion, caracterizacion y evaluacion de actividad antiproliferativa in vitro de B-
ficoeritrina (Enriquez-Guevara, 2006; Molina et al., 2007; Basaca-Loya et al., 2009; Rascon-
Durén, 2009).

Basaca-Loya et al. (2009), reportd la purificacion de B-ficoeritrina de la microalga
roja, Rhodosorus marinus, mediante la fragmentacién manual y sonicacion de las células, con
la purificacion mediante precipitacién con sulfato de amonio y cromatografia de exclusion por
tamafio e intercambio anidnico, asi como por cromatografia liquida de alta resolucion por

medio de la cual obtuvieron ficoeritrina con pureza de 4.8.
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111. JUSTIFICACION

Actualmente no se tienen reportes de investigacion sobre purificacion de ficocianina a partir
de su obtencion de la microalga Rhodosorus marinus. Debido a la importancia biotecnoldgica
de la ficocianina por la alta demanda de este compuesto puro en el mercado lo cual hace
atractivo desarrollar tecnologias para su purificacion y con base en los estudios de la
microalga R. marinus en el laboratorio, asi como su répido y facil crecimiento bajo
condiciones de laboratorio, en el presente trabajo se pretende purificar la ficocianina obtenida
a partir de la microalga roja, R. marinus, a través de precipitacién con sulfato de amonio,

cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio aniénico y HPLC.
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IV. HIPOTESIS

Aplicando los métodos basicos de purificacion de ficobiliproteinas sera posible purificar la
ficocianina con alto grado de pureza obtenida a partir de la microalga roja Rhodosorus
marinus. Debido a que estudios previos del espectro UV-visible de extractos de la microalga
roja mencionada muestran la presencia de ficocianina y los métodos de purificacion aplicados

son usualmente utilizados para la purificacion de la misma proteina en otros organismos.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Purificar ficocianina obtenida a partir de la microalga roja Rhodosorus marinus.

V.2. Objetivos Especificos

a) Cultivar la microalga Rhodosorus marinus.
b) Extraer la ficocianina de la biomasa del alga roja Rhodosorus marinus.
c¢) Purificar la ficocianina a un grado de pureza analitico (pureza >4).

d) Caracterizar la ficocianina mediante electroforesis y espectro UV-visible
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VI. METODOLOGIA

VI1.1. Cultivo de Rhodosorus marinus

La microalga roja, Rhodosorus marinus (UTEX 1723), fue obtenida de la coleccién de algas
de la Universidad de Texas. El cultivo se realizé en base a las especificaciones descritas por
Bésaca-Loya (2009).

VI1.1.1. Preparacion del Material para Cultivo

El cultivo se llevd a cabo en garrafones de cristal con 12 L de agua de mar con un rango de
salinidad de 35 - 38. La esterilizacion de los garrafones junto con los 12 L de agua de mar se
realiz6 afiadiendo 1.5 ml de hipoclorito de sodio al 5% (blanqueador comercial) y se dejo
durante 12 horas a temperatura ambiente con aeracion y agitacion constante, para lo cual se
utilizaron bombas de aire. Posteriormente se agregd 1.5 ml de tiosulfato de sodio (150mg/ml)
y se mantuvo durante 12 horas bajo las condiciones anteriormente descritas, al finalizar se

agregd el medio de cultivo (Bésaca-Loya, 2009).

V1.1.2. Medio de Cultivo

Se utilizo el medio Ersdchreiber (Rosowski y Parker, 1971), para el crecimiento de la
microalga, R. marinus. La composicion del medio se describe en la Tabla IV. El volumen de

cada constituyente se prepar6 en base a 12 L de agua de mar.
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V1.1.3. Método de Cultivo

El cultivo inicial de la microalga se realizd en tubos de ensaye de 10 ml, los cuales fueron

posteriormente transferidos a matraces de 250 ml y finalmente a garrafones de cristal con un

volumen de 12 L de agua de mar. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 19.8° (+/-

5°) con iluminacién constante utilizando ldmparas de luz blanca fluorescente de 40 watts. Para

asegurar la oxigenacion y agitacion constante del medio, los recipientes fueron conectados a

bombas de aire con filtros para evitar su contaminacion.

Tabla IV. Composicion del medio Ersdchreiber.

CONSTITUYENTES FORMULA CONCENTRACION
Nutrientes Mayores 9/10 ml de agua destilada
Nitrato de sodio NaNO;3 0.2
Fosfato de sodio monobasico NaH,PO4.H,0O 0.03
Solucién de Metales Traza mg/1000 ml de agua destilada
Cloruro férrico FeCl3.6H,0 97
Cloruro manganoso MnCl,.4H,0 41
Cloruro de zinc ZnCl, 5
Cloruro de cobalto CoCl,.6H,0 2
Molibdato de sodio Na,Mo00,.2H,0 4
Solucioén de Vitamina mg/100 ml de agua destilada
Tiamina C12H17N40OS 20
Biotina C1oH1sN203S 1
Cianocobalamina (B1) Ce3HgsCON14P 10
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V1.2. Obtencion de Biomasa

Para la obtencién de biomasa de R. marinus, el cultivo se dejo reposar unas horas
(aproximadamente 5 horas) hasta lograr la sedimentacion celular. Posteriormente, se elimino
la mayor cantidad de sobrenadante por decantacion y se centrifugdé el sedimento obtenido para
eliminar el agua restante. La centrifugacion se realizé a 1157 g (3000 r.p.m.) (Eppendorf™,
modelo 5804R) durante 5 minutos a 4°C. La biomasa obtenida se congel6 alrededor de 15
minutos a -20°C para su posterior liofilizacion, (Freezone 6 Plus de Labconco™). A partir de

la biomasa liofilizada se llevé a cabo la extraccion y purificacion de ficocianina.

V1.3. Extraccion y Purificacion de Ficocianina

V1.3.1. Extraccion y Precipitacion de Proteinas

Para la extraccion de proteinas de R. marinus, se sigui6 la metodologia descrita por Basaca-
Loya (2009). Se pesaron 4 gramos de biomasa liofilizada de microalga, la cual fue
resuspendida en 180 ml buffer de fosfatos/NaCl (0.010 M de Na;HPQy, 0.1 M NaCl, pH 7.0)
previamente refrigerado. La suspension se depositd en un mortero y se coloco en refrigeracion
a -20°C durante aprox. 20 min hasta punto de hielo. Posteriormente se realizd el
fraccionamiento celular en el mortero durante 5 minutos, al finalizar, la muestra fue
transferida a un vaso de precipitado para sonicar en frio durante 30 min. El vaso de precipitado
se mantuvo envuelto en papel aluminio para reducir, en lo posible, la exposicién de las
proteinas a la luz. Después de la sonicacion, la muestra se centrifugd a 3214 g (5000 r.p.m.) a
4°C por 10 minutos, el precipitado se descartd y el sobrenadante se filtro a través de un filtro
de fibra de vidrio Whatman con poro de 1pm.

La precipitacion de proteinas se realiz6 mediante una saturacién doble con sulfato de

amonio ((NH4),SO,). La primera saturacion fue al 40% con sulfato de amonio el cual se
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agrego al sobrenadante filtrado, se mantuvo en agitacion constante a 4°C durante 3 horas.
Transcurrido el tiempo, la muestra se centrifugé a 1157 g (3000 r.p.m) a 4°C durante 10
minutos. Se descarto el precipitado y al sobrenadante obtenido se le realiz6 una segunda
saturacion al 60% con sulfato de amonio, se dejo en agitacion constante a 4°C durante 12
horas. Nuevamente la muestra se centrifugd bajo las condiciones anteriormente descritas, se

descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 30 ml de buffer de fosfatos.

V1.3.2. Cromatografia de Filtracion en Gel

La muestra obtenida de la precipitacion de proteinas con sal fue desalada a partir de una
cromatografia de exclusion por tamafio. Se utilizé una columna de 17.5 cm de altura 'y 2.5 cm
de didmetro empaquetada con una matriz de Sephadex G-25 (SIGMA), hidratada con un
buffer de fosfato (0.010 M de Na,HPO,.7H,0 y 0.1 M de NaCl a pH 7.0). La recoleccion de
fracciones se realiz6 con un flujo constante de 1 ml/min. Colectando 3 ml por fraccién (tubo).
Se mantuvo un flujo constante controlado por un sistema de bomba peristaltica de flujo
variable (modelo 3389, VWR™) conectada a la columna. Las fracciones colectadas fueron
analizadas con espectrofotometro UV/VIS y aquéllas que presentaron absorbancia a 280 nm se

juntaron en un pool, el cual se aplicé a la cromatografia de intercambio aniénico.

V1.3.3. Cromatografia de Intercambio Anidnico

Para realizar la cromatografia de intercambio anionico se emple6 una columna pre-empacada
de Intercambio Anidnico en Q-Sepharosa (HiPrep™ 16/10 Q XL), equilibrada con buffer de
fosfatos (0.010 M de Na,HPO,4.7H,O y 0.1 M de NaCl a pH 7.0). Para la elucion de las
fracciones se usaron tres buffers con diferente fuerza ionica: 1) 0.010 M de Na;HPO,.7H,0 y
0.1 M de NaCl; 2) 0.010 M de Na;HPO,.7H,O y 0.25 M de NaCl; y 3) 0.010 M de
Na,HPO,.7H,O0 y 0.5 M de NaCl. Se agregaron 10 ml de muestra proveniente de la
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cromatografia de exclusion por tamafio, previamente filtrada en filtro de fibra de vidrio
Whatman (poro de 1 pm). Para separar las diferentes fracciones se aplicaron 40 ml de cada
buffer en el orden descrito (de menor a mayor fuerza idnica). Se colectaron fracciones de 3 ml
con un flujo constante de 1ml/min. Las fracciones fueron analizadas por espectrofotometria
midiendo la absorbancia a 280, 545, 615 y 652 nm, longitudes de onda a las cuales absorben
las proteinas, ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina, respectivamente. Las fracciones que
presentaron ficocianina con grado de pureza mayor a 3 (pureza grado reactivo segun Eriksen,
2008) fueron mezcladas en un pool etiquetado como “Fraccion 17, las fracciones con pureza
de 2 a 3 como “Fraccion 2” y las fracciones con pureza de 1 a 2 “Fraccion 3, dichas

fracciones fueron posteriormente aplicadas en la cromatografia liquida de alta resolucion.

V1.3.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Los pool de fracciones de ficocianina con diferente grado de pureza fueron sometidos al
sistema (Agilent serie 1100) de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus
siglas en inglés), en una columna Zorbax GF-250 (0.94 x 25 cm, Agilent'™), la cual fue pre-
equilibrada con buffer de fosfatos (0.010 M de Na,HPO,.7H,0 y 0.1 M de NaCl a pH 7.0). La
muestra se filtr6 por una membrana de poro de 0.2 , previo a su inyeccién en un loop de 2
ml. La elucidn de la muestra se llevé a cabo durante 30 minutos, usando el mismo buffer de
fosfatos con un flujo constante de 0.5 ml/min y colectando fracciones de 1.5 ml por tubo. Las

fracciones fueron analizadas por espectrofotometria.
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V1.4. Caracterizacion de Ficocianina

V1.4.1. Determinacion de Pureza

La pureza de los extractos de ficocianina fue monitoreada espectrofotométricamente durante
los diferentes pasos de extraccion y purificacion, comparando la absorcion méxima de la
ficocianina (As15) con la de todas las proteinas (Azgo) es decir, la proporcion de Agis/Asso
(Abalde et al., 1998). As15/A250 = Pureza de Ficocianina.

Las fracciones con Agi15/A280 > 4 fueron consideradas como fracciones con contenido de

ficocianina pura de grado analitico segun lo establecido por Eriksen (2008).

V1.4.2. Concentracion de Ficocianina

La concentracion de ficocianina (PC) fue monitoreada en los diferentes pasos de extraccion y
purificacion. La concentracion fue calculada por espectrofotometria de absorcién a 652 y 615
nm, longitudes en las cuales absorben la aloficocianina y ficocianina, respectivamente,

aplicando la ecuacion descrita por Abalde et al. (1998).

PC (mg/ml) = (A615 — 0.474 (A652))
5.34

V1.4.3. Determinacion de Peso molecular por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Para la determinacion del peso molecular de la ficocianina, se realizé Electroforesis vertical en

Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE por sus siglas en inglés). El
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gel de poliacrilamida se preparé al 16.5 % (p/v) de 1.0 mm de grosor. La electroforesis se
realizd en condiciones reductoras y desnaturalizantes utilizando dodecil sulfato de sodio al
0.1% (p/v) y 2-Mercaptoetanol, a temperatura ambiente. Para la visualizacion de los geles se
aplico la tincion de azul de coomassie y para calibracion se usaron estandares de masa
molecular de proteinas (SIGMA).
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VIl. RESULTADOS

VI1.1. Cultivo de Rhodosorus marinus

VI11.1.1. Obtencién de Biomasa

El cultivo de la microalga, R. marinus, tuvo una duracion aproximada de un mes y se obtuvo

una produccion de 5 g de biomasa liofilizada por cada 12 L de cultivo.

VI11.2. Purificacion de Ficocianina

VI1.2.1. Extraccion y Precipitacion de Proteinas

Se obtuvo el extracto crudo a partir de 4 g de biomasa liofilizada de R. marinus resuspendida
inicialmente en 180 ml de buffer de fosfato/NaCl. Posterior a la fragmentacion celular,
sonicacion y centrifugacion descritas en la metodologia, se obtuvieron 142 ml de extracto
crudo con el cual se realizé la precipitacion de proteinas saturando con sulfato de amonio al 40
%, se determind la pureza y concentracion de ficocianina por medio de espectrofotometria
(Figura 4). Se obtuvo una pureza de ficocianina de 1.18 y una concentracion de 0.0535 mg/ml
de ficocianina en un volumen total de 142 ml. Posterior a la segunda saturacién con sulfato de
amonio al 60 %, se resuspendié el precipitado en 30 ml de buffer de fosfato y se aplico un
barrido espectral (Figura 5) para determinar la pureza y concentracion de ficocianina, dando
como resultado 1.50 de pureza y 0.0577 mg/ml de ficocianina en un volumen total de 30 ml.

El espectro de absorcion del extracto crudo de R. marinus, posterior a la precipitacion

de proteinas con sulfato de amonio al 40% mostré picos maximos a 570 y 619 nm
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(absorbancia de 0.522 y 0.479, respectivamente), longitudes cercanas a las cuales absorben la
ficoeritrina y ficocianina (545 y 615 nm, respectivamente) (Figura 4).

En la figura 5, se observa el espectro de absorcion de la muestra de R. marinus,
posterior a la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio al 60%. Se observa un pico
méaximo alrededor de los 625 nm, longitud cercana a la cual absorbe la ficocianina (615 nm)
lo cual indica una mayor cantidad de dicha proteina comparada con la precipitacion anterior

(sulfato de amonio al 40%).

6

=
"

Absorbancia

250 Longitud de onda (nm) 700

Figura 4. Barrido espectral del extracto crudo de R. marinus, posterior a la precipitacion de
proteinas con sulfato de amonio (40% de saturacion).
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Figura 5. Barrido espectral del extracto crudo de R. marinus, posterior a la precipitacion de

proteinas con sulfato de amonio (60% de saturacion).

VI11.2.2. Cromatografia de Filtracion en Gel

El precipitado obtenido por la saturacion con sulfato de amonio al 60% Yy resuspendido en 30
ml de buffer de fosfatos, se aplico en la cromatografia de filtracion en gel con Sephadex G-25,
obteniendo fracciones de 3 ml c/u. Se determiné la absorbancia a 280 nm para localizar las
fracciones que contenian proteina (Figura 6). Se form6 un pool con dichas fracciones
(fracciones 11 a la 16). Se realizd un barrido espectral al pool de fracciones con el cual se
determind la pureza y concentracién de ficocianina en 1.48 y 0.0653 mg/ml, respectivamente.
Posteriormente el pool de fracciones se aplicé a la cromatografia de intercambio anidnico
(Figura 7).

38



0.450
g
=
=
= =]
[}
-]
]
o
¥
=
o)
=
i
(=]
(e
=
-
D.'D A W R R S N N A W
0 3 10 15 20 25
Fracciones

Figura 6. Grafica de absorbancia a 280 nm de las fracciones obtenidas a partir de Sephadex G-
25. Se observa que las fracciones 11 a la 16 presentan absorbancia a los 280 nm, caracteristico
de las proteinas.
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Figura 7. Barrido espectral de pool de fracciones con proteina obtenido a partir de Sephadex
G-25. Se observa un pico alrededor de los 625 nm, caracteristicos de ficocianina.

VI11.2.3. Cromatografia de Intercambio Anidnico

Los resultados muestran que un gradiente de fuerza idnica discontinuo con diferentes
concentraciones de NaCl en fosfato de sodio 0.01 M (pH 7.0) fue eficiente para la separacion

de ficocianina del resto de las ficobiliproteinas. La elucion por intercambio anionico se realizo
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a concentraciones de 0.1, 0.25 y 0.5 M de NaCl. La ficocianina eluyd usando la concentracion
de 0.1 M de NaCl, mientras que la aloficocianina y la ficoeritrina se obtuvieron aplicando la
concentracion de 0.25 y 0.5 M de NaCl. Se obtuvieron fracciones de 3 ml c/u, realizando
lecturas de absorbancia a 280 nm para determinar la presencia de proteinas y a 545, 615 y 650
nm para localizar fracciones que contenian ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina,
respectivamente (Figura 8).

Aplicando la ecuacién de Abalde et al. (1998), se determiné la pureza de ficocianina en
cada fraccion, las fracciones con Agis/Azg0 > 3 se juntaron en un pool denominado “Fraccion
17, fracciones de Agis/Az80> 2 < 3 se mezclaron en la “Fraccion 27 y fracciones con Agis/Azgo >
1 <2 formaron la “Fraccion 3”. A las fracciones anteriores se les realizd un barrido espectral
(Figura 9) y se determind su pureza y concentracion de ficocianina.

En los espectros para las fracciones 1, 2 y 3 de ficocianina obtenidos a partir de R.
marinus, se observa el pico caracteristico de ficocianina a los 615 nm y un pico a los 280 nm
de las proteinas. La pureza y concentracion de ficocianina en las fracciones 1, 2 y 3 fue de
3.38, 2.61 y 1.62 de pureza, respectivamente, mientras que la concentracion fue de 0.0408,

0.0478 y 0.0194 mg/ml, respectivamente.

Espectro de fracciones a partir de cromatografia
de intercambio anidnico

0.6

0.5 .
o —=— Ficoeritrina
D 0.4 545 nm
5 03 =2 Ficocianina
ﬁg ’ - 615 nm
w02 —a&— Aloficocianina
e
= 652 nm

0.1

0

0 5 10 15 20 25 30 a5
Fracciones

Figura 8. Espectro de fracciones de cromatografia de Intercambio Anidnico. La absorbancia
para ficoeritrina (545 nm), ficocianina (615 nm) y aloficocianina (650 nm) para cada fraccion
se representa por la linea roja, azul y morada, respectivamente.
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Figura 9. Espectro de pool de ficocianina a partir de la cromatografia de Intercambio
Anidnico, a) Fraccion 1 (Pureza > 3), b) Fraccion 2 (Pureza >2 < 3) y ¢) Fraccion 3 (Pureza >
1<2).

VI11.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Para elevar la pureza de la ficocianina en las fracciones 1, 2 y 3 colectadas en la cromatografia
de intercambio anidnico, éstas fueron sometidas a cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). A las fracciones resultantes de HPLC se les aplic6 un barrido espectral para
determinar grado de pureza y concentracion de ficocianina. Las fracciones con Agis/Asgo > 4
se juntaron en un pool denominado “Fraccion 1 HPLC”, fracciones con Agis/Azgo > 3 < 4 se
mezclaron en la “Fraccion 2 HPLC” y las fracciones con Agis/Azg > 1 < 3 formaron la
“Fraccion 3 HPLC”. En la Figura 10 se muestra el barrido espectral realizado a las tres
fracciones anteriores provenientes de HPLC.

La pureza y concentracion de ficocianina en las fracciones de HPCL 1, 2 y 3 fueron de
4.25, 5.19 y 3.6 de pureza respectivamente con 0.0243, 0,0528 y 0.0039 mg/ml de

concentracion de dicha proteina.
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En los espectros de la Figura 10, la ficocianina se encuentra presente con un pico
caracteristico a los 615 nm. También se observan dos picos menores alrededor de los 280 y
350 nm.

Con la aplicacion de los diferentes pasos de extraccion y purificacion de ficocianina a
partir del extracto crudo saturado con sulfato de amonio (40%) de R. marinus, con pureza de
1.18 se logrd obtener una pureza final de 4.25, 5.19 y 3.6 para las fracciones 1, 2 y 3
respectivamente, posterior a la aplicacion de la Cromatografia liquida de alta resolucion. En la
Figura 11 se muestran los espectros de absorcion obtenidos durante los diferentes pasos de

extraccion y purificacion de ficocianina.
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Figura 10. Barrido espectral de fracciones obtenidas por HPLC, a) Fraccion 1 HPLC, b)
Fraccién 2 HPLC y c) Fraccién 3 HPLC.
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Figura 11. Espectros de absorcion durante los diferentes pasos de extraccién y purificacion de
ficocianina: saturacion con sulfato de amonio al 40% (- -), saturacion con sulfato de amonio
al 60% (+**), cromatografia de filtracion en gel (- - -), cromatografia de intercambio anidnico
(— ), cromatografia liquida de alta resolucion (—).

VI11.2.5. Sumario de Pureza contra Concentracion de Ficocianina

La pureza y concentracion de ficocianina fue monitoreada espectrofotométricamente durante
los procesos de extraccion y purificacion. En la Tabla V se muestra la evolucién de ambas
variables en los diferentes pasos efectuados para la extraccion y purificacion de dicha proteina,
también se presentan los volumenes obtenidos en cada paso y el incremento de pureza.

En la Tabla VI se observa que el grado de pureza de ficocianina aumenta con forme
avanza el proceso de purificacion, alcanzando el grado de pureza analitico (mayor a 4) por la
aplicacion de cromatografia de liquida de alta resolucion.

En la Figura 12 se muestra la pureza de la Fraccion 1 (Pureza >3 en la Cromatografia
de Intercambio Anidnico). Se observa como la pureza de la Fraccion 1 aumenta, lo mismo
ocurre para la fraccion 2 y 3.

La concentracion de ficocianina para las fracciones 1, 2 y 3 provenientes de HPLC fue

de 0.0243, 0.0528 y 0.0039, respectivamente. La suma final de la concentracion de ficocianina
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obtenida durante el presente trabajo fue de 0.081 mg/ml de ficocianina a partir de 4 g de

biomasa liofilizada de R. marinus.

Tabla V. Sumario de pureza, incremento de pureza, concentracion y volumen de fraccién con
ficocianina en los diferentes pasos de purificacion a partir de la microalga roja, R. marinus.
*La precipitacion con sulfato de amonio al 60% se realiz6 con un volumen de muestra de 150
ml, posterior a la centrifugacion, el precipitado fue resuspendido en 30 ml de buffer de

fosfatos, a dicha muestra se determino espectro de absorbancia.

PASOS DE .
. INCREMENTO CONCENTRACION VOLUMEN
EXTRACCION Y PUREZA
, DE PUREZA (mg/ml) (ml)
PURIFICACION
Precipitacion con
1.18 - 0.0535 142
(NH,4)2S04 (40%)
Precipitacion con
1.50 1.27 0.0577 30*
(NH4)2S0O4 (60%)
Filtracion en Gel G-25 1.48 0.98 0.0653 30
Frac1P>3 3.38 2.28 0.0408 21
2 | Frac2P>2<
g 2 2.61 1.76 0.0478 47
T 5 3
[ =
S <
= <L | Frac3P>1<
— 5 1.62 1.09 0.0194 26
Frac 1 HPLC 4.25 1.25 0.0243 5
@)
=l Frac 2 HPLC 5.19 1.67 0.0528 11
- Frac 3 HPLC 3.6 2.43 0.0039 35
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Figura 12. Pureza de la Fraccion 1 (Pureza de ficocianina > 3 en la cromatografia de
Intercambio Anionico). Donde en el eje X: 1) Precipitacién con (NH4),SO, (40%), 2)
Precipitacion con (NH4),SO, (60%), 3) Filtracion en Gel G-25, 4) cromatografia de
Intercambio Aniénico, 5) HPLC.

VI11.2.6. Determinacion de Peso Molecular por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Los resultados de electroforesis para determinar el peso molecular de las subunidades de la
ficocianina purificada a grado analitico mediante HPLC, mostré la presencia de dos bandas
caracteristicas de las subunidades a y B de ficocianina, cuyos pesos fueron calculados en 18.4

y 20.6 kDa, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. PAGE-SDS de pool de ficocianina con pureza mayor a 4 obtenida por HLC
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VIII. DISCUSION

El cultivo de la microalga, R. marinus, con una duracion aproximada de un mes, se obtuvo una
produccién de 5 g de biomasa liofilizada por cada 12 L de cultivo, resultados que concuerdan

con los reportados por Basaca Loya et al (2009).

VII1.1. Extraccion y Precipitacion de Proteinas

El espectro de absorcion del extracto crudo de R. marinus, posterior a la precipitacion de
proteinas con sulfato de amonio al 40% mostré picos maximos a 570 y 619 nm, resultados
que coinciden con el espectro reportado por Patel et al (2005), del extracto crudo de la
cianobacteria Lyngbya sp., posterior a la precipitacion con sulfato de amonio (50%
saturacion), cuyo espectro muestra un pico ancho alrededor de los 300 a 400 nm, el cual
representa a las proteinas contaminantes y un pico mayor a los 620 nm, caracteristico de la
ficocianina (Figura 14).

La pureza de 1.5 de ficocianina obtenida para el extracto crudo de R. marinus,
posterior a la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio al 60%, es mayor al reportado
por Abalde et al. (1998), quien determiné el valor de pureza de ficocianina del extracto crudo
de la cianobacteria Synechococcus sp. 109201, en 0.43, aplicando un método de congelacion a
-21°C y descongelacién a 4°C, y una solucion alcalina para la extraccion de proteinas
(NaHCO;3; g/L y CaCO; g/L, pH = 10.5). Para el mismo extracto, Abalde et al. (1998),
obtuvieron una concentracion de ficocianina de 0.0271 mg/ml. En este trabajo se obtuvo
0.0577 mg/ml de ficocianina, lo cual indica que se obtuvo mas del doble de lo reportado en la
literatura.

Patel et al. (2005), determinaron la pureza de ficocianina de los extractos crudos
sometidos a precipitacién con sulfato de amonio al 25 y 50% de saturacidn para tres especies
de cianobacterias, Spirulina sp., Phormidium sp. y Lyngbya sp. En la Tabla VI se comparan
los datos de pureza de ficocianina obtenidos por dichos investigadores con los resultados del

presente trabajo.
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El grado de pureza de 1.18 obtenido a partir de R. marinus, con una saturacion de 40% en
lugar de 25% de sulfato de amonio, muestra ser mayor al obtenido por Patel et al. (2005), para
las tres cianobacterias, mientras que la pureza de 1.5 obtenida con saturacion al 60% para R.
marinus, muestra ser mayor en comparacion con la obtenida para Lyngbya sp. (Pureza de

1.46), en la investigacion antes mencionada.

Lynghya sp.

Absorbancia

300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de absorcion reportado por Patel et al (2005), del extracto crudo de la
cianobacteria Lyngbya sp., posterior a la precipitaciéon con sulfato de amonio (50%
saturacion).

Tabla VI. Tabla comparativa de los indices de pureza de ficocianina de la precipitacion de
proteinas calculada para R. marinus, contra los calculados por Patel et al. (2005), para
Spirulina sp., Phormidium sp. y Lyngbya sp.

Rhodosorus Spirulina Phormidium  Lyngbya
PASOS DE marinus PASOS DE sp. sp. sp.
- PURIFICA
PURIFICACION PUREZA DE _CION
FICOCIANINA PUREZA DE FICOCIANINA
Precipita-
Precipitacion con cién con
(NH,),S0, (40%) 118 (NH),S0, 082 0.73 0.91
(25%)
Precipita-
Precipitacion con .cién con
(NH,),S0; (60%) 1.50 (NH.),SO, 2.66 1.62 1.46
(50%)
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VI11.2. Cromatografias

Los espectros obtenidos para las fracciones de R. marinus, provenientes de la cromatografia de
intercambio anionico corresponden al reportado por Abalde et al. (1998), para la ficocianina
obtenida de la cianobacteria Synechococcus sp. 109201, a partir de cromatografia por
intercambio i6nico (Figura 15), en la cual detectaron dos picos mayores a 620 nm y 280 nm
(caracteristico de ficocianina y proteinas, respectivamente), el ancho del pico a 280 nm

corresponde a moléculas contaminantes presentes en el extracto crudo.

2.0

1.6 {4 Synechococcus sp. 109201

1.2

Absorbancia

0.8 1

0.4 4

0.0

280
Longitud de onda (nm) 700

Figura 15. Espectro de ficocianina extraida de la cianobacteria Synechococcus sp. 109201, a
partir de cromatografia por intercambio idnico reportado por Abalde et al. (1998).

Abalde et al. (1998), obtuvieron ficocianina con pureza 4.5 extraida a partir de la
cianobacteria Synechococcus sp. 109201, por cromatografia de intercambio i6nico en una
columna de Q-Sepharosa, posterior a su purificacién por cromatografia de interacciones
hidrofobicas (pureza de ficocianina 3.8). En comparacion con la pureza obtenida para R.

marinus, a partir de cromatografia de intercambio anionico con fracciones de pureza desde
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1.62 hasta 3.38, poseen valores cercanos, mientras que los valores de pureza obtenidos para R.
marinus, aplicando HPLC resultaron en fracciones con pureza desde 3.6 hasta 5.19, este
ultimo valor es mayor al alcanzado por Abalde et al. (1998), (pureza 4.5), aplicando la
cromatografia de intercambio anionico.

Santiago-Santos et al. (2004), purificaron ficocianina a partir de la cianobacteria
Calothrix sp. Posterior a la aplicacion de cromatografia de intercambio anionico (Q-
Sepharosa) reportaron un espectro de absorcion con presencia de un pico mayor a 620 nm,
correspondiente a la ficocianina y un pico menor a 280 nm, correspondiente a otras proteinas
contaminantes. Los resultados anteriores concuerdan con los obtenidos para R. marinus en la
presente investigacion. Por otro lado, los resultados de ficocianina sobre el indice de pureza de
2.2, obtenido por los mismos autores, muestran ser menores a lo calculado para R. marinus,
con una pureza maxima de 3.38.

Hilditch et al. (1991), a partir de la cianobacteria Aphanothece halophytica, lograron
incrementar la pureza de extractos crudos expuestos a fraccionamiento con sulfato de amonio,
aplicando cromatografia de intercambio anidnico, pasando de un grado de pureza de 1.4 a 3.5.
Adicionando la cromatografia por filtracion en gel en Shepadex G100, lograron incrementar
hasta 4.6 de pureza. En comparacion con lo obtenido en el presente estudio, pureza de 3.38 por
cromatografia de intercambio anionico, hasta 5.19 por HPLC, dicho valor supera el reportado
en la investigacion anterior.

En los espectros obtenidos para las fracciones provenientes de cromatografia liquida de
alta resolucion para R. marinus, la ficocianina se encuentra presente con un pico caracteristico
a los 615 nm y dos picos menores alrededor de los 280 y 350 nm. Los picos anteriores
concuerdan con los reportados por Hilditch et al. (1991), para la ficocianina purificada de la
cianobacteria Aphanothece halophytica (Figura 16). Hilditch et al. (1991), determinaron que
los picos encontrados corresponden a la C-Ficocianina, cuyo indice de pureza fue de 4.8, valor
superado por el obtenido para la Fraccion 2 HPLC de R. marinus, con pureza de 5.19.

Santiagos-Santos et al. (2004), tras aplicar cromatografia de intercambio aniénico al
extracto de la cianobacteria Calothrix sp. obtuvieron una fraccion con 2.2 de pureza de
ficocianina e incrementaron dicha pureza a 3.4 al implementar la cromatografia de

interacciones hidrofobicas. Los valores anteriores también son superados por los obtenidos
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con R. marinus, presentando un grado de pureza de 3.38 y 5.19 a partir de cromatografia de

intercambio anionico y HPLC, respectivamente.

20 -
Aphanothece halophytica

Absorbancia

1 |
300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectro de Absorcién de C-Ficocianina reportado por Hilditch et al. (1991).
Exhibiendo picos caracteristicos a 280, 360 y 620 nm.

La concentracion de ficocianina obtenida durante el presente trabajo fue de 0.081
mg/ml de ficocianina a partir de 4 g de biomasa liofilizada de R. marinus. Béasaca-Loya
(2010), reporto la concentracion de ficoeritrina aplicando el mismo método que en el presente
trabajo, obteniendo una concentracion de ficoeritrina de 1.292 mg/ml con pureza de 2.5. Dicha
concentracion es mayor a la obtenida para la ficocianina, sin embargo, el grado de pureza
alcanzado es mayor en el presente trabajo, debido a que se realizO un mayor nimero de
fracciones en cada paso de la purificacion, permitiendo una seleccion mas fina de las muestras

con mayaor pureza.
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VI11.3. Determinacion de Peso Molecular por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

La ficocianina obtenida a partir de R. marinus mostrd la presencia de dos bandas
caracteristicas de las subunidades a y  de ficocianina, cuyos pesos fueron calculados en 18.4
y 20.6 kDa, respectivamente, valores que concuerdan con los reportados por otros autores.

Glazer y Hixson (1975), a partir de la microalga roja, Porphyridium cruentum,
obtuvieron por PAGE-SDS dos bandas caracteristicas de las subunidades de ficocianina, a y B,
cuyo peso molecular fue de 18.4 y 20.6 kDa, respectivamente.

Abalde et al. (1998), reportaron para la cianobacteria Synechococcus sp., un peso
molecular de 18, 98 (+/- 870) y 21.36 (+/- 980) kDa, para las subunidades o y  de ficocianina,

respectivamente, valores similares a los obtenidos en el presente trabajo.
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IX. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se purificoO la proteina ficocianina a partir de la microalga roja
Rhodosorus marinus. Esta microalga representa una fuente potencial para la extraccion y
purificacion de ficocianina, ya que muestra un crecimiento sencillo y rapido bajo condiciones
de laboratorio.

Mediante la cromatografia de intercambio aniénico con un buffer de fosfato (0.010 M
de Na;HPO,.7H,0) y una fuerza ionica de 0.1 M de NaCl a pH 7.0 fue posible separar la
ficocianina del resto de las ficobiliproteinas, con un grado de pureza de hasta de 3.38.

La aplicacion de cromatografia de intercambio anidnico, interacciones hidrofébicas y
filtracién en Gel ha sido ampliamente reportada para la purificacion de ficocianina; sin
embargo, en el presente trabajo se implemento la cromatografia liquida de alta resolucion con
la cual se logré la obtencidn de ficocianina con un mayor grado de pureza en comparacion con

la pureza obtenida por otros autores.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una evaluacién de los porcentajes de recuperacion de la
ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina, obtenidas a partir de la microalga en estudio.

Posterior a la determinacion del porcentaje de recuperacion de ficocianina por el
método descrito en el presente trabajo, se recomienda evaluar la aplicacion de cromatografia
de interacciones hidrofébicas y comparar los porcentajes de recuperacion, para valorar el
método mas apropiado de separacién de ficocianina del resto de las ficobiliproteinas presentes

en R. marinus.
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