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La ficocianobilina es el grupo prostético de las ficobiliproteinas C-ficocianina y Aloficocianina, las que se encuentran
presentes en las algas verde-azules. Entre las estrategias empleadas para la purificacion de este pigmento tetrapi-
rrélico se encuentra la extraccion de las proteinas y posterior ruptura del enlace tioéter, mediante el que esta unido
las cadenas polipeptidicas. Posteriormente se lleva a cabo el proceso de extraccién con un solvente organico y la
purificacion basada en la cromatografia en placa, en batch o columna. La caracterizacion de esta molécula implica
métodos cromatograficos, espectroscopicos y la determinacion de la actividad antioxidante. En esta revision pre-
sentamos un resumen de las estrategias de purificacion empleadas para la obtencién de este pigmento, asi como
los métodos de caracterizacién fundamentales. Adicionalmente comentamos sobre posibles estrategias que se pu-
dieran emplear para la obtencion de preparaciones de la PCB con elevadas purezas, que puedan ser empleadas para
la evaluacién de sus propiedades potenciales en la industria biofarmacéutica.
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ABSTRACT

Phycocyanobilin is a prosthetic group of phycobiliproteins named C-phycocyanin and allophycocyanin, which are
located in blue-green alga. Purification of PCB implies protein extraction, thioeter bond rupture and extraction in
organic solvent followed by separation on chromatographic system. Characterization of PCB is accomplished throu-
gh chromatographic analysis, spectroscopic techniques and antioxidant capacity determinations. In this review, we
present different strategies for PCB purification as well as many methods used for pigment characterization. Also,
we propose some procedures to obtain this molecule from cellular as starting material to produce PCB in enough
quantity to evaluate its biological potential in biopharmaceutical industry.

Keywords: phycocyanobilin, tetrapyrrole, prosthetic group, phycobiliproteins.

lo que potencialmente podria ser un producto con apli-

Introduccion . . . :
caciones en el tratamiento de la isquemia cerebral. 7!

La ficocianobilina es el pigmento tetrapirrdlico
que constituye el grupo prostético de la C-ficocianina
(CPC) y la Aloficocianina (APC). Estas proteinas son
constituyentes de los ficobilisomas presentes en las algas
verde-azules ! y han sido asociadas a propiedades an-
tioxidantes, inmunomoduladoras y citoprotectoras. >
Adicionalmente se ha demostrado que muchas de estas
propiedades bioldgicas estan asociadas al sistema te-
trapirrolico que estd presente en estas proteinas como
grupo prostético. 2”* Presumiblemente la accién de la
PCB estd relacionada con la inhibicién de la enzima
NADPH oxidasa y con su capacidad antioxidante .>*'
Adicionalmente debido a sus propiedades fisico-qui-
micas es posible que esta molécula pueda ejercer su ac-
cion traspasando la membrana hemato-encefalica, por

Los métodos descritos para la purificacién y ca-
racterizacion de la PCB implican la extraccion previa
de las ficobiliproteinas en las que estd contenido este
grupo prostético. Posteriormente el pigmento es libera-
do de la estructura polipeptidica mediante el tratamien-
to con 4cido concentrado o reflujo con un alcohol . >3
La extraccion posterior se realiza con solventes organi-
cos como cloroformo o diclorometano debido a la so-
lubilidad del pigmento en estos sistemas. Finalmente,
el proceso de purificacion puede implicar un método
cromatogréfico ya sea en placa, batch o columna. ™
Una alternativa que emplea herramientas biotecno-
logicas estd asociada a la co-expresion de las enzimas
involucradas en la modificacion del grupo hemo a Bi-
liverdina (BV) y posteriormente a PCB.’ El organismo
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que se utiliza para la expresion heteréloga de estas enzimas es
la bacteria Escherichia coli. La estrategia descrita involucra la
obtencion del pigmento en su forma libre, por lo que el proceso
de purificacién comenzaria con la ruptura celular y la extraccion
con un solvente organico del pigmento, asi como su posterior se-
paracion cromatografica.

Por otra parte, las técnicas analiticas empleadas para la carac-
terizacion de la PCB comprenden métodos cromatograficos, ® entre
los que se encuentran la RP-HPLC y la TLC. El anilisis espectros-
copico se lleva a cabo mediante espectroscopia UV-visible (UV-
vis), fluorescencia, ** Infrarojo (IR), »* Espectrometria de Masas
(MS)"*12 y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).*¢

Aunque en la literatura cientifica se han reportado algunas
metodologias para la purificacion de la ficocianobilina han sido
con fines analiticos. De tal forma estas resultan ser trabajosas y
dificilmente escalables. También en su mayoria utilizan como
materia de partida las ficobiliproteinas (al menos parcialmente
purificadas) en lugar de las células de las algas verde-azules don-
de esta contenido este pigmento.

En este trabajo realizamos un andlisis sobre los principales
métodos descritos para la obtencién y caracterizacion del pig-
mento ficocianobilina. También se hace énfasis en algunas es-
trategias que se pudieran desarrollar para su obtencién a partir
de las células o de preparaciones de ficobiliproteinas con purezas
bajas.

1
Métodos

Las estructuras quimicas obtenidas del Pubchem17 fueron
visualizadas y/o analizadas con el programa PC3D (Jandel Scien-
tific, Corte Madera, CA, USA) y las obtenidas del PDB con el
programa UCSF Chimera.'® Las comparaciones de las secuencias
de proteinas se realizaron con las aplicaciones BLAST, Smart-
BLAST"y CLUSTAL OMEGA.»

Cadena_alfa_CPC
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La ficocianobilina es el grupo prostético de las fi-
cobiliproteinas presentes en Arthrospira platensis

La C-ficocianina y la Aloficocianina son las ficobiliprotei-
nas que forman parte del aparato fotosintético de la cianobacteria
Arthrospira platensis.” Estos polipéptidos (CPC/APC) son cons-
tituyentes de los ficobilisomas de este microrganismo, y se en-
cuentran aproximadamente en una proporcion de 10:1 formando
estructuras dodecaméricas y hexaméricas, respectivamente.??.
Ambas ficocianinas tienen unido el cromoéforo ficocianobilina
(PCB) a cisteinas especificas mediante un enlace tioéter. Lemberg
(revisado en el trabajo de OHEOCHA'") demostr6 que la PCB se
une de forma covalente a la cadena polipeptidica y que su estruc-
tura es semejante a la de un pigmento tetrapirrdlico. De hecho,
este fue erroneamente identificado como mesoviliverdina.'>*

La posicion de cada cromoéforo fue determinada mediante
estudios estructurales* y el sitio de union entre el croméforo y
la proteina por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Para la
CPC de A. platensis los sitios de unién son las cisteinas 84 de la
cadena alfa, y las 82 y 153 de la cadena beta. La posicion de union
del cromoéforo en esta proteina es un sitio altamente conserva-
do, de acuerdo al andlisis realizado con la aplicacion CLUSTAL
OMEGA?® (Figura 1).

El alineamiento multiple de secuencia se realizé con los re-
sultados obtenidos del BLAST", que tuvieran al menos un 70 %
de identidad con cada una de las estructuras correspondientes a
las cadenas de la CPC. Adicional a las posiciones correspondien-
tes de las cisteinas donde se une el grupo prostético PCB, también
existen otras regiones de estas proteinas que son altamente con-
servadas (Figura 2). Presumiblemente esto pudiera estar relacio-
nado con el mantenimiento de la estructura tridimensional que
caracteriza a cada una de las cadenas de la CPC.

La comparacion de las dos cadenas de la CPC indica un gra-
do de similitud estructural a nivel de estructura primaria de un
28 % (Figura 2A). La diferencia entre ambas cadenas polipepti-
dicas esta dada por inserciones en la cadena beta, en relacién a la
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sp|Pe@3e8|PHCAL_SYNPE
sp|Q5N4S9 | PHCA2_SYNP6
tr|L8LZG7 | LBLZG7_9CYAN
tr|K9Z7Q5|K9Z7Q5_CYAAP

tr | ARABDEADX6 | AGABDEADX6_9CHRO
tr | AGABDSAUG3 | AGABDEAUG3_9CHRO
sp |P20776 | PHCA_SYNY1

YSKFPYTTSTPGNNFASTPEGKAKCARDIGYYLRIVTYALVAGGTGPIDEYLLAGLDEIN
YSKFPYTTSTPGNNFASTPEGKAKCARDIGYYLRIVTYALVAGGTGPIDEYLLAGLDEIN
YSKFPYTNSTPGPSYASTPEGKAKCSRDIGYYLRMVTYCLISGGTGPMDEYLIAGLDEIN
YNKFPYTTSTPGSQYASTAEGKAKCARDIGYYLRMVTYCCVAGGTGPMDEYLIAGIDEIN
YSKFPYTTTTPGANFASTAEGKAKCSRDIGYYLRMVTYCLVAGGTGPMDEYLIAGIDEIN
YSKFPYTTTTPGANFASTAQGKAKCSRDIGYYLRMVTYCLVAGGTGPIDEYLIAGIDEIN
YSKFPYTTTTPGANFASTAQGKAKCSRDIGYYLRMVTYCLVAGGTGPIDEYLIAGIDEIN
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Cadena_beta_CPC T

tr|AGABS3ITNS2 | ABABS3TNS2_9CYAN
tr|ARABDGYLF6 | ABABDEYLF6_MASLA
tr|AGABMOSQTS | ABARMASQTS_9CYAN
tr |VSVSEL|VSVSEL_9CHRO

tr |Q71RW8 |Q71RWS_THEVL
sp|P50@33 |PHCB_THEEB

tr |K9RWES | KSRWES_SYNP3

tr |K95CQ3 | K9SCQ3_9CYAN

tr |K9VZU9 | K9VZU9I_9CYAN

FEEQPQLISPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAILAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FEEQPQLISPGGNAYTNRRMSACLRDMEIILRYVTYAILAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FEEQPQLISPGGNAYTNRRMSACLRDMEIILRYVTYAILAGDASVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAILAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAILAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYAILAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FAEQPQLIQPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYATLAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FEEQPQLIQPGGNAYTSRRMAACLRDMEIILRYVTYATMAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
FEDQPQLIQPGGNAYTNRRMAACLRDMEIILRYVTYATIAGDSSVLDDRCLNGLRETYQA
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tr|AGABS3TNS2 | ABABS3TNS2_9CYAN
tr | AGABDEYLF6 | ABABDGYLFE_MASLA
tr|AGABMOSQTS | ABABMASQTE_9CYAN
tr|V5V5E1 | VSVSEL_9CHRO
tr|Q71RKS |Q71RWS_THEVL
sp|P50833 |PHCB_THEEB

tr |K9RWE6 | KORWES_SYNP3
tr|K95CQ3 |K9SCQ3_9CYAN
tr|K9VZU9 | K9VZU9I_9CYAN

LGTPGSSVAVGVQKMKEAAINIANDPNGI TKGDCSQLMSEVASYFDRAAAAVA
LGTPGSSVAVGVQKMKEAAVGIANDPNGI TKGDCSALISEVASY FDRAAAAVA
LGTPGSSVAVGVQKMKEAAVGIANDPNGI TKGDCSALMSEVAGY FDRAAAAVA
LGTPGSSVAVAIQKMKDAAIATANDPNGI TPGDCSALMSEIAGYFDRAAAAVA
LGTPGSSVAVAIQKMKDAAIAIANDPNGITPGDCSALMSEIAGYFDRAAAAVA
LGTPGSSVAVAIQKMKDAAIAIANDPNGITPGDCSALMSEIAGYFDRAAAAVA
LGVPGSSVATGVSKMKDAAIAVANDPNGIVPGDCSSLISEVAGY FDRAAAAVA
LGVPGGSVAAGVQKMKEAATAVANDSAGITPGDCSALMSELAGYFDRAASAVA
LGVPGGSVASGVQKMKDAAIAIANDPNGI TKGDCSALMSELSGYFDRAASAVA
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Fig. 1. Fragmentos de los resultados obtenidos del analisis de “alineamiento mdltiple de secuencia” con el CLUSTAL OMEGA de varias secuencias ami-
noacidicas de la C-ficocianina. Las cisteinas donde esta presente el enlace tioéter se sefialan con flechas.
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estructura de la cadena alfa. Estas inserciones implican dos regio-
nes especificas: 73-74 y 146-155. Este cambio de la secuencia en
las dos cadenas presumiblemente estd asociado a la acomodacién
de otro croméforo en la cadena beta. *!

La estructura estd conformada por dos grupos carboxilos
y adicionalmente contiene varias insaturaciones conjugadas, las
que probablemente estan relacionadas con sus propiedades an-
tioxidantes.® También estan presentes Is grupos aminas en los

Cadena beta
Cadena alfa

Cadena beta
Cadena alfa

Cadena beta
Cadena alfa

Identidad Positivos

48/174 (28 %) 78/174 (44 %)
rKTPLT=AVSL-.DSQGRFLSSTEIQVAFGRFRQAI\AGLE»«M-LTS‘(ADSLISG-.AQ—\W ]
; FDAFTK\’VSQ»-DTQGE‘ LST.«QID-\LSQF'\"«ESH(RLD»«VF RITSIL»-STIVS JMRELF 60
NKF! ;va"QGprx«.-oq;smxcu:omv\ugw\n’rvcuncompw vmgm EINR 120
kEQPQLIAPGGFh«YTS RRMAAGLRDMEITLRYVTYAVFAGDASVLEDRCLNGLRETYL 118
TFELSPSWYT-======= uwvrxmr-ms GD.-\ --HTEHnsvmv,.n..us 162

ALGTPGSSVAVGVGKY <E»anIV? DPHGITPGDCSHLHSEIHSVFDRHCM\'S 172

Fig. 2. Comparacion de las estructuras de las cadenas alfa y beta de la CPC de A. platensis. A) Alineamiento de las secuencias de las cadenas alfa y beta
de la CPC. El cromdforo se une en las posiciones 84 de la cadena alfa, y en las 82 y 153 de la cadena beta. B) Superposicidn de las estructuras tridimen-
sionales de las cadenas alfa (azul) y beta (magenta) de la CPC. En la ampliacién de la superposicion de la estructura de los croméforos de la cadena alfa
(mostrado en rojo) y de la cadena beta (mostrado en verde) se observa que ocupan basicamente la misma posicidén espacial. Las estructuras fueron

obtenidas del Protein Data Bank* (1GHO).

Las dos cadenas de la CPC también son conservadas en re-
lacion a sus estructuras tridimensionales (Figura 2B). Incluso en
el contexto del posicionamiento del grupo prostético en la cadena
polipeptidica existe una elevada complementariedad (ampliacién
en Figura 2B). #

Estructura de la ficocianobilina
La ficocianobilina corresponde a la de un sistema conjuga-
do formado por cuatro anillos pirrélicos, denotadas por las letras
A-D. Para esta estructura pueden existir dos estereoisomeros (Z y
E) en la posicion 3 (Figura 3, PubChem CID 6438349).

o

Fig. 3. Estructura de la ficocianobilina, el grupo prostético de las ficobi-
liproteinas C-ficocianina y aloficocianina. El sistema tetrapirrdlico esta
conformado por cuatro anillos (A B, Cy D) que dan lugar a un compues-
to con inaturaciones conjugadas.
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anillos centrales (B y C) y amidas en los ubicados en los extremos
(A y D). La unién del cromdforo y cada cisteina de las cadenas
polipeptidicas ocurre en el C3” del anillo A.

Purificacién de la ficocianobilina

El proceso de purificacion de la ficocianobilina depende del
material de partida del que se extraera este pigmento. Sin em-
bargo, este se obtiene mayoritariamente de preparaciones de fi-
cobiliproteinas con diferentes grados de pureza. “**** Cuando
la PCB es obtenida a partir de la proteina al menos parcialmente
purificada, se eliminan sustancias organicas poco solubles en el
medio acuoso empleado para la extraccion de las proteinas. Una
alternativa a este material de partida seria obtener el pigmento
directamente a partir de las células en las que se encuentra conte-
nido la PCB, lo cual estd poco descrito en la literatura cientifica.
En este caso también se realizaria el proceso de extraccion de las
proteinas en un medio acuoso. Posteriormente las proteinas se
pudieran precipitar con sulfato de amonio® o medio 4cido y lavar
el material insoluble con un solvente organico, previo al proce-
so de liberacion del pigmento de la cadena polipeptidica, el que
implica calentamiento a temperaturas sobre los 40 °C."* Contra-
riamente si el proceso se llevara a cabo con un solvente organico
(como un alcohol) y calentamiento, este disgrega la estructura de
la membrana citoplasmatica y extrae todos los compuestos que
sean solubles en este medio.

Ruptura del enlace tioéter

La ficocianobilina fue obtenida por primera vez, por Lem-
berg en 1930, a partir de la liberacion de la cadena polipeptidica
de la CPC mediante calentamiento de esta proteina con acido
clorhidrico concentrado a 80 °C en ausencia de aire. Aunque este
constituye un método establecido para la obtencion de este pig-
mento, se debe tener en cuenta que el tratamiento con acido con-
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centrado produce diferentes estructuras, en funcién del tiempo
de tratamiento y la concentracion del acido.”® Otro procedimien-
to empleado para la obtencion de PCB es el reflujo de HBr en una
soluciéon de CPC/ TFAL.

En 1962 Fujita y Hattori informaron que este tetrapirrol
puede ser obtenido por reflujo de la ficobiliproteina con metanol
neutro. » La reaccion de metanolisis puede ser optimizada al rea-
lizarla a 40 °C en la oscuridad y en presencia de cloruro merctri-
co. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las sales mercuricas
son sustancias con toxicidad comprobada. Esta reaccion de alco-
hdlisis también puede ocurrir con otros solventes como el etanol
o el 1-butanol. ** Debido a que las ficobiliproteinas en las que se
encuentran la PCB como grupos prostéticos son poco solubles en
alcoholes y a la naturaleza del enlace tioéter, las reacciones de al-
cohlisis se deben llevar a cabo a temperaturas cercanas al punto
de ebullicién del alcohol, con reflujo y/o agitacion. '

Adicionalmente existen estrategias para la obtencién del
grupo prostético en el contexto de una estructura peptidica. Estas
implican el tratamiento de las proteinas con enzimas proteoliticas
como subtitlisina, * pepsina® y tripsina. #3%%

Obtencion mediante métodos biotecnoldgicos

La PCB también ha sido obtenida en E. coli por la co-expre-
sién de la hemo-oxigenasa. Esta enzima estd relacionada con la
formacién del pigmento BV a partir del grupo hemo. Posterior-
mente este pigmento es reducido para dar lugar a la PCB, proceso
catalizado por la enzima ficocianobilina:ferredoxina oxidoreducta-
sa. % Los resultados de Ge et al. estan relacionados especificamen-
te con la obtencién de la PCB libre por via recombinante. * Luego de
la obtencion del pigmento en E. colj, este es extraido con metanol
y posteriormente purificado mediante RP-HPLC. La pureza ob-
tenida fue de un 95 % (de acuerdo al analisis mediante RP-HPLC
en condiciones analiticas) y un rendimiento final aproximado de
0.3 mg de PCB/L de cultivo. Aunque el objetivo de esta revisién
esta relacionado con la obtencion de la PCB, cabe mencionar que
también existen estrategias que implican la formacioén de las es-
tructuras proteicas que contienen el pigmento unido de modo
covalente. *

Extraccion de la ficocianobilina con solventes orgd-
nicos

Aungque las ficobiliproteinas son estructuras hidrosolubles, la
solubilidad en agua del pigmento liberado luego de la ruptura del
enlace tioéter es relativamente baja. Sin embargo, la solubilizacién
de la PCB en solventes organicos es posible, ° en especial si el diaci-
do obtenido se esterifica con un alcohol como el metanol. '* Entre
las fases organicas mas empleadas para la extraccion del pigmen-
to se encuentran el diclorometano, 1-butanol y cloroformo*®"
Los sistemas mas empleados para la obtencion de las dos fases
(orgdnica y acuosa) implica el uso de embudos separadores para
la recuperacion de la fase organica componente de la molécula de
interés. Por otro lado, si se desea acelerar el proceso de formacion
de las dos fases se pudiera realizar mediante centrifugacién.

Purificacion mediante métodos cromatogrdficos

La ficocianobilina y sus derivados pueden ser separados me-
diante cromatografia en gel de silica con una fase mévil isocratica
conformada por una mezcla de solventes como benceno/acetato
de etilo/agua en una proporcion 80/20/0.13 (v/v)."* La separacion
implica dos isomeros del éster metilico de la PCB, asi como el
aducto formado con el metanol. Estas separaciones se pueden
realizar en dos modos: (1) cromatografia en placa delgada (TLC,
del inglés Thin Layer Chromatography) o (2) mediante croma-
tografia liquida (LC, del inglés Liquid Chromatography) en una
columna pre-empacada o en batch. Adicionalmente se pudieran
emplear otros sistemas que implican cromatografia liquido-liqui-
do (CC, del inglés Countercurrent Chromatography). *

Otra de las técnicas empleadas para la purificacién de la fi-
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cocianobilina implica el uso de la cromatografia en fase reversa
(RP). En este sistema generalmente se emplean columnas de C18
y las fases moviles pueden estar conformadas por solventes or-
ganicos como el metanol, acetonitrilo, ® acetona, * etanol/acido
acético.'

Estrategias generales para la purificacion de la fico-
cianobilina a partir de células de A. platensis

La mayoria de los procedimientos descritos para la purifica-
cién de ficocianobilina a partir de fuentes naturales no permiten
obtener grandes cantidades de este pigmento. Este hecho estd re-
lacionado con dos elementos fundamentales: (1) la proporcién de
la PCB en el sistema natural del que se extrae y (2) dificil escala-
bilidad de los procedimientos establecidos.

El proceso de purificacion de la ficocianobilina tiene una
serie de etapas (Figura 4) que comienzan con la extraccion del sis-
tema celular en el que esta contenido este pigmento. La mayoria
de las estrategias implican la purificacion de las ficobiliproteinas
como un paso previo a la liberacién del pigmento de la fracciéon
polipeptidica. Posteriormente se emplean varios pasos de extrac-
cién en dos fases inmiscibles y/o procesos cromatograficos. Sin
embargo, estos procedimientos se han realizado en su mayoria
con la finalidad de estudios estructurales y/o funcionales de la
ficocianobilina.

En la literatura cientifica estdn escasamente descritas las es-
trategias adecuadas para la obtencién de este pigmento a partir
de células de cianobacterias o algas. Una alternativa muy conve-
niente para la purificacion de la PCB implicaria la ruptura celular
en un medio acuoso y acido (TFA, TCA, HCI, etc.), en el que se
extraerian algunas proteinas (y otras podrian precipitar). De esta
forma, a la vez se propiciaria la ruptura del enlace tioéter, y la libe-
racion correspondiente de la PCB (Figura 4). Alternativamente se
pudieran romper las células en un medio acuoso y precipitar las
proteinas extraidas en un medio salino o acido. Posteriormente se
lavarian con metanol para eliminar contaminantes de naturaleza
orgéanica, como la clorofila y otros pigmentos que se solubilizan a
temperatura ambiente. S6lo al calentar a temperaturas sobre los
40 °C se favoreceria el proceso de ruptura del enlace tioéter y la
liberacién del pigmento de interés. ™* Si el proceso de obtencién
del pigmento se lleva a cabo por via biotecnoldgica entonces no
se tendria que llevar a cabo el proceso de metandlisis, ya que esta
molécula se obtendria en un modo no conjugado. *

Una vez ocurrido el proceso de metandlisis los componen-
tes proteicos se obtendrian como un precipitado luego de cen-
trifugar. En el material soluble estaria presente la PCB, junto a
contaminantes que deben ser eliminados mediante extraccion
en sistemas liquidos bifésicos. Otro elemento asociado a este
proceso debe ser un paso cromatogréfico. Entre las alternativas
mas adecuadas se encuentran las cromatografias liquidas ya sean
en fase normal (gel de silica)* o en fase reversa (RP).” También
pudieran realizarse procesos cromatograficos que impliquen par-
ticion entre dos fases liquidas (estacionaria y moévil), asi como
separaciones en placas delgadas (TLC).

Caracterizacion de la ficocianobilina
Métodos cromatogrdficos

La cromatografia en fase reversa (RP-HPLC) es el método
cromatografico fundamental para la caracterizacion de las pre-
paraciones de PCB. '2'4! Esta técnica permite la separacion de
productos con elevada similitud estructural con la PCB, entre los
que se encuentran la BV y el aducto PCB-metanol. Otras de las
alternativas cromatogréficas que pueden tener aplicaciones anali-
ticas es la configuracion en placa delgada (TLC).

Métodos espectroscdpicos

Debido a la presencia del sistema de enlaces multiples con-
jugados, este pigmento presenta un maximo absoluto de absor-
cion alrededor de los 360 nm y un maximo relativo cerca de los
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Fig. 4. Estrategia general para la extraccion y purificacion de la ficocianobilina a partir de células de cianobacterias y algas.

620 nm. Sin embargo, se debe mencionar que el micro-entorno
en el que se encuentra el pigmento determina el maximo de ab-
sorcion absoluto.! Cuando estd formando parte de la CPC este va-
lor se encuentra alrededor de los 620 nm, pero si el sitio donde se
encuentra unida es en la APC el maximo de absorbancia tiene un
corrimiento hasta los 650 nm. El espectro de fluorescencia de la
PCB muestra un maximo de emision alrededor de los 678 nm, el
cual se desplaza hasta un valor de 633 nm en presencia de cinc. *

El espectro IR de la ficocianobilina present6é un maximo en
3470 cm’, lo que indica la presencia de grupos hidroxilos en la
estructura. La seflal a 1462 cm™' es indicativa del grupo carbonilo,
el cual se encuentra en forma de dcidos carboxilicos y amidas. La
seflal a 1461 cm™ estd asociada al grupo isoprolilo y la de 850 cm™
a enlaces C-H de sistemas aromaticos o heterociclos. '* También
se detectaron otras sefales a 1157, 1116, 1032, 602 y 190 nm, las
que no fueron asignadas.

La estructura quimica de la PCB fue establecida mediante
espectrometria de masas (MS). En este estudio la PCB fue obte-
nida mediante reflujo con metanol y tratamiento con 4cido con-
centrado. Luego el producto fue extraido en cloroformo y esterifi-
cado. El éster volatil fue separado en gel de silica y analizado por
MS" " La relaciéon m/z, determinada mediante FAB (del inglés
Fast Atom Bombardment) fue de 586 Th y 588 Th para la PCB sin
esterificar. '* Cuando se emplea un método de ionizacién “suave”
(MALDI-TOF) la m/z es 587.2 Th, estructura que corresponde
también al analisis de la preparacion de PCB sin esterificar. °

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la PCB ha sido determinada
por los métodos basados en el DPPH’ y en el ORAC. * También se
ha evaluado el efecto de esta molécula en la proteccion de lipidos
ante la oxidacién por AAPH'*%

En conclusion, la ficocianobilina es un sistema tetrapirroli-
co presente en las ficobiliproteinas aloficocianina y C-ficocianina,
que tiene aplicaciones potenciales en la industria biofarmacéutu-
tica por sus propiedades inmunomoduladoras, citoprotectoras y
antioxidantes. Entre las materias primas empleadas para obtener
este pigmento se encuentran las cianobacterias y las algas en las
que se encuentran las ficbiliproteinas denominadas ficocianinas.
Adicionalmente, la ficocianobilina puede ser obtenida también
por métodos biotecnoldgicos, donde la bacteria E. coli ha sido
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uno de los sistemas mas empleados. Por otra parte, aunque exis-
ten varias estrategias que implican la obtencién de PCB con pu-
rezas elevadas, la mayoria de estos tienen el inconveniente de ser
poco escalables, ademas de que los rendimientos son bajos. En
este trabajo se proponen estrategias que implicarian la obtencion
de PCB a partir de un sistema celular, el cual pudiera constituir
un proceso escalable.
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