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Aislamiento, purificacién y caracterizacion parcial
de la C-ficocianina-620 obtenida a partir

de la Spirulina platensis
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RESUMEN. La Spirulina platensis posee gran cantidad de fieobiliproteinas,
dentro de las que se hayan la ficocianina ¥ 1a aleficocianina, las cuales se aso-
cian para formar complejos macromoleculares denominados ficobilisomas. Las
ficabiliproteinas son pigmentos-proteinas coloreados y fluorescentes que for-
man parte de los complejos antenas cosechadores de luz de cianobacterias (al-
gas verdes-azules). Estas cromoproteinas tienen unido covalentemente
tetrapirroles lineales, las bilinas, relacionadas estructuralmente con la
biliverdina. Las ficobiliproteinas por sus propiedades fluorescentes son utjliza-
das en la industria, en la biotecnologia y en la medicina. El métedo de extrac-
cién de ficobiliproteinas de la biomasa de Spirulina platensts utilizado fue el
de congelacién-descongelacién a -20 °C . La Cicocianina se purifica por ero-
matografia de intercambio anidnico en gel DEAF Sepharosa Fast Flow y poste-
ricrmente, se comprueba su pureza mediante una electroforesis en gel de polia-
crilamida (8 a un 25 %) y una cromatografia liquida de alta presién. Para la ca-
racterizacion parcial del hexdmero de C-ficocianing, se disocian sus subunida-
des alfa y beta, se separan en filtracién 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 hexdmero ¥ de sus subunidades. Como resultade se obtiene el
hexamero de C-ficocianina pure con un peso rmolecular en 229 kDa y las subu-
nidades alfa y beta, también puras, con un peso molecular de 17,82 y 15.85 kDa
respectivamente.

ABSTRACT. Spirulina platensis has a big quanlity of phycobitiproteins,
such as phyeccyanin 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-
maproteins have covalently attached linear tetrapyrroles, bilins, struetur-
ally linked to the biliverdin. For their fluorescent properties, phyco-
biliproteins are used in industry, bictechnology and medicine. The extrac-
ticn method of phycobiliproteins from biomass of Spirulina platensis was
by freeze-unfreeze at -20 °C . The C-phycocyanin was purified by anionic
exchange chromatography using gel DEAE Sepharose Fast Flow and then
its purity was verified by eleetrophoresis (8 to 25 % polyacrylamide) and
high pressure liquid chromatography. For the partial characterization of
the C-phycocyanin hexamer, its a2lpha 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 oblained respec-
tively

INTROQDUCCION

Se considera gue las ciancbacte-
rias {algas verde-azules), mas espe-
cificamente, la Spirulina platensis,
entre otras rnicroalgas, poseg la ma-
yor cantidad de ficobiliproteinas, que
representan el 40 % de las proteinas
iolales de esta ciancbacteria,

Las ficobiliproteinas son pig-
mentos—proteinas fluorescentes na-
turales, que presentan grupos cro-
mdéforos denominados bilinas, que
son ietrapirroles linealesunidos a su
esqueleto covalente, responsables de
sus caracteristicas dpticas mas gene-
rales.'#

Las ficobiliproteinas se agrupan
en tres grandes grupos: ficocianina
{absorbancia 6§20 nmy), 2loficocianina
{absorbancia 650 nm) y ficoeritrina
{absorbancia 585 nm), con diferen-
tes caracteristicas espectroscopicas.®
Estas se asocian para conformar los
ficobilisomas, a lo cual contribuyen
los polipéptidos enlazantes en cier-
tas algas rojas.? Los ficobilisomas se
hallan en la cara citoplasmaética de
la mernbrana tilacoidal de Ias ciano-
bacterias® y atn asi, estas cro-
moproteinas, son solubles en medio
acuoso, por lo gue se comportan de
manera diferente alas demas protei-
nas de membrana 5

La parte proteica de la ficociani-
na y la aloficocianina presentes en
la Spiruling platensis, la constituyen
dos cadenas polipeptidicas, alfa ¥
beta® de 17 y 18 kDa de pesos mole-
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culares respectivamente.® El punto
ispelécirico de las ficobiliprotefnas
oscila entre 4,7 v 5,3y sus pesos
moleculares, se encuentran entire
110 y 280 kDa®

Lasecuencia aminoacidica de las
cadenas polipeptidicas de las ficobi-
liproteinas, presentan zonas de
homologia enire las subunidades
alfay beta. Estas zonas de homologia
son debidas al cardeter ancestral y
conservado que presentan estos pig-
mento-profeinas M2

Una de las caracteristicas signi-
ficativag de 1a Spirulina platensis, es
gue presentan asociaciones molecu-
lares entre la ficocianina y la ale-
ficocianina 680, formando monéme-
ros—trimeros, dimeros-irimeros y
dimeros-hexémeros.'** Es de desta-
car este comportamiento, hacia una
adaptacién cromitica complemenia-
rig en la Spirulina platensis sobrela
base de la constante accion del hom-
bre sobre ella *18

Las ficobiliproteinas, por sus pro-
piedades flucrescentes, son amplia-
mente utilizadas en la industria
como colorantes,'” en la biotecnolo-
gia, para formar conjugados con
biotina, con avidina?® y con anticuer-
pos monoclonales. ! Asimismo, la fi-
cocianina, es uiilizada en Inmuno-
histoquimica Fluorescente,*en téc-
nicas de distribucidn de células me-
diante fluorescencia activada,*®
citometria de flujo a tres colores #* y
marcaje de DNA para la visualiza-
cion y analisis del genoma® En la
medicing, son utilizadas en conjuga-
dos con interieukina-4 para estudios
de la expresidn de receptores de la
artritis reumatoide ¥ en conjugados
con estreptavidina para estudios de
receplores en células linfoides.®

Fl terna del trabajo ha sido abor-
dado extensivamente por diferentes
investigadores desde la década de los
sesenta, peroen Cuba no se tienecono-
cimiento de que se haya realizado nin-
gin estudio de este tipo ¥ es aquif don-
de radica la originalidad del trabajo.

El objetivo de este trabajo consis-
ti0 en extraer, purificar y caracteri-
zar parciglmente la C-ficocignina-
620 de la microalga Spiruling pla-
tensis para indagar en las caracteris-
ticas biogquimicas ¥ moleculares de
esta ficobiliproteina.

MATERIALES Y METQDOS
Biemasa utilizada

Spiruling piatensis,
Procedimiento de extraccion de fi-
cobiliproteinas

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

pH neutre. La extraccién de ficobi-
liproteinas del crudo de esa biomasa
se realizd por la téenica de congelacion
v descongelacién a -20 °C siguiendo
los criterios de Cabranes.™ El crudo
de ficobiliproteinas obtenido fue cen-
trifugado a 10 000 g, 2 10°C por 20 min
y filtrado a través de membranas fi-
bra de vidrio Sartorius modelo FG-
11, para eliminar contaminantes na-
turales, segGn Lagomasine ® El fil-
trado resuliante de ficobiliproteinas
libre de contaminantes fue dispues-
to para el procesc de purificacién.

A cada extiraccidn de los procesos
de congelacion y descongelacion se
les determiné la concentracién de
proteinas totales mediante el méto-
do de Bradford® modificado por
Macart y Gerbaut.?® Ademas, se les
determiné la concentracién de fico-
cianina y aloficocianing, siguiendo
las ecuaciones cromaéticas de Beery
Eshel,” las muestras fueron alma-
cenadas a 4 °C hasta su utilizacidn,
con adicién de sales de azida sédicaa
0,03 % .

Purificacién del hexdmero (afi) de
C-ficocianina

Fl hexérmero de C-ficocianina fue
purificado en el sistema cromatogra-
fico automatizado BioPilot de Phar-
macia (Suecia) por cromatografia de
intercarnbioiénicc en gel DEAE Sepha-
roga Fast Flow, Pharmacia (Suecia),
partiendo de 50 mL {pH 7,2} del cyu-
do obtenido dela prirmera extraccidn
liquida por el método de congela-
cidn-descongelacion. ¥ Se utilizéduna
columna cromatografica XK 26/20, la
cual fue equilibrada con un regulador
de fosfato de potasio (10 mmol/L, pH
1,2, azida sadica 0,03 %).

La elusién serealizdé a un fiujode
5 mlymin, por un gradiente salino de
0 a 2,0 molL de cloruro de sodio en
el mismo regulador fosfato de pota-
sio.® La deteccidn de las sefiales
cromatograficas por el sistema Bio-
Pilot, se realizé a una longitud de
onda de 280 nm .

Alas fracciones cromatograficas
colectadas se les determiné la con-
centracidn de proteinas totales ¥y de
ficobiliproteinas por las e¢uaciones
cromaticas de Beer y Eshel ¥

Las fracciones F (af), y agregado
se diluyeron en el regulador de fos-
fato de potasie (10 mmol/L, pH 1,2) ¥
se concentraron por ultrafiltracidn
con presidn positiva de nitrégeno
{< 340 kPa) en el concentrador,
Amicom (Holanda}y membranas de
nitrato de celulosa del tipo YM-100.
A armbos concenirados se les realizéun
barrido entre 400 y 700 nm segin
Glazer y Fang’ en espectrometro UV

UltroSpec-Flus, Pharmacia (Suecia).
Posteriormente, los concentrados fue-
ron almacenados a4 °C.

Para eliminar los posibles conta-
minantes gue gquedan adsorbidos
inespecificamente a la columna de
DEAE Sepharosa Fast Flow, Pharma-
cia (Suecia} y para su regeneracién
se procedit a su higienizacion in situ
segln Lagomasino® y Lagomasino
y col.® La calidad de 1a columna lim-
pia de contaminantes fue analizada
con Coomassie G.3°

Control de la calidad del proceso
cromatografico de purificacion del
hexamero de C-ficocianina median-
te electroforesis

A la fracciones F {ab), y agrega-
do obienidas por cromatografia de
intercambio aniénico ¥ a la fraccio-
nes alfa y beta colectadas durante la
filtracién en gel, previamente desa-
linizadas, concentradas y eguilibra-
das a pH 7,2, se les realizié una elec-
troforesis programada en el sistema
autormatizado PhastSystem con ge-
les Phastgel heterogéneos, Pharmacia
{Suecia) con un gradientedeun 8 a
un 25 % de poliacrilamida.

El sisterna regulador empleado
fue acetato de sodie (0,11 molfL} ¥
Trig (0,11 mol/L), a pH 6,4, El regula-
dor del electrodo estuvo formado por
bandas de agarcsa al 2 % para elec-
troforesis, embebidas con L-alanina
0,88 molLy Tris 0,25 mol/L.a pH §,8.
Las muestras se aplicaron 2 una con-
centracidén del orden de 50 pg/mlL .

En este procedimiento electrofo-
rético se utilizaron las disoluciones:
fijadora de acido tricloreacético 20 %;
de lavado 1. etancl (30 %) y dcido acé-
tico (108 %3}, 2. etanol (10 %) y &cido
acético (D %); sensibilizadora de
glutaraidehido (32 %). Se prosiguid
con agua destilada para lavar. Se de-
garrollé 1a tincidn con nitrato de pla-
ta{0,5 %).*' Se continud conlas diso-
luciones de lavado 3. carbonato de
s0dio{12,5 %} y formaidehido (3,2 %}
v 4. &cido acético (5 %).

Control de la calidad del proceso
cromatografico de purificacion del
hexamero de C-ficocianina median-
te Cromatografia Liguida de Alta
Presion

Se trabajé con una columna de
filtracidon en gel, con gel de silice, del
tipe TSK-G30005W (4,6 x 300) mm,
Toyc Pearl (Japén), en el sistema
HPLC (LKB). El volumen de mues-
tra aplicado fue de 50 mL, de los cua-
tes 20 mL fueron del hexémerode C-
-ficocianina, 10 mL fueron del estan-
dar interno constituido por la protei-
na fibronectina (440 kDa) y 20 pL fue-
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von del regulador de fosfato de pota-
sio (10 mmol/L, pH 8,8). El flujo fue
de #,8 mL/min y la deteccitn de las
sefales cromatograficas por el siste-
ma HPLC (LKB}, serealizd a una lon-
gitud de onda de 280 nm .

Separacién de las subunidades alfa y
beta del hexdmero de C-ficocianina

Se realizé con una disolucion re-
guladora de &cido acético 20 % (v/v)
{pH 3,6), a la cual se le afadid lenta-
mente urea (8 molL} ¥y 2-mercap-
toetanol (10 mmol/L) segtn Glazery
Fang.! Posteriormente, se agregaron
20 ml.del concentrado de la fraccion
P (ap), (1 mg/mL de ficocianina)
desalinizada 2 20 mL de la disolucién
reguladora (pH 3,8).

Purificacién de las subunidades
alfa y heta del hexamero de C-fico-
cianina

El proceso de purificacidn se de-
sarrollé a partir de 11 ml de mues-
tra en el sistermna cromatografico au-
tomatizado FPLC por filiracién en
gel, con gel Superdex-T75, Pharmacia
(Suecia) y una columna cromatogra-
fica XK 26/100 con un didmetro de
2,6 e y una altura de 80,0 cm . La
eolumna se eguilibré con disolu-
cién reguladora (pH 3,8), a un flu-
jo de 0,65 mL/min . La elusion se lle-
vH a cabo a través de un flujo cons-
tante de 0,55 mL/min y la deteccidn
de las sefnales cromatogrificas, se reali-
z6 a una longitud de onda de 280 nm.

A las fracciones o ¥ B obtenidas,
se les determind la concentracidén de
proteinas totales segin Bradford®
Ambas fracciones fueron lavadas in-
dividuaimente en ¢l concentrador,
Amicom (Holanda) con membra-
nas de nitrato de celulosa del tipo
PM-10 v con sucesivos volimenes
del regulador de fosfato de potasio
{10 mmol/L, pH 7,2) y concentradas
hasta obtener finalrnente, 1 mg de
proteinas por mililitro en cada una.
Postericrmente, fueron conservadas
ad4°C.

Determinacion del peso molecular
del hexamero de C-ficoeianina y sus
subunidades

Con el awxdlio delaelectrofuresisen
gel de poliacrilamida (8 aun 23 %) an-
tes mencionada y utilizando come jue-

go de patrones de Pharmacia {Sue-
cia}las proteinas siguientes: citocro-
mo ¢ (12,5 kDa), guimotripsindégeno
(25,0 kIxa), ovoalbGmina {45,0 kDa),
BSA (68,0 kDa), aldolasa (158,0 kDa},
catalasa (240,0 kDa), ferritina
{450,0 kDaj}, se determind el peso
malecular del hexdmero de C-ficocia-
nina y de las subunidades alfa y beta,
segin el método de Fergunson mo-
dificado por Hames y Rickwood. #

Determinacion de la actividad es-
pecifica

Se determiné para el hexamero de
C-ficocianina en el crudo, en la frac-
cion F (aff), obtenida por cromatogra-
fia de intercambio aniénico ¥ en la
fraccidn concentrada, por el criterio
de Glazer y Hixon (A /A > 4).%

Calculo del rendimiento

Con el objetivo de determinar el
contenido de ficocianina obtenido
durante la cromatografia de inter-
cambic anidnice, con respecto a la
concentracién de ficocianina pre-
sente en el crudo de partida, se cal-
culé el rendimiento al finalizar la
corrida cromatografica por la ecua-
cidn siguiente;

MfF
R=—"—" 10 [
e (0 (R
donde:.
Mff masa de ficocianina en la frac-
cién Fl(ap),.
Mtfe masa total de ficocianina en el
crudo.
30 L0280 nm
25
2.0
1.5
i
05 -
0.0

420 480 500

RESULTADOS Y DISCUSION
Método de extraecion de ficobili-
proteinas

El volumen obtenido de la prime-
ra extraccion liguida por el método
de congelacidn-descongelacidén,™ re-
presentd un erudo bastante rico en
el pigmento-proteina de interés, la
ficocianina, al ser el contenido de
ésta superior al de aloficocianina
{Tabla 1). Por lo tanto, la ficocianina
constituye la cromoproteina predo-
minante en el crudo dispuesto para
el proceso de su purificacidn.

En el barrido {Fig. 1) realizado a
dicho crudo se observé una sefial co-
rrespondiente a la ficocianina (621 nrmy}
que solapd la sefial de la aloficocia-
nina (650 nm). Ademas, aparecieron
otras sefiales relacionadas con la clo-
rofila a (420, 435, 675 nm) y con los
carctenoides {460 a 500 nmy}.

Purificacién del hexdmero de {(cf},
de C-ficocianina

Al inyectar los 50 mL del crudo a
la columna cromatografica de DEAE
Sepharosa Fast Flow, aparecid en la
parte superior de ésta, una franja
color azul intenso debide a la adsor-
cidn de la ficocianina y aloficocia-
nina a la columna cromatografica,
Inferior a esta franja se observd otra
mas ancha de eolor amarillo-verdo-
so debido a la presencia de clorofila-
ay carotencs.

Una parte de [a franja amarilio-
verdosa. debido a la presencia de clo-
rofila-a, descendid con el regulador de
fosfato de potasio (10 mmol/L, pH 7.2)

540 580 620 660 760

Longitud de onda {nm)

Fig. 1. Barrido de 400 o 700 nm de longitud de onda del crudo obtenide por el método
de extraccion de ficobiliproteinas por congelacidn-descongelacién a -20 °C, pura el
proceso de purificacidn del hexdmero de C-ficocianina.

Tabla 1. Crudo formade por la mezcla de los cinco voliimenes de las primeras extracciones obtenidas por et métedo de
congelacion-descongelacién a ~20 °C segiin Cabranes.™

Volumen  Concentracion Proteinas  Concentiracién  Ficocianina Concentracion Aloficocianina
de proteinas totales de ficocianina total de albficocianina total
{mLj {mg/ml) (mg) {mg/mL} {mg) (mg/mls} (mg}
Crudo 2520 1,563 3 838,760 0,522 1315400 2,069 251,50
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¥ la parte restante, correspondiente
a los carotenocides, descendid unsa
vez gue se inyectaron los regulado-
res de la elusion. De esta forma, se
obtuvieron las primeras fracciones.

La franja azul intenso se desdo-
blé en una azul oscura, relacionada
con la presencia del hexdmero de C-
ficocianing, 1a cual descendid en ter-
cer lugar ¥ en otra de color azul mas
palido, debido a la aloficocianing,
gue descendid posteriormente.

En el cromatograma (Fig. 2) ob-
tenido por cromatografia de inter-
carmnbio 16nico, se observd una senal
cromatogréfica independiente gue
se relaciond con la fraccion del
hexamero de C-ficocianina, repre-
sentado por ta fraccion F{af},, con
un tiempo de retencién de maxima
absorbancia de 217 min y ademas,
otra sefal cromatografica represen-
tada como fraceién agregado, donde
se encueniran la aloficocianina
mayoritariamente y de manera mi-
noritaria, agregados inseparables de
ficocianina y aloficocianina segin
Mac Coll v col. ¥y Mac Coll y Berns. ™
También apareciercn otras sehales
cromatograficas, una correspendien-
e a proteinas no adsorbidas y cloro-

D0 280 nm

4]

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

Las conceniraciones de ficociani-
nay aloficocianina de las fracciones
¥ (aB), ¥ agregado (Tabla 2}, estima-
dos por Beer y Eshel,” mostraron
que la fraccidn F,(ef), s6lo presen-
taba ficocianina, lo gue se evidencio
a traves del barrido de 400 2 700 nm
de longitud de onda de esia fraccién
(Fig. 3}, en el cual aparecit una sola
sefial a 620 nm correspondienie al
hexamero de C-ficocianina.

Con respecto a la fraccién agre-
gado {Tabla 2), la conceniracion de
aloficocianina fue mucho mayor quela
concentracidn de ficocianina (Fig. 4,
pues se observiuna sefial auna lon-
gitud de onda de 653 nm, debidoala
presencia de aloficocianina y una
meseta alrededor de los 620 nm, re-
presentada por la ficocianina que
forma el agregado con la aloficocia-
nina.

L.a actividad especifica de la fico-
cianina en el crudo (Tabla 3) fue de
0.009 8, to que evidencid la presen-
cia de esla cromoproteina muy con-

2)

vaccron F{ab),

taminada. La actividad especifica de
la ficocianina en la fraceidn F {ab),
{a tiempo cero) fue de 0,52, debido a
la existencia de fragmentos de dci-
dos nucleicos, polifencles y otros
contaminantes de esta cianobacte-
ria,®¥ por 1o tanto, una vez que esta
fraccién se comenzé a concentrar
por ulirafiltracién, se eliminaron los
polifencles y fragmentos de dcidos
nucleicos presentes,® alcanzén-
dose a los 120 min una actividad espe-
cifica de 5,1, donde la ficocianina se
encontraba libre de contatinantes ®

En el proceso de concentracidn
de la fracciones F (o)), ¥ agregado,
también fueron eliminadas en el li-
guido de salida del concenirador, la
clorofila-a v las sales, como resulta-
do del procese de elusién por gra-
diente disconfinue de cloruro de
sodio, que afecta la movilidad de 1as
proteinas en la electroforesis, al pro-
ducir los iones sodio un argueo de
banda catédico.’® Por lo tanto, ambas
fracciones después de dicho trata-
miento, guedaron desalinizadas y
equilibradas a pH 7,2.

El rendimiento de esta etapa de
purificacién fue del 85 %, o sea, que
se recuperd en la fraccion F (ef), el

3 NaCl {mol/L)
2,000

f

+8:346

Fraccion Agregado +0,150

40,100

{ {min)

Pig. 2. Perfil de la cromatografia de intercambio anidnico con gel DEAE Sepharose FE en una columna XK 26/2¢ con una altura
de 10,0 cm . Se uplicaron 530 mL de muesira equilibrada a pH 7,2 La elusidn se realizd con gradiente salino incrementado desde

0 hasta 2,0 mol/L, a un flujo de 5 mLimin .

Tabla 2. Fracciones colectadas durante la cromatografia de intercambio anidnico del crudoe obtenido en el proceso de
extraccion por el método de congelacidn-descongelacidn 2 -2( °C gegin Cabranes,™ en una columna XK 26/20 y con 50 mi

de gel DEAE Sepharosa FE
Volurmen  Concentracién Proteinas  Concentracién  Ficocianina Concentracion Aloficocianina
de proteinas totales de ficocianina total de aloficocianina {otal
{mL) {mgimL} {mg) {mg/mls} (rng} (mg/mL} {mg)
Crudo 50,060 1,583 78,150 0,522 28,100 0,088 4,090
Fraccidn
Fliap), 114,000 0,249 28,420 0,194 22,190 ~(,005 -
Fraceidén
agregado 98,000 0,130 4,630 0,037 3,560 0,044 4,240
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Fig. 3. Barrido de 400 a 700 nm de longitud de onda de o fraccidn F{af), , obtenida
por cromatografia de tntercatihio anidnico con gel DEAE Sepharosa FE en una co-
lumna XK 26/20, con una altura de 10,0 cm .
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Fig. 4. Burrido de 400 & 700 nn de longitud de onda de la fraceidn agregado, obteni-
do por cromatografia de intercambio anionico con gel DEAE Sepharosa FF en una
colwmna XK 26/20, con una altura de 10,0 em .

Tabla 3. Actividad especifica de la fraccién F.(oB), colectada durante la croma-
lografia de intercambio aniénico y de sus concentrados obtenidos con membra-
nas de nitrato de celulosa del tipo YM-100.

Praccidn Concentrados
Flapl,

Tiernpo
de concentracidn 0 30 80 a0 120
{rmin)
Concentracidn
de ficocianina 0,194 0,252 0425 4,821 1.05
{ing/ml)
Actividad especifica 0352 1.4 2.2 47 5,1

Actividad especifica del erudo es de 0,069 8.

Puntos de aplicacidn

i 1l H I W Vi PAA
-, 25%

Ll

Fig. 5. Representacién de la electroforesis nutiva realizada o la fracciones F{af) ¥
agregado obtenidas por cromatografio de intercambio anidnico y a las fracciones oy
B obtenidas por filtracién en gel. Se trabajd en sistema automatizads PhastSystem
{Pharinacia) con Phastgel de un 8 a un 25 % de poliacrilamida. Puntos de aplico-
cidn: I. Fraccion F (af), ILV. Patrones (a: citocromo, b: quimotripsindgeno,
c: ovoalbiimina, d: BSA, e aldolasa, f: cotalasa, g: ferritinag). I Fraccidn o
1V Praccion g VI Fraccion agregado.

85 % del contenido total de ficocia-
nina existente en el volumen de
muestira inyectado a la columna XK
26/20 por cromatografia de intercam-
bio anidnico.

Control de calidad del proceso ero-
matografico de purificacion del
hexamero de C-ficocianina median-
ie electroforesis

La electroforesis realizada (Fig. 5)
mostré para la fraccién F (afi}, una
solay fina banda, correspondiente al
hexamero de C-ficocianina, o que
demostro la pureza de esie pigmen-
to-proteina en dicha fraceion. En la
linea perteneciente a la fraccién
agregado, se encontraron varias ban-
das debido a la presencia de agrega-
dos moleculares de ficocianina y
aloficocianina {mondmeros-trime-
ros, dimeros-trimeros y dimeros-
hexémeros), asi corno de otras com-
binaciones de ellas.

Control de calidad del proceso cro-
matografice de purificacién del
hexiamero de C-ficocianina median-
te Cromatografia Liquida de Alia
Presion

Elcromatograma (Fig. 6) presen-
té una sola y simétrica sefial para e}
hexamero de C-ficocianina, ¢con un
tiempo de retencidn promedio de
4.6 min . El resultado de esta croma-
tografia, confirmé la pureza de la
molécula hexarmérica de C-ficociani-
na, observada en la electroforesis (8
a 25 % de poliacrilamida).

Separacion y purificacién de las
subunidades alfa y beta del hexa-
mero de C-ficocianina

En el proceso de particidn se ob-
servaron dos bandas de color azul
palido bien separadas. La banda in-
[erior correspondid a la subunidad
beta, la cual fue recuperada e indi-
cada corno fraccién B (Fig. )y la ban-
da superior correspondié a la sub-
unidad alfa, obteniéndose como Ul-
tima fraccién y representada como
fraccidn . El tiempo de retencion
promedio de las subunidades betay
alfa fue de 476 y 54 min respectiva-
mente. Se determiné para las frac-
ciones o y B una cantidad de protei-
nas totales de 2,15 y 2,65 mg respec-
tivamente.

La electroforesis {Fig. 5) mostrd
para la [raccion o, una sola y delga-
da banda debido 2 la presencia de la
subunidad alfa pura del hexdmero
de C-ficocianina. De igual forma, pa-
ra la fraccién §, se observo una tni-
ca y fina banda, correspondiente a
ia subunidad beta, también pura, de
diche hexamero.
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4.6 t {min)

Fig. 6. Perfil de la Cromatografia Liguida de Alto Pregidn utilizando una columna de
filtracidn en gel del tipo TSK-G30005SW de (4,6 x 300} mm, con una alture de 30 e . Se
aplicaron 50 4l de muestra equilibrada a pH 8,6 ¥ a un fluyo de 3,8 mLmin . El
estdndar interno corresponrdid a lo proteina fibronecting con un peso moleculor de

440 kDa .
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Fraccion o

476

654 T {min}

Fig. 7. Perfil de la cromatografia en filtracidn en gel. Se utilizé como gel Superdex-75
y wna columna XK 26/100 con une altura de 30 om . Se aplicaron 11 mL de muestra
equilibrade o pH 3.6 ¥ o un flugo de 0,55 mLimin .
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Fig. 8. Representacion grdfica de la curva patrdn, realizada para la estimacitn del
peso molecular del hexrdmero de C-ficocianina, segiin lo metndologia de Fergunson

modificada por Hames y Rickwood

Determinacion del peso molecular
del hexamero de C-ficocianina y sus
subunidades

La curva de calibracion de los pa-
trones de proteinas utilizados paralaes-
timacion del peso molecular 3 {Fig. 8),
permitid estimar un pesc molecular
para el hexdmero de 228 kDa vy
para las subunidades alfa y beta de
17,92 y 19,85 kD& respectivamen-
te (Fig. 9).

CONCLUSIGNES

El método de extracciém por con-
gelacion-descongelacion para el ais-
iamiento de la C-ficocianina de
Spirultna platensis, resulta eficien-
te en la extraccién de ficocianina de
1a biomasa humeda.

La electroforesis (8 2 25 % de po-
liacrilamida) y la Cromatografia Li-
guida de Alia Presidn, de la fraccidn
F.(uB),, evidencian |z pureza de la

malécula de C-ficocianina y la selec-
tividad del proceso de purificacidn
por cromatografia de intercambio
anidnico.

El método de separacidn y puri-
ficacidn de las subunidades a v § del
hexamero de C-ficocianina fue ex-
toso.

Se logré estimar e] pesa molecu-
lar para el hexamero de C-ficociani-
nadeBSpiruling platensis (229 kDa),
asi como para sus subunidades o y
B (17,92 v 19,85 kDa} respectivamen-
te.
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