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RESUMEN . La Spirulina platensis posee gran cantidad de ficobiliproteínas,
dentro de las que se hayan la ficocianina y la aloficocianina, las cuales se aso-
cian para formar complejos macromoleculares denominados ficobilisomas . Las
ficobiliproteínas son pigmentos-proteínas coloreados y fluorescentes que for-
man parte de los complejos antenas cosechadores de luz de cianobacterias (al-
gas verdes-azules). Estas cromoproteínas tienen unido covalentemente
tetrapirroles lineales, las bilinas, relacionadas estructuralmente con la
biliverdina. Las ficobiliproteínas por sus propiedades fluorescentes son utiliza-
das en la industria, en la biotecnología y en la medicina . El método de extrac-
ción de ficobiliproteínas de la biomasa de Spirulina platensis utilizado fue el
de congelación-descongelación a -20 ÉC . La C-ficocianina se purifica por cro-
matografía de intercambio aniónico en gel DEAE Sepharosa Fast Flow y poste-
riormente, se comprueba su pureza mediante una electroforesis en gel de polia-
crilamida (8 a un 25 %) y una cromatografía líquida de alta presión. Para la ca-
racterización parcial del hexümero de C-ficocianina, se disocian sus subunida-
des alfa y beta, se separan en filtración en gel y se verifica su pureza por electro-
foresis en gel de poliacrilamida (8 a un 25 %) . Posteriormente, se estima el peso
molecular del hexümero y de sus subunidades. Como resultado se obtiene el
hexümero de C-ficoc--anina puro con un peso molecular en 229 kDa y las subu-
nidades alfa y beta, también puras, con un peso molecular de 17,92 y 19,85 kDa
respectivamente .
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ABSTRACT . Spirulina platensis has a big quantity of phycobiliproteins,
such as phycocyanin and allophycocyanin . They are components of a mac-
romolecular complex called phycobilisome . The phycobiliproteins are col-
ored and fluorescent pigment-proteins which constitute the light-harvest-
ing antenna complexes in cyanobacteria (blue-green algae) . These chro-
moproteins have covalently attached linear tetrapyrroles, bilins, structur-
ally linked to the biliverdin . For their fluorescent properties, phyco-
biliproteins are used in industry, biotechnology and medicine. The extrac-
tion method of phycobiliproteins from biomass of Spirulina platensis was
by freeze-unfreeze at -20 ÉC . The C-phycocyanin was purified by anionic
exchange chromatography using gel DEAE Sepharose Fast Flow and then
its purity was verified by electrophoresis (8 to 25 % polyacrylamide) and
high pressure liquid chromatography . For the partial characterization of
the C-phycocyanin hexamer, its alpha and beta subunits, were separated
by gel filtration . Their purity was proved by electrophoresis (8 to 25 % poly-
acrylamide) . Later, the molecular weight of the hexamer and its subunits,
was estimated. The pure C-phycocyanin with 229 kDa and the alpha and
beta subunits, also pure, with 17 .92 and 19 .85 kDa were obtained respec-
tively.
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INTRODUCCION
Se considera que las cianobacte-

rias (algas verde-azules), müs espe-
cíficamente, la Spirulina platensis,
entre otras microalgas, posee la ma-
yor cantidad de ficobiliproteínas, que
representan el 40 % de las proteínas
totales de esta cianobacteria.

Las ficobiliproteínas son pig-
mentos-proteínas fluorescentes na-
turales, que presentan grupos cro-
móforos denominados bilinas, que
son tetrapirroles lineales unidos a su
esqueleto covalente, responsables de
sus características ópticas müs gene-
rales .' 2

Las ficobiliproteínas se agrupan
en tres grandes grupos : ficocianina
(absorbancia 620 nm), aloficocianina
(absorbancia 650 nm) y ficoeritrina
(absorbancia 565 nm), con diferen-
tes características espectroscópicas 3
Estas se asocian para conformar los
ficobilisomas, a lo cual contribuyen
los polipéptidos enlazantes en cier-
tas algas rojas .4 Los ficobilisomas se
hallan en la cara citoplasmütica de
la membrana tilacoidal de las ciano-
bacterias 5 y aán así, estas cro-
moproteínas, son solubles en medio
acuoso, por lo que se comportan de
manera diferente a las demüs proteí-
nas de membrana.M

La parte proteica de la ficociani-
na y la aloficocianina presentes en
la Spirulina platensis,la constituyen
dos cadenas polipeptídicas, alfa y
beta, 8 de 17 y 19 kDa de pesos mole-
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Purificación del hexémero (all) 6 de
C-ficocianina

El hexémero de C-ficocianina fue
purificado en el sistema cromatogré-
fico automatizado BioPilot de Phar-
macia (Suecia) por cromatografla de
intercambio fónico en gel DEAE Sepha-
rosa Fast Flow, Pharmacia (Suecia),
partiendo de 50 mL (pH 7,2) del cru-
do obtenido de la primera extracción
lñquida por el mítodo de congela-
ción-descongelación . 24Se utilizó una
columna cromatogréfica XK 26/20, la
cual fue equilibrada con un regulador
de fosfato de potasio (10 mrnol/L, pH
7,2, azida sódica 0,03 %) .

La elusión se realizó a un flujo de
5 mL/min, por un gradiente salino de
0 a 2,0 mol/L de cloruro de sodio en
el mismo regulador fosfato de pota-
sio . 28 La detección de las seúales
cromatogréficas por el sistema Bio-
Pilot, se realizó a una longitud de
onda de 280 nm .

A las fracciones cromatogréficas
colectadas se les determinó la con-
centración de proteñnas totales 25y de
ficobiliproteñnas por las ecuaciones
crométicas de Beer y Eshel . 21

Las fracciones F1 (a3)6 y agregado
se diluyeron en el regulador de fos-
fato de potasio (10 mmol/L, pH 7,2) y
se concentraron por ultrafiltración
con presión positiva de nitrógeno
(< 340 kPa) en el concentrador,
Amicom (Holanda) y membranas de
nitrato de celulosa del tipo YM-100 .
A ambos concentrados se les realizó un
barrido entre 400 y 700 nm segán
Glazer y Fang 1 en espectrómetro W
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culares respectivamente? El punto
isoelíctrico de las ficobiliproteñnas
oscila entre 4,7 y 5,3 10 y sus pesos
moleculares, se encuentran entre
110 y 260 kDa . 9

La secuencia aminoacñdica de las
cadenas polipeptñdicas de las ficobi-
liproteñnas, presentan zonas de
homologña entre las subunidades
alfa y beta. Estas zonas de homologña
son debidas al carécter ancestral y
conservado que presentan estos pig-
mento-proteñnas .11,12

Una de las caracterñsticas signi-
ficativas de laSpirulina platensis, es
que presentan asociaciones molecu-
lares entre la ficocianina y la alo-
ficocianina 680, formando monóme-
ros-trñmeros, dñmeros-trñmeros y
dñmeros-hexémeros . 13,14 Es de desta-
car este comportamiento, hacia una
adaptación cromética complementa-
ria en la Spirulina platensis sobre la
base de la constante acción del hom-
bre sobre ella . 15'16

Las ficobiliproteñnas, por sus pro-
piedades fluorescentes, son amplia-
mente utilizadas en la industria
como colorantes,` en la biotecnolo-
gña, para formar conjugados con
biotina, con avidina3 y con anticuer-
pos monoclonales . 18 Asimismo, la fi-
cocianina, es utilizada en Inmuno-
histoquñmica Fluorescente, 18 en tíc-
nicas de distribución de cílulas me-
diante fluorescencia activada, 19
citometrña de flujo a tres colores 20 y
marcaje de DNA para la visualiza-
ción y anélisis del genoma .21 En la
medicina, son utilizadas en conjuga-
dos con interleukina-4 para estudios
de la expresión de receptores de la
artritis reumatoide, 22 en conjugados
con estreptavidina para estudios de
receptores en cílulas linfoides .23

El tema del trabajo ha sido abor-
dado extensivamente por diferentes
investigadores desde la dícada de los
sesenta, pero en Cuba no se tiene cono-
cimiento de que se haya realizado nin-
gán estudio de este tipo y es aquñ don-
de radica la originalidad del trabajo .

El objetivo de este trabajo consis-
tió en extraer, purificar y caracteri-
zar parcialmente la C-ficocianina-
620 de la microalga Spirulina pla-
tensis para indagar en las caracterñs-
ticas bioquñmicas y moleculares de
esta ficobiliproteñna .

MATERIALES Y METODOS
Biomasa utilizada

Spirulina platensis .

Procedimiento de extracción de fi-
cobiliproteñnas

Una biomasa de Spirulina pla-
tensis de 200 g fueron equilibrados a

pH neutro . La extracción de ficobi-
liproteñnas del crudo de esa biomasa
se realizó por la tícnica de congelación
y descongelación a -20 •C siguiendo
los criterios de Cabranes . 24 El crudo
de ficobiliproteñnas obtenido fue cen-
trifugado a 10 000 g, a 10 •C por 20 min
y filtrado a travís de membranas fi-
bra de vidrio Sartorius modelo FG-
11, para eliminar contaminantes na-
turales, segán Lagomasino . 29 El fil-
trado resultante de ficobiliproteñnas
libre de contaminantes fue dispues-
to para el proceso de purificación .

A cada extracción de los procesos
de congelación y descongelación se
les determinó la concentración de
proteñnas totales mediante el míto-
do de Bradford25 modificado por
Macart y Gerbaut . 28 Ademés, se les
determinó la concentración de fico-
cianñna y aloficocianina, siguiendo
las ecuaciones crométicas de Beer y
Eshel,24 las muestras fueron alma-
cenadas a 4 •C hasta su utilización,
con adición de sales de azida sódica a
0,03% .

UltroSpec-Plus, Pharmacia (Suecia).
Posteriormente, los concentrados fue-
ron almacenados a 4 'C .

Para eliminar los posibles conta-
minantes que quedan adsorbidos
inespecñficamente a la columna de
DEAE Sepharosa Fast Flow, Pharma-
cia (Suecia) y para su regeneración
se procedió a su higienización in situ
segán Lagomasino28 y Lagomasino
y col . 29 La calidad de la columna lim-
pia de contaminantes fue analizada
con Coomassie G. 3 •

Control de la calidad del proceso
cromatogréfico de purificación del
hexémero de C-ficocianina median-
te electroforesis

A la fracciones F1(ab) 6 y agrega-
do obtenidas por cromatografña de
intercambio amónico y a la fraccio-
nes alfa y beta colectadas durante la
filtración en gel, previamente desa-
linizadas, concentradas y equilibra-
das a pH 7,2, se les realizió una elec-
troforesis programada en el sistema
automatizado PhastSystem con ge-
les Phastgel heterogíneos, Pharmacia
(Suecia) con un gradiente de un 8 a
un 25 % de poliacrilamida .

El sistema regulador empleado
fue acetato de sodio (0,11 mol/L) y
Tris (0,11 mol/L), a pH 6,4. El regula-
dor del electrodo estuvo formado por
bandas de agarosa al 2 % para elec-
troforesis, embebidas con L-alanina
0,88 mol/L y Tris 0,25 mol/L a pH 8,8 .
Las muestras se aplicaron a una con-
centración del orden de 50 üg/mL .

En este procedimiento electrofo-
rítico se utilizaron las disoluciones :
fijadora de écido tricloroacítico 20
de lavado 1 . etanol (50 %) y écido ací-
tico (10 %), 2 . etanol (10 %) y écido
acítico (5 %); sensibilizadora de
glutaraldehñdo (32 %) . Se prosiguió
con agua destilada para lavar . Se de-
sarrolló la tinción con nitrato de pla-
ta (0,5 %) 3 1 Se continuó con las diso-
luciones de lavado 3 . carbonato de
sodio (12,5 %) y formaldehñdo (0,2 %)
y 4. écido acítico (5 %) .

Control de la calidad del proceso
cromatogréfico de purificación del
hexémero de C-ficocianina median-
te Cromatografña Lñquida de Alta
Presión

Se trabajó con una columna de
filtración en gel, con gel de sñlice, del
tipo TSK G3000SW (4,6 x 300) mm,
Toyo Pearl (Japón), en el sistema
HPLC (LKB). El volumen de mues-
tra aplicado fue de 50 mL, de los cua-
les 20 mL fueron del hexémero de C-
-ficocianina,10 mL fueron del estén-
dar interno constituido por la proteñ-
na fibronectina (440 kDa) y 20 üL fue-



ron del regulador de fosfato de pota-
sio (10 mmol/L, pH 8,6) . El flujo fue
de 0,8 mllmin y la detección de las
seüales cromatográficas por el siste-
ma HPLC (LKB), se realizó a una lon-
gitud de onda de 280 nm .

Separación de las subunidades alfa y
beta del hexámero de C-ficocianina

Se realizó con una disolución re-
guladora de ácido acítico 20 % (v/v)
(pH 3,6), a la cual se le aüadió lenta-
mente urea (8 mol/L) y 2-mercap-
toetanol (10 mmol/L) seg•n Glazer y
Fang.' Posteriormente, se agregaron
20 mL del concentrado de la fracción
F,(ap), (1 mg/mL de ficocianina)
desalinizada a 20 mL de la disolución
reguladora (pH 3,6) .

Purificación de las subunidades
alfa y beta del hexámero de C-fico-
cianina

El proceso de purificación se de-
sarrolló a partir de 11 mL de mues-
tra en el sistema cromatográfico au-
tomatizado FPLC por filtración en
gel, con gel Superdex-75, Pharmacia
(Suecia) y una columna cromatográ-
fica XK 26/100 con un diámetro de
2,6 cm y una altura de 90,0 cm . La
columna se equilibró con disolu-
ción reguladora (pH 3,6), a un flu-
jo de 0,65 mL/min . La elusión se lle-
vó a cabo a travís de un flujo cons-
tante de 0,55 mL/min y la detección
de las seüales cromatográficas, se reali-
zó a una longitud de onda de 280 run .

A las fracciones a y R obtenidas,
se les determinó la concentración de
proteñnas totales seg•n Bradford . 25
Ambas fracciones fueron lavadas in-
dividualmente en el concentrador,
Amicom (Holanda) con membra-
nas de nitrato de celulosa del tipo
PM-10 y con sucesivos vol•menes
del regulador de fosfato de potasio
(10 mmol/L, pH 7,2) y concentradas
hasta obtener finalmente, 1 mg de
proteñnas por mililitro en cada una.
Posteriormente, fueron conservadas
a4éC .

Determinación del peso molecular
del hexámero de C-ficocianina y sus
subunidades

Con el auxilio de la electroforesis en
gel de poliacrilamida (8 a un 25 %) an-
tes mencionada y utilizando como jue-

go de patrones de Pharmacia (Sue-
cia) las proteñnas siguientes : citocro-
mo c (12,5 kDa), quimotripsinógeno
(25,0 kDa), ovoalb•mina (45,0 kDa),
BSA (68,0 kDa), aldolasa (158,0 kDa),
catalasa (240,0 kDa), ferritina
(450,0 kDa), se determinó el peso
molecular del hexámero de C-ficocia-
nina y de las subunidades alfa y beta,
seg•n el mítodo de Fergunson mo-
dificado por Hames y Rickwood . 32

Determinación de la actividad es-
pecñfica

Se determinó para el hexámero de
C-ficocianina en el crudo, en la frac-
ción F l(a(3)sobtenida por cromatogra-
fña de intercambio aniónico y en la
fracción concentrada, por el criterio
de Glazer y Hixon (A6201A 2B0 > 4) . 11

Cálculo del rendimiento
Con el objetivo de determinar el

contenido de ficocianina obtenido
durante la cromatografña de inter-
cambio aniónico, con respecto a la
concentración de ficocianina pre-
sente en el crudo de partida, se cal-
culó el rendimiento al finalizar la
corrida cromatográfica por la ecua-
ción siguiente :

R =Mff 100 (%)

donde :
Mff masa de ficocianina en la frac-

ción Fl(a1), .
Mtfc masa total de ficocianina en el

crudo .

DO 280 nm3 .0

2 .5
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RESULTADOS Y DISCUSIúN
Mítodo de extracción de ficobili-
proteñnas

El volumen obtenido de la prime-
ra extracción lñquida por el mítodo
de congelación-descongelación, 24 re-
presentó un crudo bastante rico en
el pigmento-proteñna de interís, la
ficocianina, al ser el contenido de
ísta superior al de aloficocianina
(Tabla 1) . Por lo tanto, la ficocianina
constituye la cromoproteñna predo-
minante en el crudo dispuesto para
el proceso de su purificación .

En el barrido (Fig. 1) realizado a
dicho crudo se observó una seüal co-
rrespondiente a la ficocianina (621 nm)
que solapó la seüal de la aloficocia-
nina (650 nm) . Además, aparecieron
otras seüales relacionadas con la clo-
rofila a (420, 435, 675 nm) y con los
carotenoides (460 a 500 nm) .

Purificación del hexámero de (a°3)6
de C-ficocianina

Al inyectar los 50 mL del crudo a
la columna cromatográfica de DEAE
Sepharosa Fast Flow, apareció en la
parte superior de ísta, una franja
color azul intenso debido a la adsor-
ción de la ficocianina y aloficocia-
nina a la columna cromatográfica .
Inferior a esta franja se observó otra
más ancha de color amarillo-verdo-
so debido a la presencia de clorofila-
a y carotenos .

Una parte de la franja amarillo-
verdosa, debido a la presencia de clo-
rofila-a, descendió con el regulador de
fosfato de potasio (10 mmol/L,pH 7,2)
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Fig. 1 . Barrido de 400 a 700 nm de longitud de onda del crudo obtenido por el mítodo
de extracción de ficobiliproteñnas por congelación-descongelación a -20 éC, para el
proceso de purificación del hexámero de C ficocianina.

Tabla 1. Crudo formado por la mezcla de los cinco vol•menes de las primeras extracciones obtenidas por el mítodo de
congelación-descongelación a -20 éC seg•n Cabranes . 24

Crudo

	

2 520

	

1,563

	

3938,760

	

0,522

	

1315,400

	

0,099

	

251,50
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Volumen Concentración Proteñnas Concentración Ficocianina Concentración Aloficocianina
de proteñnas totales de ficocianina total de aloficocianina total

(mL) (mg/mL) (mg) (mg/ML) (mg) (mg/mL) (mg)
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y la parte restante, correspondiente
a los carotenoides, descendió una
vez que se inyectaron los regulado-
res de la elusión. De esta forma, se
obtuvieron las primeras fracciones .

La franja azul intenso se desdo-
bló en una azul oscura, relacionada
con la presencia del hexámero de C-
ficocianina, la cual descendió en ter-
cer lugar y en otra de color azul más
pálido, debido a la aloficocianina,
que descendió posteriormente .

En el cromatograma (Fig . 2) ob-
tenido por cromatografña de inter-
cambio fónico, se observó una seüal
cromatográfica independiente que
se relacionó con la fracción del
hexámero de C-ficocianina, repre-
sentado por la fracción F 1(a(3) 6 , con
un tiempo de retención de máxima
absorbancia de 217 min y además,
otra seüal cromatográfica represen-
tada como fracción agregado, donde
se encuentran la aloficocianina
mayoritariamente y de manera mi-
noritaria, agregados inseparables de
ficocianina y aloficocianina seg•n
Mac Coll y col . 13 y Mac Coll y Berns . 14
Tambiín aparecieron otras seüales
cromatográficas, una correspondien-
te a proteñnas no adsorbidas y cloro-

DO 280 nm

(1)

fila-a [Fig . 2(1)], otra a proteñnas no
adsorbidas y carotenoides [Fig . 2(2)]
y otra perteneciente a proteñnas fuer-
temente retenidas en la columna
[Fig . 2(3)] .

Las concentraciones de ficociani-
na y aloficocianina de las fracciones
F I (aj3) 6 y agregado (Tabla 2), estima-
dos por Beer y Eshel, 27 mostraron
que la fracción F I (a13) 6 sólo presen-
taba ficocianina, lo que se evidenció
a travís del barrido de 400 a 700 nm
de longitud de onda de esta fracción
(Fig . 3), en el cual apareció una sola
seüal a 620 nm correspondiente al
hexámero de C-ficocianina .

Con respecto a la fracción agre-
gado (Tabla 2), la concentración de
aloficocianina fue mucho mayor que la
concentración de ficocianina (Fig . 4),
pues se observó una seüal a una lon-
gitud de onda de 650 nm, debido a la
presencia de aloficocianina y una
meseta alrededor de los 620 nm, re-
presentada por la ficocianina que
forma el agregado con la aloficocia-
nina.

La actividad especñfica de la fico-
cianina en el crudo (Tabla 3) fue de
0,009 8, lo que evidenció la presen-
cia de esta cromoproteñna muy con-

(2)

taminada. La actividad especñfica de
la ficocianina en la fracción F 1 (ab) 6
(a tiempo cero) fue de 0,52, debido a
la existencia de fragmentos de áci-
dos nucleicos, polifenoles y otros
contaminantes de esta cianobacte-
ri a,34,35 por lo tanto, una vez que esta
fracción se comenzó a concentrar
por ultrafiltración, se eliminaron los
polifenoles y fragmentos de ácidos
nucleicos presentes '34,35 alcanzán-
dose a los 120 min una actividad espe-
cñfica de 5,1, donde la ficocianina se
encontraba libre de contaminantes .n

En el proceso de concentración
de la fracciones F1 (a(3)6 y agregado,
tambiín fueron eliminadas en el lñ-
quido de salida del concentrador, la
clorofila-a y las sales, como resulta-
do del proceso de elusión por gra-
diente discontinuo de cloruro de
sodio, que afecta la movilidad de las
proteñnas en la electroforesis, al pro-
ducir los iones sodio un arqueo de
banda catódico . 36 Por lo tanto, ambas
fracciones despuís de dicho trata-
miento, quedaron desalinizadas y
equilibradas a pH 7,2 .

El rendimiento de esta etapa de
purificación fue del 85 %, o sea, que
se recuperó en la fracción F I (a(3) 6 el

(3)

Fracción F,(a(i)6 Fracción Agregado

NaCI (molL)
2,000

=8; ~8
-0,150

-0,100

t (min)

Fig. 2. Perfil de la cromatografña de intercambio aniónico con gel DEAE Sepharosa FF en una columna XK 26/20 con una altura
de 10,0 cm . Se aplicaron 50 mL de muestra equilibrada a pH 7,2 . La elusión se realizó con gradiente salino incrementado desde
0 hasta 2,0 mol/L, a un flujo de 5 mL/min .

Tabla 2. Fracciones colectadas durante la cromatografña de intercambio aniónico del crudo obtenido en el proceso de
extracción por el mítodo de congelación-descongelación a -20 éC seg•n Cabranes, 24 en una columna XK 26/20 y con 50 mL
de gel DEAE Sepharosa FE
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Volumen

(mL)

Concentración
de proteñnas
(mg/mL)

Proteñnas
totales
(mg)

Concentración
de ficocianina

(mg/mL)

Ficocianina
total
(mg)

Concentración
de aloficocianina

(mg/ML)

Aloficocianina
total
(mg)

Crudo 50,000 1,563 78,150 0,522 26,100 0,099 4,990
Fracción
Fl(a(3)6 114,000 0,249 28,420 0,194 22,190 -0,005
Fracción
agregado 96,000 0,100 9,630 0,037 3,560 0,044 4,240
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Fig. 4. Barrido de 400 a 700 nm de longitud de onda de la fracción agregado, obteni-
da por cromatografña de intercambio aniónico con gel DEAE Sepharosa FF en una
columna XK 26120, con una altura de 10,0 cm .

Tabla 3. Actividad especñfica de la fracción F,(a(3) 6 colectada durante la croma-
tografña de intercambio aniónico y de sus concentrados obtenidos con membra-
nas de nitrato de celulosa del tipo YM-100 .
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Fig. 3. Barrido de 400 a 700 nm de longitud de onda de la fracción F,(a/3)¿, obtenida
por cromatografña de intercambio aniónico con gel DEAE Sepharosa FF, en una co-
lumna XK 26120, con una altura de 10,0 cm .
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Fig. 5 . Representación de la electroforesis nativa realizada a la fracciones F,(a/I) 4 y
agregado obtenidas por cromatografña de intercambio aniónico y a las fracciones a y
/3 obtenidas por filtración en gel . Se trabajó en sistema automatizado PhastSystem
(Pharmacia) con Phastgel de un 8 a un 25 % de poliacrilamida . Puntos de aplica-
ción : I. Fracción F,(af) c . II,V Patrones (a : citocromo, b : quimotripsinógeno,
e: ovoalb•mina, d: BSA, e: aldolasa, f: catalasa, g : ferritina) . III . Fracción a.
IV Fracción /3. VI . Fracción agregado.
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85 % del contenido total de ficocia-
nina existente en el volumen de
muestra inyectado a la columna XK
26/20 por cromatografña de intercam-
bio aniónico .

Control de calidad del proceso cro-
matográfico de purificación del
hexámero de C-ficocianina median-
te electroforesis

La electroforesis realizada (Fig. 5)
mostró para la fracción F,(ap) 6 , una
sola y fina banda, correspondiente al
hexámero de C-ficocianina, lo que
demostró la pureza de este pigmen-
to-proteñna en dicha fracción . En la
lñnea perteneciente a la fracción
agregado, se encontraron varias ban-
das debido a la presencia de agrega-
dos moleculares de ficocianina y
aloficocianina (monómeros-trñme-
ros, dñmeros-trñmeros y dñmeros-
hexámeros), asñ como de otras com-
binaciones de ellas .

Control de calidad del proceso cro-
matográfieo de purificación del
hexámero de C-ficocianina median-
te Cromatografña Lñquida de Alta
Presión

El cromatograma (Fig . 6) presen-
tó una sola y simítrica seüal para el
hexámero de C-ficocianina, con un
tiempo de retención promedio de
4,6 min . El resultado de esta croma-
tografña, confirmó la pureza de la
molícula hexamírica de C-ficociani-
na, observada en la electroforesis (8
a 25 % de poliacrilamida) .

Separación y purificación de las
subunidades alfa y beta del hexá-
mero de C-ficocianina

En el proceso de partición se ob-
servaron dos bandas de color azul
pálido bien separadas . La banda in-
ferior correspondió a la subunidad
beta, la cual fue recuperada e indi-
cada como fracción (3 (Fig . 7) y la ban-
da superior correspondió a la sub-
unidad alfa, obteniíndose como •l-
tima fracción y representada como
fracción a . El tiempo de retención
promedio de las subunidades beta y
alfa fue de 476 y 654 min respectiva-
mente. Se determinó para las frac-
ciones a y (i una cantidad de proteñ-
nas totales de 2,15 y 2,65 mg respec-
tivamente .

La electroforesis (Fig . 5) mostró
para la fracción a, una sola y delga-
da banda debido a la presencia de la
subunidad alfa pura del hexámero
de C-ficocianina . De igual forma, pa-
ra la fracción (3, se observó una •ni-
ca y fina banda, correspondiente a
la subunidad beta, tambiín pura, de
dicho hexámero.
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Fig. 6. Perfil de la Cromatografña Lñquida de Alta Presión utilizando una columna de
filtración en gel del tipo TSK G3000SW de (4,6 x 300) mm, con una altura de 30 cm . Se
aplicaron 50 uL de muestra equilibrada a pH 8,6 y a un flujo de 0,8 mL/min . El
estándar interno correspondió a la proteñna fibronectina con un peso molecular de
440 kDa .
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Fig . 7. Perfil de la cromatografña en filtración en gel. Se utilizó como gel Superdex-75
y una columna XK 261100 con una altura de 90 cm . Se aplicaron 11 mL de muestra
equilibrada a pH 3,6 y a un flujo de 0,55 mL/min .
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Fig. 8. Representación gráfica de la curva patrón, realizada para la estimación del
peso molecular del hexámero de C ficocianina, seg•n la metodologña de Fergunson
modificada por Hames y Rickwood . 32

Determinación del peso molecular
del hexámero de C-ficocianina y sus
subunidades

La curva de calibración de los pa-
trones de proteñnas utilizados para la es-
timación del peso molecular 32 (Fig. 8),
permitió estimar un peso molecular
para el hexámero de 229 kDa y
para las subunidades alfa y beta de
17,92 y 19,85 kDa respectivamen-
te (Fig . 9) .

CONCLUSIONES

El mítodo de extracción por con-
gelación-descongelación para el ais-
lamiento de la C-ficocianina de
Spirulina platensis, resulta eficien-
te en la extracción de ficocianina de
la biomasa h•meda .

La electroforesis (8 a 25 % de po-
liacrilamida) y la Cromatografña Lñ-
quida de Alta Presión, de la fracción
F 1 (a3) 6 , evidencian la pureza de la

molícula de C-ficocianina y la selec-
tividad del proceso de purificación
por cromatografña de intercambio
aniónico .

El mítodo de separación y puri-
ficación de las subunidades a y (3 del
hexámero de C-ficocianina fue exi-
toso .

Se logró estimar el peso molecu-
lar para el hexámero de C-ficociani-
nadelaSpirulina platensis (229 kDa),
asñ como para sus subunidades a y
(3 (17,92 y 19,85 kDa) respectivamen-
te .
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