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CHILENSE

Agarophyton chilense es un alga roja presente en las costas de Chile que posee gran relevancia
para la economia nacional, ya que es un producto de exportacion a nivel mundial para la
obtencidn de agar, un agente gelificante utilizado en de la industria alimenticia.

Dentro de este tipo de algas es posible encontrar, ademas, ficobiliproteinas, como la ficoeritrina
y la ficocianina, que corresponden a pigmentos proteicos cuya funcion es la captacion de luz para
el proceso de fotosintesis. Estas proteinas son utilizadas como pigmentos naturales en la industria
cosmeética y alimenticia, y poseen propiedades antioxidantes y antitumorales.

El objetivo de este trabajo es dar valor agregado al proceso de extraccidn de agar con la obtencion
de ficobiliproteinas como coproducto. Para esto se disefia un método de extraccion y purificacion
de proteinas a nivel de laboratorio y, a partir de los restos algales, se disefia un método de
extraccion de agar. Ademas, se evalla el efecto de este proceso en el rendimiento y calidad del
agar.

La extraccion de ficobiliproteinas inicia con una suspension de alga seca en buffer fosfato salino.
Luego, a través de ciclos de congelamiento-descongelamiento y posterior reposo se extraen las
proteinas hacia el medio extracelular. A continuacion, las proteinas solubles se fraccionan
mediante precipitacion con sulfato de amonio, sedimentando en el rango entre 20 y 60 % de
saturacion. Luego, el pellet solubilizado se dializa para ser purificado en una columna de
intercambio anidnico. Se determina la pureza de las ficobiliproteinas en las fracciones mediante
electroforesis y espectrofotometria. Se obtiene 0,193 + 0,04 mg y 0,181 + 0,02 mg de
ficoeritrina y ficocianina por gramo de alga seca, respectivamente, siendo un 65 % menor en
ficoeritrina al reportado para la misma alga. Tras las etapas de purificacion se obtiene un indice
de pureza de 2,85 en ficoeritrina y 2,11 en ficocianina, inferior a lo reportado en literatura para
la primera, que con procedimiento similar en otras algas alcanza un valor de 5,21.

Por otra parte, se realiza una extraccion de agar para alga sin tratamiento y alga resultante de la
extraccion de ficobiliproteinas. Se aplica un tratamiento alcalino para la disminucion de
compuestos sulfurados. Luego de una neutralizacidn se realiza una coccién de la muestra de alga
para solubilizar el agar en agua destilada a alta temperatura. Finalmente, el agar se seca y se
determina rendimiento para comparar el efecto de extraccién de proteinas en el agar. El
rendimiento no se ve altamente afectado por la extraccion de proteinas, obteniendo un promedio
de 22,03 %y 23,26 % con y sin extraccion previa de ficobiliproteinas respectivamente, estando
ambos dentro del rango esperado para algas del género. Adicionalmente, se obtiene una calidad
de agar sobre los 700 g/cm? en promedio de fuerza de gel en ambos casos.

Se concluye la factibilidad de un proceso a escala de laboratorio para la extraccion en conjunto
de agar y ficobiliproteinas a partir de Agarophyton chilense, sin afectar rendimiento y calidad de
agar.
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1. Introduccion

1.1. Contexto

Las algas rojas alrededor del mundo representan un recurso de gran importancia en aspectos
nutricionales al tener mayor contenido de proteinas que otros tipos de algas. También se ha
reportado que poseen extractos 0 compuestos bioactivos que presentan propiedades antitumorales,
antioxidantes y antimicrobianas, pudiendo tener aplicaciones dentro del &mbito de la medicinay la
industria farmacéutica para el desarrollo de productos [1].

Para el afio 2012, segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO, del inglés Food and Agricultural Organization), se producian alrededor de 7
millones de toneladas de algas frescas, de las cuales la mitad estaba destinada al consumo humano,
mientras que el resto era utilizada en la industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y otras
aplicaciones [1]. El desembarque total de algas en Chile durante el afio 2018 fue de 241.575
toneladas, segun las cifras preliminares del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
(SERNAPESCA) [2].

Gracilaria spp. tiene una gran relevancia al ser el alga mas explotada a nivel mundial. Un tipo de
alga roja que se puede encontrar dentro de Chile es Agarophyton chilense (especie conocida
anteriormente como Gracilaria chilensis), mas conocida como “Pelillo”, la que se distribuye a lo
largo de la costa chilena entre la region de Antofagasta y la Isla de Chiloé. Durante el afio 2018
fueron desembarcados un total de 58 mil toneladas de pelillo, provenientes de recoleccion de orilla
y cosecha. El cultivo de algas corresponde al 1,7 % del total de cosechas en Chile, representando
el pelillo cerca del 98 % de la produccion de algas en cultivo [2].

Este recurso posee importancia economica para el pais, generando cerca de 33 millones de dolares
por la exportacién de alrededor 2 mil toneladas de alga seca durante el afio 2018 [2].

Uno de los subproductos obtenidos a partir de esta alga es el agar, el cual es utilizado como agente
gelificante dentro de la industria alimenticia para la produccion de jaleas, yogurts y helado, ademas
de ser utilizado como substratos en cultivos microbioldgicos [3]. Segin datos del Instituto de
Fomento Pesquero (IFOP) se registrd una exportacion de 1.380 toneladas de agar producido en
Chile acumulado a noviembre durante el afio 2018, por un valor cercano a los 32 millones de
ddlares por este producto [2].

El agar es definido como complejo coloidal compuesto principalmente por polisacaridos que tiene
la capacidad de gelificar, sirviendo como material de reserva y principal constituyente de la pared
celular en las algas rojas [4]. Para el afio 2009 se reporté una produccion mundial de 9.600
toneladas, siendo extraido el 80 % de Gracilaria spp [5].

1.2.  Motivacion

A partir de los datos presentados anteriormente, se puede observar que el mercado de algas tiene
un alto impacto sobre la economia del pais, siendo Chile uno de los principales productores y
exportadores a partir de las praderas de este recurso, del cual se genera un producto como el agar
que tienen aplicaciones como agente gelificante.



Por otro lado, es posible encontrar otros componentes dentro de las algas, tales como proteinas,
entre las que se encuentra un grupo denominado ficobiliproteinas. Estas poseen distintas
caracteristicas que las hacen atractivas para el mercado. Las ficobiliproteinas son las responsables
de regular los fendmenos de recoleccion de luz en cianobacterias y algas, absorbiendo longitudes
de onda de la luz solar en el rango de 480 a 660 nm, dentro del espectro visible, con el propdsito
de transferir energia en el proceso de fotosintesis de las algas [6]. Las subunidades de estas
proteinas son pigmentos autofluorescentes, coloreados y solubles en agua, que se encuentran tanto
en cianobacterias como en algas rojas [7]. La coloracion de estas proteinas las hace atractivas
dentro del mercado de colorantes al ser pigmentos naturales.

Dado que el actual enfoque de la industria alimenticia se encuentra dirigido hacia la produccion de
alimentos que posean mayor beneficio para la salud de las personas, y de la misma forma la
demanda de alimentos mas naturales y saludables ha ido en aumento, las ficobiliproteinas son una
opcién prometedora como aditivos en la industria alimenticia y como colorante dentro de la
industria cosmética [6].

Finalmente, se han estudiado los beneficios que puede traer el consumo de este tipo de productos,
dentro de los cuales se tiene la capacidad de estimular el sistema inmunolégico. También poseen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales, anticancerigenas y tienen efectos en la
reduccion del colesterol [6]. Por otra parte, dada la capacidad que tienen como fotorreceptores, las
ficobiliproteinas son utilizadas en experimentos por su capacidad fluorescente de facil deteccion.

Las dos principales ficoproteinas que se extraen de algas rojas corresponden a ficoeritrina y
ficocianina, las cuales tienen un valor en el mercado de 231 000 y 238 000 CLP por miligramo,
cuya descripcion en mercado indica una relacion Absorbancia 566/Absorbancia 280 en ficoeritrina
superior a 4,6 [8], y una relacién Absorbancia 620/Absorbancia 280 en ficocianina superior a 3,5
respectivamente [9].

Por esto resulta de interés la obtencion de estas ficobiliproteinas a partir de pelillo, de tal forma de
potenciar a la industria nacional al darle valor agregado al proceso de produccion de agar.

1.3. Objetivos

Objetivo General

Disefiar un método que permita extraer y purificar ficobiliproteinas de Agarophyton chilense y
extraer agar de los restos algales que quedan de la extraccion de estas proteinas.

Objetivos Especificos

e Diseflar un método de extraccion y purificacion de ficobiliproteinas desde Agarophyton
chilense, y probar su efectividad mediante su implementacion a escala de laboratorio.

e Determinar niveles de pureza de las ficobiliproteinas obtenidas y proponer etapas para
aumentar la pureza.

e Disefiar un método de extraccion de agar de los restos algales provenientes de las etapas de
extraccion de ficobiliproteinas, e implementar el método de extraccion a escala de
laboratorio.

e Comparar la calidad de agar obtenido de Agarophyton chilense con y sin extraccion previa
de ficobiliproteinas.



e Realizar propuestas de optimizacion en métodos de extraccién y purificacion propuestos
tanto para ficobiliproteinas como agar.

2. Estado del arte

2.1. Propiedades de ficobiliproteinas

Como se menciono anteriormente, las ficobiliproteinas son pigmentos proteicos encargados de la
captacion de luz en cianobacterias y algas rojas, ubicadas en la membrana fotosintética, siendo
altamente fluorescentes y solubles en agua. Comunmente las ficobiliproteinas constituyen el 24 %
de la masa seca del total de proteinas celulares [6].

La absorcion de luz en cianobacterias y algas rojas para el rango de longitud de onda en que la
clorofila resulta poco eficiente es llevado a cabo dentro de los ficobilisomas, que corresponde a
megacomplejos proteicos, encargados de transferir energia al fotosistema Il [10]. Estos
ficobilisomas estan ubicados en el estroma [11], compartimiento donde se lleva a cabo el proceso
de fotosintesis en las células eucariontes de las algas [12], especificamente en las membranas
externas de los tilacoides, como se puede observar en la Figura 1.
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Figura 1: Representacion esquematica de la membrana tilacoidal y los ficobilisomas. CF, factor de acoplamiento; PS,
fotosistema. [11]

Las ficobiliproteinas pueden ser clasificadas segun su estructura en cuatro grupos principales:
ficoeritrina (PE), ficocianina (PC), aloficocianina (APC) y ficoeritrocianina (PEC). Cada una posee
distinta coloracién, lo que les permite la absorber longitudes de onda en distintos rangos dentro del
espectro de luz visible. Dependiendo de la especie donde se origine, la ficoeritrina puede ser
clasificada en tres grupos, B-ficoeritrina (B-PE) obtenida de algas rojas unicelulares, R-ficoeritrina
(R-PE) proveniente de la mayoria de las algas rojas y C-ficoeritrina (C-PE), extraida de
cianobacterias [6]. La clasificacidn es analoga para el resto de las ficobiliproteinas.

La disposicion de ficobiliproteinas dentro de los ficobilisomas en algas rojas concentran una mayor
cantidad de aloficocianina en la regién cercana al nucleo, donde se conectan con unidades de
ficocianina y luego en el extremo a ficoeritrina, siendo esta Ultima la mas abundante [10]. Estas se
estructuran en el ficobilisoma como se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2: Esquema de la estructura de ficobilisoma con ficoeritrina (PE) y ficocianina (PC) como subunidades de varilla'y
aloficocianina (APC) como subunidad central con péptidos enlazadores [6].

En la Tabla 1 se puede observar la cantidad de proteina que poseen distintas especies de algas rojas
ubicadas en el Golfo de Mannar, y sus respectivas composiciones en ficoeritrina, aloficocianina y
ficocianina, destacando un mayor contenido de la primera en la mayoria de las especies.

Tabla 1: Contenido de ficobiliproteinas en algas rojas de Kilakarai, Golfo de Mannar. Proteina total determinada en relacion masa
total de proteina sobre masa de alga seca [13].

Nombre de especie Proteina total (% m'm) Ficobiliproteina (mg/g)
R-PE R-APC R-PC

Acanthophora spicifera 1.061 £ 0.05 0.421 £ 0.1 0121 £ 001 0.34 + 0.01
Gracilaria corticata 0.649 + 0.04 0.781 + 002 0.092 + 0.01 0.32 + 0.02
G. edults 0.698 + 0.06 0.762 + 0.03 0.081 + 0.01 0.33 + 001
G. salicornia 0.601 + 0.07 0.573 + 0.02 0.074 + 002 0.23 £ 001
Gelrdiella acerosa 0928 + 0.09 0.545 + 0.03 0.062 + 0.02 0.19 + 0.01
Gelidium pusilum 0.444 + 0.04 0.403 + 0.02 0.085 + 0.02 0.18 + 0.02
Hypnea espert 0461 + 003 0.416 + 0.01 0.046 + 002 0.18 + 0.02
Laurencia papillosa 0.981 + 0.06 0.182 £ 0.1 0.043 £ 0.01 0.36 £ 0.02
Portteria hornemannit 1.013 + 0.07 1.232 + 0.04 0.061 + 0.02 0.20 + 0.02
Sarconema filiforme 0377 £ 0.07 0.397 £ 0.02 0.056 + 0.02 0.19 £ 0.01

Por otro lado, se ha reportado el contenido de ficobiliproteinas en Agarophyton chilense, con una
concentracion de 0,549 (mg/g) de ficoeritrina y 0,249 (mg/g) de ficocianina en el alga fresca,
pudiendo variar dependiendo de los pretratamientos que pueda recibir el alga [14]. El contenido de
ficobiliproteinas en algas rojas es significativamente menor al encontrado en cianobacterias, en las
cuales se alcanza un contenido total de éstas en torno al 20% del peso seco de cianobacteria, es
decir, valores de hasta 200 (mg/g), el cual depende principalmente de la forma de cultivo [15].

2.1.1 Estructura de ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas, tanto en cianobacterias como algas rojas, se encuentras agregadas
generalmente en las subunidades a y £, y en algunas especies a una tercera subunidad y, siendo
esta ultima un péptido enlazador que se encuentra en la ficoeritrina. Se han reportado que los pesos
moleculares relativos de las subunidades de ficoeritrina de algas rojas (R-PE) van desde 18 a 20
kDa en a, 19 a 21 kDa en 8 y 30 kDa en y, teniendo la proteina completa un peso molecular
promedio entre 240 y 260 kDa [16].



La estructura de las R-PE pueden ser descritas como dos estructuras triméricas compuestas por las
subunidades (af); unidas por la subunidad y, formando un complejo final (af)¢y, mientras que
las R-PC y R-APC corresponden a estructuras triméricas (af8); unidas por enlaces a través de
cisteinas. El color que poseen las preparaciones de ficobiliproteinas proviene de los grupos
prostéticos que se encuentran unidos covalentemente. Estos grupos son cromoforos de tetrapirrol
de cadena abierta que llevan ficobilinas [6]. En la Figura 3 se pueden observar ejemplos de la
estructura cristalina, tanto de las subunidades como de la proteina completa.
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Figura 3: (a) Estructura cristalina de las subunidades a y B de C-aloficocianina de Synechocystis sp. (b) C-ficocianina de
Leptolyngbya sp. N62DM. (c) R-ficoeritrina de Palmaria palmata. (d) Estructura molecular de ficobilina, ficocianobilin [17].

Estudios de la estructura terciaria de R-PE en Agarophyton chilense, han determinado que presenta
un plegamiento de tipo globina con un elevado contenido helicoidal, acorde al anélisis de similitus
realizado con R-PE de distintas especies de algas rojas. Se analizaron las secuencias de
aminoacidos de las subunidades a y B, las cuales poseen un total de 164 y 177 residuos
respectivamente. La subunidad a presenta dos croméforos del tipo ficoeritrobilina (PEB), vy la
subunidad S dos croméforos PEB y una ficourobilina (PUB). [18]

Por otro lado, se cree que la interaccién entre las subunidades a y 8 es mas estable que la presente
entre los dos heterohexameros (af); para formar ((af)3),, debido a la mayor presencia de
puentes de hidrogeno entre los dimeros del haxamero.

2.1.2 Absorcion de ficobiliproteinas

Una de las principales caracteristicas de las ficobiliproteinas es su rango de absorcion el se
muestran en la Tabla 2 [11]. A partir de esta caracteristica se puede realizar una estimacion de su
concentracion mediante espectrofotometria. En la Figura 4 se puede observar el espectro de
absorcidn con los respectivos picos para los distintos pigmentos mediante un barrido de longitudes
de onda.

Tabla 2: Rangos de longitudes de onda absorcion maximo de distintos tipos de ficobiliproteinas [11].

Ficobiliproteina | Rango de maxima absorcién 4,,,, [nm]
B-PE 545-565
R-PE 540-565
C-PE 560
R-PC 617
C-PC 620
APC 618-671
PEC 568-570




e B-PE R-PE——C-PC APC Chla Chlb

Absorbancia

0.2 /

s \m—\\w

T T T T

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4: Espectro de absorcion para ficoeritrina (B-PE y R-PE), ficocianina (C-PC), aloficocianina (APC), clorofila a (Chla) y
clorifila b (Chlb) [19].

Una vez extraidas desde el alga, es posible determinar la concentracion de ficobiliproteinas
presente en el medio de extraccion. Estos calculos se hacen usando la absorbancia registrada en la
longitud de onda en que se observa el maximo de absorcion caracteristico para cada
ficobiliproteina. Con estos valores se puede determinar la concentracion de ficoeritrina (PE) y
ficocianina (PC) mediante las siguientes ecuaciones propuestas por Beer [20]:

mg
PE [W] = [(Ases — As92) — (Asss — Asez) - 0,2] - 0,12

mg
be [W] = [(A618 — Asas) — (Aso9z — Agas) * 0,51] - 0,15

Estas ecuaciones pueden ser utilizadas con datos de muestras que tengan presencia de restos
celulares e impurezas en el extracto de ficobiliproteinas. Consideran que la base del barrido de
longitudes de onda no corresponde a una linea horizontal, sino que corresponde a una curva
inclinada, por lo que el célculo es menos sensible a los niveles de interferencia de otros compuestos.
Otras ecuaciones no consideran estas particularidades, sobreestimando los valores de
concentracion de proteinas [20].

Para determinar la factibilidad de utilizacion de estas ecuaciones se realizaron pruebas con
extractos provenientes de otras algas distintas a las rojas, tales como Ulva sp. [20]. Se realizé un
barrido de valores de absorbancia a longitudes de onda entre 400 y 750 nm para determinar una
linea basal que registrara la absorbancia de los interferentes en la muestra en ausencia de
ficobiliproteinas. Estos resultados demostraron que esta linea basal no tiene un comportamiento
lineal horizontal, lo que se puede apreciar en la Figura 5.

Por otro lado, se sometid el extracto crudo de ficobiliproteinas a una etapa de centrifugacion a
distintas velocidades de rotacion para eliminar los restos celulares e impurezas, y luego hacer el
barrido de longitudes de onda con el proposito de determinar mediante las ecuaciones de Beer la
concentracion de ficobiliproteinas. Los resultados de concentracion de ficobiliproteinas obtenidos
presentaron una variacién poco significativa con las distintas velocidades de rotacion, en
comparacion a otras formulas utilizadas anteriormente. Se concluyo que la formula es poco sensible



a la presencia de impurezas, por lo que es Util para obtener una aproximacion de la concentracion
de ficobiliproteinas, lo que podria ser engorroso mediante otros métodos mas complejos.
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Figura 5: Espectro de absorcion de Gracilaria sp., extracto crudo dilucion 1:1 con buffer (__ ), Ulva sp. extracto crudo dilucién
1:1 con buffer (.....), y mezcla 1:1 de los dos extractos de algas (----) [20].

2.1.3 Factores determinantes en la estabilidad y rendimiento de extraccion de
ficobiliproteinas

Dentro de las etapas de extraccion y purificacion de ficobiliproteinas se debe tener especial cuidado
en las condiciones a las cuales son expuestas.

Se suelen realizar etapas de secado en el tratamiento de algas para ser almacenadas, ante lo cual las
concentraciones de los pigmentos fotosintéticos se ven afectados dependiendo de la temperatura a
la cual se realice esta operacion. Se obtienen mayores concentraciones de ficoeritrina y ficocianina
a temperatura bajo los 60 °C, mientras que a temperaturas mayores estas proteinas pueden sufrir
denaturacion térmica provocando modificaciones estructurales [14].

En este mismo trabajo [14] se determind el efecto de la temperatura de secado para Agarophyton
chilense en la concentracidn de ficoeritrina y ficocianina obtenidos, obteniendo lo mayores valores
a una temperatura de 50 °C. Se puede observar la variacién que presenta con esta variable en la
Tabla 3.

Tabla 3: Efecto de la temperatura de secado de alga en la concentracién de ficobiliproteinas en Agarophyton chilense.

T(°C) Ficoceritrina (mg/g) Ficocianina (mg/g)
Fresca 0.5490 + 0.0640 0.2490 + 0.0300

40 0.9322 + 0.0657 0.4817 + 0.0395

50 1.0378 4+ 0.0477 0.7323 +£ 0.0705

60 0.5731 £+ 0.1261 0.2694 + 0.0333

70 0.4158 + 0.1044 0.2791 + 0.1017

Por otro lado, se ha estudiado la estabilidad que presenta la R-ficoeritrina, alterando distintos
factores como el tiempo de exposicion a luz, pH de la solucion en la que se encuentra y la
temperatura a la que se encuentra expuesta [21]. Se gener0 el espectro de absorcion para longitudes
de onda de entre 400 y 650 nm, dentro del cual estan los picos de absorcidn de ficoeritrina.



Se observo que a medida que aumenta el tiempo de exposicion de la proteina a la luz, la estabilidad
de esta disminuye (Figura 6). Por otro lado, se tiene que la R-PE es estable para el rango de pH
entre 4 y 10 (Figura 7). Ademas, se observd que a temperaturas entre 4 y 40 °C la proteina se
mantiene estable, y desde los 60 °C se tiene una disminucién significativa de la estabilidad (Figura
8) [21].

Otro de los factores que pueden influir en la estabilidad de las ficobiliproteinas es la temperatura a
la cual se almacena el extracto. Esta temperatura también influye en el tiempo que puede
permanecer estable en almacenamientos oscuros. Se determind que la estabilidad es mejor a -20
°C que, a 4 °C, teniendo pequefias modificaciones luego de 2 semanas a -20 °C. Se ha reportado
que las muestras congeladas a -80 °C sufren insignificantes modificaciones en la degradacion del
pigmento luego de transcurridos 6 meses [21].
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Figura 6: Efecto de tiempo de exposicion a la luz en el espectro de absorcion de R-ficoeritrina en buffer fosfato de potasio 20mM
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Figura 7: Efecto del pH en el espectro de absorcion de R-ficoeritrina en buffer fosfato de potasio 20mM [21].
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Figura 8: Efecto de la temperatura en el espectro de absorcion de R-ficoeritrina en buffer fosfato de potasio 20mM [21].

Por otro lado, un factor importante que no tiene relacion con la forma de extraccion es a la estacion
del afio en la cual son producidas y cosechadas las algas. Se han realizado estudios de la
composicion total de proteinas y la fraccion de ficobiliproteinas para la macroalga Grateloupia
turuturu, encontrada en las costas de Francia. Se determind que tanto la concentracion de
ficoeritrina como ficocianina tienen su minimo en los meses correspondientes al verano. Esto puede
deberse a la destruccion de las ficobiliproteinas por la radiacion, siendo el invierno el mejor periodo
de cosecha [22].

2.2. Propiedades de agar

En la industria alimentaria, el agar se utiliza principalmente como agente gelificante, estabilizante
y para controlar la viscosidad, cumpliendo una funcion de aditivo no nutritivo. EIl poder gelificante
del agar es tan alto que se usa a una concentracién maxima del 1 %. Por esta razon, las cantidades
ingeridas son muy pequefias y, debido a que el cuerpo humano no digiere facilmente el agar, su
aporte caldrico es insignificante. En el cuerpo humano se ha demostrado que se asimila menos del
10 % del polisacérido, por lo que su importancia como nutriente es muy pequefa [23].

La calidad del agar se mide en base a las distintas propiedades que presenta, entre las cuales
destacan la temperatura de gelificacion, la temperatura de fusion y la resistencia del gel, siendo
esta Ultima de gran importancia, ya que mientras mas fuerte sea, menor es la cantidad requerida
para las distintas aplicaciones en la formacion de geles. Se considerara un agar de buena calidad
aquel que pueda resistir una fuera entre 400 y 500 [g/cm?], cuyo valor depende del grado de
pureza alcanzado. Las propiedades fisicas y el contenido de agar dependeran del tipo de alga, su
procedencia, fecha de cultivo, madurez, parametros ambientales y métodos de extraccion [24].

Actualmente se considera que el agar esta constituido principalmente por agarosa y agaropectina.
La agarosa corresponde al compuesto que le otorga la propiedad gelificante al agar. Esta es una
gelificacion en medios acuosos con una reactividad muy baja con cationes y proteinas, lo que
diferencia el agar de otros tipos de gelificantes. Por otro lado, la agaropectina posee un bajo poder
gelificante en agua, y aln no se ha asignado una estructura especifica a esta. Sin embargo, se sabe
que se encuentra constituida principalmente por unidades alternadas de D-galactosa y L-galactosa,
y que contiene todos los grupos polares existentes en el agar [23].



El agar es soluble en agua caliente e insoluble en agua fria, por lo que dentro de los procesos de
extraccion de agar desde el alga se debe considerar, ademas del pH y del estado redox, las
condiciones adecuadas de temperatura para que se produzca la hidrdlisis necesaria y aumente su
solubilidad. Por otro lado, durante la hidrolisis de los polisacéridos que componen la pared celular
del agar, se debe evitar una excesiva fragmentacion, ya que el reducir en gran medida el tamario de
los fragmentos de polisacéridos podria causar una disminucion de los rendimientos durante el
proceso si son alcanzados pesos moleculares para los cuales son solubles en agua fria, perdiendo
agar en las etapas de eliminacion de agua [23].

La solucion de agar contempla un contenido de agarosa y agaropectinas, que poseen propiedades
de solubilidad distintas una de otra bajo las condiciones de operacion a las cuales son sometidas
durante la extraccion de agar. Por esta razon usualmente es dificil no perder alguna de las dos
durante el proceso. Ademas, a lo largo de las etapas de extraccion, se deben establecer condiciones
de operacion que eviten la mayor pérdida de uno u otro componente, para manter una relacion
constante entre agarosa y agaropeptinas. Esto permite que el producto pueda formar un gel con alta
resistencia. La estabilidad del agar ante una hidrélisis dependera en gran medida de la temperatura
de operacion, ya que esta variable afecta la solubilidad de los componentes [23].

Una de las caracteristicas fundamentales de un gel de agar corresponde a la histéresis de
gelificacién. Cuando se enfria el agar se forma un gel a temperaturas entre 32 y 43 °C dependiendo
del grado de metilacion del agar, el que a su vez varia de acuerdo al alga marina de origen. Por otro
lado, cuando el gel se calienta, este se derrite a una temperatura de aproximadamente 85 °C. La
diferencia significativa entre las temperaturas de gelificacion y de fusion, resultante de un mayor
namero de enlaces de hidrégeno y la falta de grupos sulfato, es lo que resulta atractivo para sus
distintas aplicaciones [23].

Existen componentes del alga que pueden reducir la calidad del agar, como el alto contenido de
compuestos sulfurados, caracteristica que presentan principalmente las especies de Gracilaria. Es
por esto que los pretratamientos de las algas antes de la extraccion del agar son importantes ya que
condicionaran en gran medida las caracteristicas del producto obtenido. Actualmente, el proceso
para las especies de Gracilaria reciben un tratamiento alcalino, lo que provoca la hidrolisis de los
grupos sulfato y transforma cantidades importantes de 6-sulfato de L-galactosa en 3,6-anhidro-L-
galactosa, aumentando asi la resistencia del gel del agar obtenido, es decir, su calidad [23].

La hidrdlisis alcalina debe adaptarse al tipo de alga utilizada, y asi obtener la mayor cantidad de
desulfatacion posible, evitando al mismo tiempo pérdidas de rendimiento que este proceso puede
causar, lo que se puede producir si se disuelve el agar en la solucién alcalina [23].

En la Tabla 4 se muestran distintos rendimientos de obtencion de agar para distintas especies de
Gracilaria. De acuerdo a lo expuesto por McLachlan y Bird, el rango de rendimientos para la
mayoria de las algas de las cuales se extrae agar va desde un 20 a un 30 %, generalmente [25].
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Tabla 4: Rendimiento de extraccion de agar y contenido de compuestos sulfatados para distintas especies de Gracilaria (*R-
ficoeritrina como coproducto).

Rendimiento de agar .
Especie [%] g Contenldg/de sulfato Referencia
(g agar/ g alga seca) [%]

G. cornea (1997) 31,6 -45,1 4,8 —5,47 [26]
G. tikvahiae (1992) 21-21 25-35 [26]
G.blodgettii (1992) 24,2 - 257 2,3 [26]

G. lemanieformis (1992) 9,9-23,7 12-272 [26]
G.cornea (2003) 18 -34 2,5-5.2 [26]
G. crassissima (2003) 14-34 25-5 [26]
G. verrucusa (1987) 14,6 — 35,6 No determinado [26]
G. cervicornis (2005) 40 5,7 [26]
G. blodgettii (2005) 37 3,0 [26]
G. crassissima (2005) 30 4,2 [26]
G. verrucosa (1972) 24 No determinado [26]
G. gracilis (2009) 26,7 6,8 [26]
G. verrucosa (2018)* 28 6,0 [26]
G.chilensis 20-22 No determinado [27]

La estacion del afio y el ambiente en el que se producen las algas, ademéas de las condiciones
especificas de cultivo, pueden afectar el rendimiento del agar extraido para un proceso especifico,
mientras que la calidad de este dependeréa especificamente de los tratamientos y la especie utilizada
[28].

2.3. Métodos de obtencion de ficobiliproteinas

Para la obtencion de ficobiliproteinas procedentes de algas rojas se debe considerar en primer lugar
la limpieza de las algas a partir de las cuales se realizara la extraccion, para eliminar la mayor
cantidad de impurezas, tales como arena, sales y restos de otras algas u organismos marinos. Por
lo general, las algas para ser transportadas y almacenadas son deshidratadas. El rendimiento final
se determina como mg de ficobiliproteinas producidas por unidad de masa de alga seca.

Dado que las proteinas de interés se encuentran en el interior de las células de las algas, es necesaria
una etapa de ruptura celular para liberar el contenido de proteinas al medio en. Posterior a la
extraccion se debe separar el contenido algal de la solucién con todo el material extraido, lo que se
realiza mediante procesos de filtracion y centrifugacion.

Una vez obtenido el extracto crudo de proteinas solubles, se requiere de etapas de purificacion, que
permitan eliminar el resto de los componentes celulares y proteinas que no son de interés. Existen
distintos métodos para determinar el nivel de pureza que poseen las proteinas y determinar la
presencia de contaminantes. En la Figura 9 se puede observar un esquema general de las etapas
que requiere la obtencidn de ficobiliproteinas.
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Figura 9: Diagrama de proceso de obtencidn de ficobiliproteinas. Elaboracion propia.

i

A continuacién, se describe en detalle las etapas requeridas para la obtencién de proteinas, y las
distintas alternativas para poder llevar a cabo el proceso.

2.3.1. Solubilizacién y extraccion de proteinas

En primer lugar, las proteinas que se encuentran solubles en el medio intracelular de las algas deben
ser extraidas eliminando los restos celulares para que no interfieran en el proceso. Para esto las
algas deben ser hidratadas en el caso de haber sido almacenadas en condiciones de baja humedad.
Luego, el alga es resuspendida en buffer para generar un gradiente de concentracién entre el interior
y exterior celular de tal forma que se promueva el desplazamiento de las biomoléculas hacia el
medio extracelular, que sera tratado posteriormente en la purificacion.

El buffer en el cual se realiza la extraccion de ficobiliproteinas es relevante en el proceso, como se
puede observar en Figura 10. Aqui se expresa la variacion en la cantidad relativa de ficoeritrina
liberada en la extraccion con distintos tipos de buffer, medido a través de la absorbancia a 565 nm
(OD565), siendo el mejor el buffer fosfato salino (PBS) [29].
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Figura 10: Efecto de diferentes buffer de extraccion de ficobiliproteina en Gracilaria lemaneiformis [29].

Para optimizar el proceso de extraccion de proteinas se tienen distintos métodos que permiten la
ruptura de la membrana celular, complementando lo expuesto anteriormente para la solubilizacién
en el medio de extraccion. Las técnicas mas utilizadas corresponde a tratamiento por ultrasonido,
tratamientos enzimaticos y ciclos de congelamiento-descongelamiento [30].

La ruptura celular por medio de ultrasonido tiene sus principios en la generacion de ciclos alternos
de baja y alta presién. Los ciclos de baja presion, con ondas ultrasonicas de alta intensidad crean
burbujas, las que mediante el fendmenos de cavitacion colapsan violentamente durante un ciclo de
alta presion, lo que provoca una fuerza de corte capaz de romper la membrana celular mejorando
la exposicién y la transferencia de las proteinas del medio intracelular hacia el exterior [31]. Este
tipo de técnicas puede presentar desventajas como un elevado requerimiento energético o
destruccion del producto por lo que se deben determinar potencia y tiempo ideal. En la Figura 11
y Figura 12 se puede observar que el aumento de ambos parametros mencionados anteriormente
mejoran los rendimientos de extraccién de ficobiliproteinas en Gracilaria lemaneiformis [29].
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Figura 11: Variacion del rendimiento de extraccion de ficobiliproteinas segun la potencia utilizada en etapa de ultrasonido [29].
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Figura 12: Variacion del rendimiento de extraccion de ficobiliproteinas segun el tiempo utilizado en etapa de ultrasonido [29].

En cuanto al tratamiento enzimético, consiste en la utilizacion de enzimas capaces de digerir
componentes de la pared o membrana celular provocando la ruptura de esta. Generalmente se
utilizan lisozimas, que rompen enlaces de peptidoglucano presente en las paredes celulares. El uso
de estos se ve desfavorecido por el elevado costo que posee esta técnica, junto con la selectividad
que poseen las enzimas por determinadas moléculas que pueden no estar presentes en el alga [32].

Por otra parte, los ciclos de congelamiento-descongelamiento afectan directamente la
funcionalidad e integridad de la membrana plasmatica de las células, ya que a bajas temperaturas
existe una pérdida de fluidez de los componentes lipidicos, generando fragilidad de esta. De la
misma forma, durante la deshidratacion que se genera por la congelacion puede haber pérdida de
componentes de la membrana [33]. En la Figura 13 se muestra un estudio realizado para determinar
como varia la liberacion de ficobiliproteinas en Gracilaria lemaneiformis, donde se puede observar
que el aumentar la cantidad de ciclos de congelamiento conlleva a un aumento en el rendimiento
de extraccion de las proteinas [29].
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Figura 13: Variacion del rendimiento de extraccion de ficobiliproteinas segun la cantidad de ciclos de congelamientos realizados
[29].

Finalmente, otros meétodos utilizados para extraer proteinas generalmente corresponden a
tratamientos con detergentes que solubilizan los lipidos presentes en la membrana. Por otro lado
los procesos de centrifugacion son utiles, ya que las paredes celulares no soportan altos esfuerzos
de corte [34].
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2.3.2. Clarificacion

Una vez extraidas y solubilizadas las ficobiliproteinas del medio intracelular al medio tratante, se
debe eliminar los restos de algas agotadas en proteinas e impurezas presentes en la solucion para
que evitar la mayor cantidad de interferencias posibles. Los métodos mas utilizados para llevar a
cabo esto son procesos de filtracion y centrifugacion, usados en conjunto o separadamente.

La filtracion permite retener el material solido de la solucion y moléculas de gran tamafio presentes
en el medio, utilizando cominmente gasa para esta etapa. Luego, la centrifugacion corresponde a
una técnica a través de la cual se separan las particulas en suspension del medio en base a la
diferencia de densidad que se presente entre ambos. Asi es posible eliminar aquellos componentes
residuales insolubles, que por su tamafio no pudieron ser retenidos por el filtro, tales como arena
fina, material celular, entre otros.

2.3.3. Purificacion

Este proceso comprende aquellas etapas que estan relacionadas con aumentar la pureza de las
proteinas, es decir, aumentar la proporcién de proteinas de interés sobre el resto de las proteinas
que se encuentran dispersas en el medio, siendo el objetivo llegar a una condicion en la que
idealmente solo se tenga la proteina de interés en el medio.

Existen distintos métodos por los cuales se puede realizar una purificacion de proteinas de acuerdos
a las propiedades que presenta cada una tales como su tamafo, solubilidad, hidrofobicidad, punto
isoeléctrico, afinidad, entre otras.

Comunmente, se utiliza un proceso de precipitacion por sales como primera etapa de purificacion,
que consiste en separar proteinas modificando la solubilidad que presentan las proteinas en
presencia de una concentracion determinada de sal en el medio en el que se encuentra. El principio
de esta se sustenta en que las proteinas forman puentes de hidrégeno con las moléculas de agua en
las que se encuentran suspendidas a través de los grupos cargados que presentan. Al adicionar sal,
esta interactuara con la solucién y competira con las proteinas por la disponibilidad del solvente,
provocando que las proteinas tengan interaccion entre sus grupos hidrofobicos y formen
precipitados [35]. Generalmente se utilizan niveles de saturacion de entre 45 a 65 % de sulfato de
amonio para la purificacion de ficobiliproteinas, segun lo expresado en la Tabla 5.

Otra técnica utilizada para purificar ficobiliproteinas es la cromatografia por filtracion por geles,
la que separa de acuerdo a los tamafios de las proteinas en la muestra. En esta se hace pasar la
solucién con proteinas a través de una matriz solida que posee poros de distintos tamafios. Las
particulas de mayor tamafio no ingresaran en los poros de la columna, por lo que eluiran en un
tiempo menor, mientras aquellas proteinas de menor tamafio iran ingresando a traves de los poros,
teniendo un mayor recorrido hasta el final de la columna eluyendo en un tiempo mayor [36].

Otro metodo utilizado en purificacion utilizada corresponde a la cromatografia de intercambio
iGnico, cuyo principio se sustenta en separar en base a la carga neta que poseen las proteinas, o los
residuos de sus aminodcidos que se encuentran en la superficie de estas, para condiciones
determinadas en la solucién o buffer en el que se encuentren. El punto isoeléctrico de las
ficobiliproteinas varia entre pH 4,5 a 5,5 [37].

Para llevar a cabo esta etapa las proteinas deben poseer una carga contraria con la cual se encuentra
cargada la matriz, con el propoésito de que a medida que pase la solucién a lo largo de la columna,
las proteinas se adsorban, eluyendo aquellas proteinas que tenian la misma carga que la resina no
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se encontraban cargadas. Finalmente, para obtener las proteinas de interés, se hace pasa un buffer
con alta fuerza ionica de tal forma que pueda eluir la proteina de interés [38]. Se puede realizar
mas de un ciclo, generando distintas condiciones en la columna, de tal forma de obtener un
producto cada vez mas puro. Para la elucion se puede utilizar un gradiente de sal o un gradiente de
pH, ya sea de forma lineal o escalonada, de tal forma que cada conjunto de proteinas eluya a una
condicion determinada.

2.3.4. Analisis de pureza

Una de las mejores formas de medir la pureza de la proteina de interés dentro de la mezcla tratada
es a través de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), en el cual luego de la adicion de
buffer denaturante a las muestras, estas son cargadas en pocillos desde donde se desplazan de
acuerdo a tu peso molecular al aplicar un campo eléctrico [39].

Otra forma de determinar el indice de pureza de las ficobiliproteinas es a traves de métodos 6ptimos
como la espectrofotometria para medir la presencia de un compuesto y la concentracion relativa de
este dentro de una muestra. El sistema de medicion es una técnica no invasiva, en la cual se aplica
a la muestra una luz monocromatica a una longitud de onda determinada. La absorbancia es una
medida de la radiacion que es absorbida por una sustancia o0 molécula cuando inciden sobre esta
ondas electromagnéticas, variando esta segin la composicion y la concentracion de elementos
presentes en la muestra, dependiendo también de la longitud de onda que es aplicada [40].

Todas las proteinas son capaces de absorber a una longitud de onda de 280 nm, lo que permite
realizar una estimacion de la concentracion total de proteinas en una muestra, sin embargo, la
presencia de impurezas puede sobreestimar este valor. Por otro lado, las ficobiliproteinas poseen
maximos de absorcion a otras longitudes de onda lo que permite determinar su concentracién por
separado, sin embargo, la presencia de otras proteinas que puedan presentar valores de absorbancia
mayores a cero para la misma longitud de onda puede alterar el valor [41].

En el caso de las ficobiliproteinas, se puede medir su concentracion relativa determinando la
absorbancia que presentan, cuyo detalle se encuentra en la Tabla 2. Se determina el indice de pureza
que poseen las proteinas en base a la relacion entre el pico de absorbancia de la proteina de interés
sobre la absorbancia a 280 nm.

Tabla 5: Indices de pureza de ficoeritrina obtenidos para distintas especies con sus respectivas metodologias de purificacion. El
indice de pureza se determina a partir del pico de absorbancia de ficoeritrina sobre la absorbancia a 280 nm.

Especie . o Condiciones de Indice de
) Meétodo de purificacion o e Ref
(tipo PE) purificacion utilizadas Pureza
Rodophyta Precipitacié’n con sulfato dg amc_in(_). .
marinus Cromatografia Qe intercambio anionico Fosfato 0,01M, elucién con 4.8 [42]
(B-PE) (Columna: H_|Prep® 16/10 Q XL). NaCl 0,5M (pH 7) (A545/A280)
Exclusion por tamafio
: ’ Columna hidroxipatita: NaPi
Glongats | hicroxiapati) y fiacon porgel | SOMMYNGCI100mMpHT. | 667 |y
(R-PE) (Superdex® 76) Superdex: NaPi 10mM y (A566/A280)
100 mM, pH 7
Frucellaria ) 141
Iun(wé)_rlljclg)llls Filtracion por gel (Superdex® 200 SEC) - (A566/A280) [30]
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(Continuacién) Tabla 5: indices de pureza de ficoeritrina obtenidos para distintas especies con sus respectivas metodologias de
purificacion. El indice de pureza se determina a partir del pico de absorbancia de ficoeritrina sobre la absorbancia a 280 nm.

. Condiciones de £
Especie . e o Indice de
) Meétodo de purificacion purificacion Ref
(tipo PE) o Pureza
utilizadas
Polvsiohonia Columna Phenyl-Sepharose®.
uryceglata Cromatografia de intercambio ani6nico ) 39 [30]
(Columna: Q-Sepharose®). Cromatografia (A566/A280)
(R-PE) A L
(Columna de hidroxiapatita).
Porphyra Columna Phenyl-Sepharose®.
yezoensis Cromatografia de intercambio ani6nico 4,5 [44]
(R-PE) (Columna: DEAE-Sepharose).
Porphyra
haitanensis Columna Phenyl-Sepharose® I. Columna 599
(R-PE, Phenyl-Sepharose Il. Cromatografia de - ( A56(§ /A280) [30]
gametofito intercambio anionico (DEAE-Sepharose).
frondoso)
Porphyria
haitanensis Columna Phenyl-Sepharose®. 483
(R-PE, Cromatografia de intercambio ani6nico - (A56€;/A280) [30]
esporofito (Columna: Q-Sepharose®).
filamentoso)
Gracilaria Columna Phenyl-Sepharose®. 49
lemaneiformis Cromatografia de intercambio ani6nico - ! [30]
(R-PE, fresca) (Columna: Q-Sepharose®). (A566/A280)
Gracilaria Columna Phenyl-Sepharose®. 32
lemaneiformis Cromatografia de intercambio ani6nico - ! [30]
(R-PE, seca) (Columna: Q-Sepharose®). (A566/A280)
Grateloupia
turuturu Cromatografia de intercambio ani6nico ) 2,89 [30]
(R-PE, (Columna: AE-200). (A566/A280)
liofilizada)
Portieria Precipitacion con sulfato de amonio. 591
hornemannii Cromatografia de intercambio ani6nico - (A56€;/A280) [30]
(R-PE) (Columna: Q-Sepharose®).
Precipitacion con sulfato de amonio i
Michrochaete (Saturacién 65 %). Cromatografia de Acido acético — acetato de 4,06 [45]
(C-PE) intercambio anidnico (Columna: DEAE sodio 50 mM, pH 7,1. (A555/A280)
Cellulose®).
Centroceras Precipitacién con sulfato de amonio .
clavulatum (Saturacién 40 %). Cromatografia de Fosfat(_), pH 75 Elucion con 6.4 [46]
: . L gradiente lineal de NaCl. (A567/A280)
(R-PE) intercambio anionico.
Gﬁ;ﬁg{:la Precipitacion con sulfato de amonio Elui(i)g;a(tzgr?gtrisdlioer?t’:wﬁeal 3,79 [47]
- 0
(R-PE) (Saturacion 65 %) de NaCl. (A565/A280)
Precipitacion con sulfato de amonio.
Heterosiphonia | Columna Sepharose CL-4B. Filtracién por 489
japonica gel (Sephadex G-200®). Cromatografia de Fosfato, pH 7. ( A56§ /A280) [48]
(R-PE) intercambio anidnico (Columna: DEAE
Sepharose FF).
. Precipitacion con sulfato de amonio
Porteria (Saturacién 55 %). Cromatografia de F_o’sfato O’OSM’ pH7.2. , 5,21
hornemannii . - L ) Elucion con gradiente escalon [13]
intercambio anidnico (Columna: Q- (A562/A280)
(R-PE) de NaCl.
Sepharose®).

2.4. Métodos de obtencion de agar

Durante los procesos de extraccion de agar se debe tener cuidado principalmente en el control de
parametros, tales como la temperatura y tiempos a los que son expuestas las muestras en cada una
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de las etapas asociadas al proceso, para obtener asi el mayor rendimiento y calidad del producto
posible. Las condiciones Gptimas se ajustaran a la especie que sera tratada, requiriendo etapas
adicionales para mejorar rendimientos en algunos casos [49].

Por lo general, previo a sus procesos de extraccion, las algas son sometidas una etapa de secado
para ser almacenadas o transportadas, lo que puede tener efectos sobre el posterior rendimiento en
el proceso de extraccion de agar. Al incrementar la temperatura de secado, alcanzando
rendimientos de hasta 40 % de peso seco a temperaturas de secado de 70 °C, debido a que la
viscosidad y la tensién superficial disminuyen mientras que la solubilidad aumenta [14].

Las etapas consideradas para la extraccion de agar en las especies del género Gracilaria
comprenden una resuspension de las algas almacenadas y un tratamiento alcalino, seguido de una
neutralizacion y solubilizacion del agar en agua hirviendo. Finalmente, se reduce el contenido de
humedad, como se puede ver esquematizado en la Figura 14. También puede ser incorporada una
etapa de blanqueo, previo o posterior a la etapa de extraccion del agar.

Solucion de
hidréxido de sodio Agua de lavado

residual

A A

Restos de algas Tratamiento Lavado, reposo y
de extraccion de alcalino con »| Neutralizacion con . *Blanqueo
ficobiliproteinas hidroxido de sodio acido
Y
Reduccionde | _ Filtracién en ‘ aE)::-asg:;?;?éﬂea
* humedad i caliente h gar:
alta temperatura

 J
Analisis de
rendimiento y Agua Restos algales
calidad

Figura 14: Diagrama de proceso de obtencion de agar. Elaboracion propia.

Los métodos utilizados para la extraccion de agar se basan en la insolubilidad de este en agua fria,
lo que permite lavar las algas a temperatura ambiente para eliminar las impurezas solubles , el agua
de mary las sales antes de ser sometidas a los procesos posteriores que contemplan procesos a altas
temperaturas [4].

A continuacion, se muestra un detalle de las distintas etapas que se llevan a cabo, junto con las
condiciones de operacion tipicas.

2.4.1 Tratamiento alcalino

Generalmente las algas del género Gracilaria presentan altas concentraciones de sulfato, lo que
produce agar de baja calidad Esto puede ser mejorado a través de un tratamiento alcalino, en el
cual se convierte la L-galactosa-6-sulfato en 3,6-anhidrido-L-galactosa, eliminando asi el exceso
de sulfato [24].
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Este método se lleva a cabo afiadiendo hidroxido de sodio en la solucién de algas, dejandolas
reposar a alta temperatura por unas horas. Como se ha descrito anteriormente, la concentracion del
alcali, latemperatura y el tiempo de proceso son claves para la calidad del agar, teniendo un éptimo
distinto segun la especie tratada [50]. El rango de temperaturas utilizadas por lo general dentro de
esta etapa va de los 60 a 90 °C, con concentraciones de hidroxido de sodio que van desde el 0,5 al
10 % p/v, con tiempos de hasta 3 horas.

Se han realizado analisis para algunos tipos de algas rojas, como Gracilaria verrucosa, a la cual se
le realiz6 una evaluacion del rendimiento de agar extraido y sus propiedades fisicas, que
determinan la calidad del producto, utilizando distinta concentracién de hidréxido de sodio para el
tratamiento alcalino, cuyos resultados pueden verse en la Tabla 2Tabla 6 [24]. Por otro lado, se
puede observar como varia la fuerza de gel variando la temperatura a la cual se realiza el
tratamiento alcalino, ademas de la variacion de la concentracién de NaOH, cuyo comportamiento
se observa en la Figura 15.

Para determinar las condiciones a utilizar en el proceso para un alga determinada, se debe
considerar el balance entre alcanzar un rendimiento y una fuerza de gelificacion adecuada para el
producto que se desea obtener, siendo variables las condiciones para las distintas especies [49].

Tabla 6: Cambio de propiedades de agar y rendimientos obtenidos con la variacién de la concentracion de hidrdxido de sodio en
tratamiento alcalino [24]. .

Propiedades fisicas Concentracion NaOH % (p/v)
3 5 7 10

Fuerza de gelificacion

275 a 56 3 | X3 b 3 3474c
(g cmr?). Media+DS 225.8+18 156.3+18.8 167.1+16.71 1433424
Temperatura de gelificacion -

S 32.9+1.2 32,5422 32.4 33

(°C). Media+D5 329+12 325422 324+1.44 335408
Temperatura de fosion (°C). o - " e
MediasDS 719415 63.342.7 67.3+14 67.5+25
Rendimiento %
(g agar g alga seca-1) 434027 4.5+0.08° 974016 10.5+0.24°
Media+D3

0 60°C m70°C m80°C

= — [\] N w

(=] 43} o 43} (]

o [e] o [e] o
| | | | |

Fuerza de gel (9/ cmz)
[8)]
o

o

1 2 3 5
Concentracion NaOH % (p/v)

Figura 15: Fuerza de gel obtenido de agar con tratamiento alcalino para distintas temperaturas y concentraciones de NaOH en
Gracilaria clifronii [49].
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Las algas pueden quedar suspendidas en la solucion de hidroxido de sodio previo a llevarlo al bafio
a alta temperatura, lo que también puede tener efectos en el rendimiento del agar obtenido.

Por otro lado, se han visto disminuciones en el rendimiento de extraccion de agar realizandose una
etapa de tratamiento alcalino, que puede estar asociada a la descomposicion de polisacaridos
durante el proceso y que por medio de difusion se transfieran a la fase de solucién de NaOH [51].

2.4.2 Enjuague, reposo y neutralizacién

Para pasar a la etapa de coccion, y permitir la solubilizacion de los azucares presentes en la pared
celular de las algas en una solucion a alta temperatura, se deben establecer las condiciones de pH
ideales para esta etapa.

Luego del tratamiento alcalino, y una etapa de filtracion para recuperar el material de interés, se
debe hacer una limpieza de las algas retenidas para eliminar los restos de solucién que puedan
quedar utilizando agua.

Posteriormente, la muestra de algas debe ser llevada a pH neutro con el propésito de mejorar la
solubilidad de los azucares del alga en el agua hirviendo durante la etapa de extraccion [52]. En la
Tabla 7 se puede observar el aumento de rendimiento que tienen las muestras de agar para una
especie de alga roja cuando se realiza el ajuste de pH.

Tabla 7: Efectos en rendimiento y calidad de agar por diferentes tratamientos previos a la coccion en la extraccion de agar de
Pteocladia capillacea [52].

. . Rendimiento de agar Fuerza de gel

Meétodo/Tratamiento (%) (glem?)
(i) Solo lavado a 40 °C 14 725
Elll;)ml_e%\;ado, reposo y molienda 16,5 800
gll—ll) Adicion de acido para ajuste de 175 800
(iv) ii y iii combinadas 20 750
(v) ii y iii combinadas, usando 29 550
fotoblanqueo

2.4.3 Blanqueo

La etapa de blangqueo es utilizada cominmente en la extraccion de agar a nivel industrial, para
obtener un producto con una estética superior. El blanqueo puede ser realizado utilizando productos
quimicos o a través de una foto decoloracién. La desventaja de la primera reside en corresponder
a un tratamiento quimico en el cual se adiciona hipoclorito de sodio, generando la produccion de
gas cloro como subproducto siendo una amenaza para el medio ambiente y la salud de quienes
realizan el tratamiento [53].

El proceso de fotoblanqueo es una alternativa, la cual consiste en un proceso a través del cual las
moléculas sufren una modificacion fotoquimica con la cual pierden de forma irreversible la
capacidad de fluorescencia, y con esto su tincién.
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Cuando las moléculas son iluminadas a cierta longitud de onda, pasando de un nivel energético a
otro més excitado pudiendo sufrir un cambio estructural permanente convirtiéndose en una
molécula foto-blanqueada. Dentro de esto influyen los factores como el entorno molecular y la
intensidad de luz con que se excita, afectando directamente las tasas de foto decoloracion [54].

Este proceso se puede llevar a cabo exponiendo las muestras a tratar a luz solar, teniendo como
principal pardmetro a controlar la duracion del foto decolorado [50]. Mediante esta alternativa no
se producen cambios apreciables en la calidad del agar obtenido [52].

2.4.4 Coccion

Es en esta etapa cuando se produce la extraccion del agar y corresponde a un proceso de lixiviacion
en el cual el agar presente en la muestra se solubiliza en el agua debido a las altas temperaturas a
las que son expuestas.

Generalmente esta etapa se realiza llevando la mezcla a temperaturas por sobre los 85 °C. Se
requiere de un estricto control del pH para mantenerlo en torno a 6,5. Realizar esta etapa a presion
puede reducir los tiempos y aumentar los rendimientos de extraccion agar ya que se requiere
alcanzar temperaturas menores teniendo menores repercusiones sobre las propiedades del agar [55]
[56].

Dentro de los parametros de control importantes de esta etapa se encuentran el tiempo y
temperatura de extraccion, y el radio de material algal inicial sobre el volumen de solucion de
extraccion, donde el valor 6ptimo podria variar dependiendo de la especie.

El aumento de la relacion entre agua y alga puede aumentar los rendimientos de extraccion sin
afectar la fuerza de gel obtenido [52]. Por otro lado, los aumentos de temperatura durante la
extraccion pueden llevar a la obtencion de un mayor rendimiento, pero se genera un producto de
menor calidad, lo que puede deberse a la descomposicidn de los azlcares presentes en la solucién
[49]. Finalmente, un aumento del tiempo de extraccion puede generar un aumento en los
rendimientos, esto debido a que la solucion puede solubilizar la mayor cantidad posible de
azUcares, sin embargo, la mantencion de la temperatura puede conllevar un mayor costo energético
[49].

2.4.5 Filtracion, gelificacion y congelamiento

La solucion obtenida de la etapa de coccion debe ser filtrada, para remover los residuos
principalmente aquel material algal que no fue solubilizado, obteniendo como permeado una
solucion de agar en agua. Esta operacion debe ser realizada con la solucién a alta temperatura, de
tal forma que esta no gelifique en el material filtrante. Debido a la alta viscosidad que presenta la
solucidn, la etapa puede mejorar su eficacia aplicando un gradiente de presion que permita el paso
de esta a través del filtro, el cual puede ser una gasa.

Para eliminar excesos de humedad de la solucion de agar obtenido se utilizan etapas de
congelamiento. El agar al estar gelificado a la temperatura utilizada dentro de la etapa de
congelamiento se encuentra rigido e inflexible, por lo que los cristales de hielo no se pueden
acomodar, y de esta forma el polisacarido se concentra formando una estructura similar a una
esponja [57]. Producto de la formacion de una fase de agua dentro de una red de agar, luego del
descongelamiento de la muestra, las fases pueden ser separadas debido a la insolubilidad del agar
en agua fria.
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2.4.6 Secado

El agar que se obtiene tras una etapa de congelamiento comprende un agar con alta humeada aun,
por lo que se suele utilizar una etapa de secado, en la cual mediante una corriente de aire a alta
temperatura se eliminan los restos de agua. Se debe procurar que la temperatura del aire sea menor
a la temperatura de fusion del agar para no solubilizar nuevamente el agar en el agua [49] [57].

3. Materiales y metodos

La metodologia expuesta a continuacién corresponde a la adoptada después de realizar pruebas
preliminares para determinar algunas condiciones de operacion de acuerdo a los equipos presentes
en el laboratorio.

La metodologia utilizada contempla la extraccion de ficobiliproteinas y agar a partir de
Agarophyton chilense.

3.1. Equiposy materiales

e Equipos

O O O OO0 OO OO O0OO0oOO0oO OO O0

Licuadora Oster, Modelo 4172, 300W.

Espectrofotdmetro Biochrom, Libra 550 w/Bluetooth.

Sonicador Q-Sonica LLC, Modelo Q-500.

Sonicador Ningbo scientz biotechnology co. L.T.D, Modelo SB-5200 DTD.
Centrifuga Sorvall RC 6+. Rotor Fiber Lite, F10-6x500y 10.000 rpm, 17.700 XG.
AKTA avant General Electric.

Resina Q-Sepharose® Fast Flow Anion Exchange (Sigma-Aldrich), Q-1126.
Resina DEAE Sepharose Fast Flow Anion Exchange (Sigma-Aldrich), DFF-100.
Céamara de electroforesis BioRad, Mini-Protean Tetra.

Fuente de poder BioRad, Power Pac 1000.

Bario seco MiltiBloc® Heater, Equilab, Modelo 2001-1CE.

Agitador magnético, Heating Magnétic Stirred Equilab.

Horno de calentamiento Gallenkamp, Hotbox Oven with fan, Size 2.

Prensa metalica.

e Materiales y reactivos: El detalle de estos se encuentra en Anexo B.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencion de Ficobiliproteinas

Extraccion

1) Se pesan 20 g de Agarophyton chilense en formato seco (sin humedad) y se homogenizan
en una licuadora para obtener fragmentos de menor tamafio que no sobrepasen los 2 cm.
2) El alga fragmentada es lavada y humedecida en 400 mL de agua destilada con agitacién
durante dos minutos, con el proposito de eliminar arena y restos de material marino.
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3)

4)

5)

6)
7)

8)

El alga humedecida es filtrada a través de dos capas de gasa, reteniendo el material celular
y eliminando el permeado alto en contaminantes.

Se resuspende el alga humeda en 400 mL de solucion de PBS 0,1 M, pH 7, en una relacion
1:20 peso de alga seco sobre volumen de buffer (40 mL de buffer PBS 10x y 360 mL de
agua destilada).

Se realizan dos ciclos de congelamiento-descongelamiento a -20 °C en recipiente plastico.
Luego de descongelar completamente la muestra en el primer ciclo, se inicia el segundo
ciclo.

La suspension de algas se deja reposar durante 5 dias.

Se filtra en una doble capa de gasa, reteniendo el alga, utilizada posteriormente en la
extraccion de agar. Se colecta el buffer permeado con las proteinas disueltas para su
purificacion.

La solucion permeada anteriormente se centrifuga a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C en la
centrifuga Sorvall RC 6+. El pellet que contienen los restos celulares es eliminado mientras
que el sobrenadante se utiliza en las siguientes etapas de purificacion.

Purificacion

1)

2)

3)

4)
5)

6)

Precipitacion de ficobiliproteinas con sulfato de amonio:

Al buffer con proteinas obtenidos luego de la centrifugacion final en el proceso de
extraccion se le adiciona 106 [g/L] de sulfato de amonio para alcanzar una saturacion de
20 % con el proposito de eliminar posibles impurezas. Bajo esta condicion no precipitan
las proteinas de interés.

La muestra se centrifuga en la centrifuga Sorvall RC 6+, operando a 14.000 x g por 30
minutos a 4 °C.

Se separa el liquido sobrenadante del pellet obtenido en la etapa anterior, y se elimina este
ultimo; al sobrenadante se adiciona 229 [g/L] de sulfato de amonio para alcanzar una
saturacion de 60 % con el proposito de precipitar la mayor cantidad de ficobiliproteinas.
La muestra saturada al 60 % es centrifugada a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C en una
centrifuga.

Se elimina el sobrenadante, mientras que el pellet se resuspende en 10 mL de agua
desionizada.

Finalmente, el pellet resuspendido se introduce en una membrana de dialisis de celulosa
(MWCO 14.000), la cual debe ser ambientada previamente en agua desionizada por dos
horas con agitacién en un cuarto oscuro. Luego, el pellet resuspendido en el interior de la
membrana es dializado contra agua desionizada para eliminar el contenido de sal presente.
Se monitorea la conductividad hasta alcanzar valores bajo 1 uS/cm.

Intercambio lonico

La muestra alta en proteinas obtenida tras la dialisis es cargada en una columna de intercambio
anionico para realizar una separacion en base a la fuerza idnica de las moléculas presentes
utilizando el equipo Akta Avant (GE Healthcare)para purificacion de proteinas. El siguiente
protocolo se aplica utilizando buffers fosfato 0,025 M con valores de pH de 5,5, 6,5y 7,5,
previamente desgasificados.
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1)

2)

3)
4)

5)
6)

7)

o Preparacion del equipo

Se realiza una limpieza de las bombas del equipo haciendo pasar en primer lugar etanol al
20 % y luego agua desionizada.

Se realiza una limpieza de la columna de Q-Sepharose® de 1 mL haciendo pasar un flujo
de 1 [mL/min] de etanol al 20 % durante 5 minutos. Luego bajo las mismas condiciones se
hace pasar un flujo de agua desionizada.

Se ambientan las bombas con sus respectivos buffers de carga y elucion.

Se realiza una limpieza del bucle de 7 mL en el que ira contenida la muestra de proteinas
dializada que sera inyectada durante el proceso de intercambio iénico, haciendo pasar por
el interior de este mismo volumen de bucle en primer lugar con etanol al 20 % y luego agua
desionizada.

Se limpia, seca e instala una placa de 96 pocillos de 2 mL para recolectar las fracciones.
La muestra dializada se hace pasar por un filtro para jeringa CMC 0,22 um, y es cargada
en una jeringa para su inyeccion.

Se preparan los buffers de carga y elucion, al pH requerido para el proceso, se pasan por un
filtro de membrana de MCE de 3 um (MF-MILLIPORE), y posteriormente se lleva al
sonicador SB-5200 DTD por 10 minutos a 20 kHz, para eliminar residuos y burbujas
respectivamente, que pudiesen interferir con el paso del buffer a través de la columna.

o Proceso de intercambio iénico

En esta etapa se colectaron las distintas fracciones de 1 mL que eluyen de la columna para un
posterior analisis.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se hacen pasar 15 volumenes de columna de buffer de carga (buffer fosfato con NaCl) a
una velocidad de 1 [mL/min], hasta alcanzar un estado estacionario el valor de
conductividad del buffer.

Se inyectan 7 mL de muestra desde la jeringa con la muestra a la columna a una velocidad
de 0,5 [mL/min] con el propdsito que se adsorba la proteina de interés producto de la fuerza
ionica de estas al pH del buffer.

Se inyectan 5 voliumenes de columna de buffer de carga a la columna a una velocidad de 1
[mL/min] para eliminar aquellos compuestos que no se adhirieron a la columna.

Se inyectan 30 volumenes de columna de buffer de elucion a la columna de tal forma de
generar un gradiente lineal con buffer fosfato 0,025 M, 0,5 M de NaCl, a una velocidad de
1 [mL/min], para eluir las proteinas que se encuentran adsorbidas a la matriz.

Se inyectan 5 volumenes de columna de buffer fosfato 0,025 M, 0,5 M de NaCl a la
columna, a una velocidad de 1 [mL/min], para eliminar el resto de los componentes que se
encuentren adsorbidos aun a la columna.

Se registra la absorbancia a 280, 560 y 610 nm de las fracciones eluidas.

Andlisis de pureza

Del colector de fracciones se escogen aquellas que presentan picos de absorbancia a 280, 565 o
610 nm. Por cada cromatografia realizada se prepara un gel de poliacrilamida para realizar una
electroforesis, midiendo asi el nivel de pureza a traves de la presencia de bandas de distintos
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tamafos en cada carril y la aparente cantidad de proteinas o subunidades en cada banda. La
metodologia de preparacion del gel de corrida y su posterior tincion se puede ver en el Anexo E.

3.2.2. Obtencioén de agar

A continuacion, se muestra el protocolo de extraccion de agar. En este proceso se utiliza el mismo
protocolo para realizar la extraccion en muestras con y sin extraccion previa de ficobiliproteinas.
Sin embargo, las muestras con extraccion previa de proteinas se encontraran humedecidas, mientras
que las muestras sin extraccion deben ser homogenizadas, limpiadas y filtradas, previamente como
se indica en los pasos del 1 al 3 de extraccion de ficobiliproteinas.

Para todos los procesos se utiliza una base inicial de 20 g de alga seca, que para el caso de las
muestras con previa extraccion de ficobiliproteinas se encuentran humedecidas, y en aquellas
muestras de alga seca sin extraccion previa de proteina se realiza una limpieza quedando humedas
al iniciar las siguientes etapas.

Tratamiento alcalino

1) La muestra de alga hiumeda (equivalente a 20 g de alga seca), es suspende en 400 mL de
hidréxido de sodio al 3 % p/v.

2) Lasolucion se calienta a 85 °C por 1 hora en un vaso precipitado de 600 mL en un agitador
magnético de calentamiento, con el propdsito de eliminar el contenido de sulfatos presentes
en el alga.

3) Lasolucion tratada se filtra en dos capas de gasa para retener el material algal y eliminar la
solucidon de hidroxido de sodio.

4) Las algas son enjuagadas con 600 mL de agua destilada para eliminar el exceso de
hidroxido de sodio y luego son filtradas nuevamente en dos capas de gasa.

Reposo v neutralizacion

1) El material algal retenido de la etapa anterior es resuspendido en 400 mL de agua destilada.
Se deja en reposo durante una noche a 4 °C con el propoésito de estabilizar la muestra.

2) Se filtra la muestra en una doble capa de gasa.

3) El material retenido es resuspendido en una solucion de acido sulfarico al 0,025 % por dos
horas con agitacion, con el prop6sito de disminuir el pH de la solucion.

4) Se filtra la muestra en una doble capa de gasa.

5) Se resuspende la muestra de alga retenida en 600 mL agua destilada (proporcion 1:30
considerando los 20 g iniciales de alga seca) en un vaso precipitado de 1 L y se ajusta el pH
aunvalorentre 6,5y 7.

Extraccion

1) La solucién neutralizada es puesta en un agitador magnético de calentamiento para ser
Ilevado a una temperatura de 90 °C con agitacion constante para alcanzar las condiciones
de hervor permaneciendo un tiempo de 2 horas, con el proposito de solubilizar la mayor
cantidad de agar en el medio. Se ajusta la agitacion a medida que la solucion se torna mas
viscosa para mantener homogeneidad.
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2) Unavez finalizado el tiempo de coccidn se filtra la solucion de agar, a la misma temperatura
de coccidn, en una doble capa de gasa utilizando una prensa, aplicando presion para el paso
de la solucién con agar, reteniendo asi los restos de algas que no fueron solubilizados o
residuos que no fueron eliminados anteriormente.

Eliminacion de humedad: deshidrataciéon y secado

1) El material permeado luego de la etapa de filtracion se deja gelificar a temperatura
ambiente.

2) EI gel es congelado en el refrigerador a -20 °C y luego descongelado a temperatura
ambiente para separar las fases de agua y agar, escurriendo la primera para obtener un agar
reducido en humedad. Dependiendo de la muestra se puede estrujar el agar para eliminar
mayor cantidad de agua que pueda quedar atrapada en el interior de la red de agar.

3) Posteriormente, el gel se seca en la estufa a 60 °C para eliminar el resto de la humedad por
un dia aproximadamente, hasta obtener un peso constante (aproximadamente durante un
dia).

4) Finalmente, se determina el rendimiento de agar midiendo el peso de agar seco obtenido
sobre el peso inicial de las algas secas.

4. Resultados y discusion

4.1. Extraccion y purificacion de ficobiliporteinas

4.1.1. Extraccién de ficobiliproteinas en funcién del tiempo de resuspension

Para realizar la extraccion de ficobiliproteinas desde el interior de las algas, estas fueron
resuspendidas en buffer fosfato salino, seleccionado por mostrar mayor eficiencia en otras especies
de Gracilaria. En pruebas preliminares se observé que a medida que aumentaba el tiempo que
permanecia el alga en el buffer, aumentaba la liberacion de proteinas hacia el medio, lo que se
determind de forma visual a través de la coloracidn que presentaba la suspension.

Para comprobar esto se prepar6 10 g de alga homogeneizada y limpia, la cual fue resuspendida en
200 mL de PBS en un vaso precipitado, extrayendo muestras de 1 mL durante algunos dias, en un
periodo de 35 dias. Para esto no se aplicaron métodos de ruptura celular que contribuyeran a la
extraccion de ficobiliproteinas. Por otra parte, no fue posible mantener la solucién con una
agitacion constante debido a falta de disponibilidad de equipos por el periodo de tiempo deseado.
Sin embargo, previo a la extraccion de la alicuota, el vaso se agita para homogenizar la muestra.

En la Figura 16 se puede observar como aumento la coloracién a medida que transcurrian los dias,
indicando un aumento de la concentracién de ficobiliproteinas a través del tiempo. Esto se
comprobd realizando un barrido de longitudes de onda para cada muestra, resultado que se muestra
en la Figura 17. Los picos observados en al tltimo dia presentan valores de absorbancia cinco méas
altos que los obtenidos durante los primeros dias, lo que indica un aumento en la concentracion
tanto de ficoeritrina como de ficocianina, representados por los picos a una longitud de onda de
565 y 620 nm respectivamente. En el espectro de longitudes de onda de todas las muestras
obtenidas, no se observa una diferencia significativa entre los maximos de absorcion y sus
alrededores, lo que puede tener relacion con la presencia de impurezas en la solucion.
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Figura 16: Progresion de la liberacion de ficobiliproteinas al medio extracelular con el transcurso de los dias. El niimero sobre
cada muestra indica el dia en que fue extraida la muestra desde iniciado el experimento.

Se determin0 la concentracion de ficoeritrina y ficocianina de las muestras para los distintos dias a
través de la ecuacién de Beer [20], la cual se ajusti a los valores de los picos de absorbancia que
presentan los barridos de longitud de onda expuestos de las ficobiliproteinas de Agarophyton
chilense. Los valores son presentados en la Tabla 8, donde desde el dia 14 los resultados obtenidos
acercan a los valores mostrados de obtencidn de ficobiliproteinas en la Tabla 1. Estos calculos se
realizaron en base a los 200 mL de volumen en el que se encuentran suspendidas los 10 g de alga,
y el detalle de estos se encuentra en el Anexo F.

Tabla 8: Concentracién de ficoeritrina y ficocianina presente en muestras de liberacién de proteinas en funcion de la cantidad
de dias en suspensién, determinada a través de la ecuacion de Beer, expresado en miligramos de proteina sobre gramos de alga
seca.

Tiempo de incubacién (dias)

1 2 3 4 14 16 22 28 35
Ficoeritrina

0,012 | 0,094 | 0,139 | 0,053 | 0,289 | 0,266 | 0,460 | 0,501 | 0,495
R-PE [mg/g]
Ficocianina

0,009 | 0,049 | 0,074 | 0,031 | 0,198 | 0,187 | 0,258 | 0,313 | 0,366
R-PC[mg/g]
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Espectrograma de luz visible de ficobiliproteinas
liberadas en funcion del tiempo de incubacion
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Figura 17: Espectrograma de luz visible de distintas muestras de extraccién de ficobiliproteinas para distintos dias en
suspension en PBS (mdximo de absorcion de ficoeritrina y ficocianina a longitud de onda de 565y 620 nm).

En base a las publicaciones revisadas, y sus protocolos de extraccion, se esperaba gque se obtuviese
una mayor concentracion de ficobiliproteinas en los primeros dias. Se piensa que los resultados
obtenidos pueden deberse a la falta de agitacion, provocando la falta de un gradiente mayor de
concentracion de ficobiliproteinas entre el alga y el medio, al quedar la mayoria de las
ficobiliproteinas en las cercanias del alga en la seccidn inferior del recipiente con la muestra. Otro
factor que pudo haber influido en una menor extraccion es el volumen de suspension, ya que al
utilizar un mayor volumen se mantiene un gradiente de concentraciébn mayor ayudando en la
difusion.

Las muestras obtenidas de los distintos dias fueron almacenadas en frio a 4 °C hasta que finalizé
la ultima toma de muestra, lo que pudo haber tenido una repercusion en la concentracién de
proteinas de las primeras muestras por una posible denaturacion [21].

Por otra parte, durante la extraccion de ficobiliproteinas se observd el crecimiento de
microorganismos en el medio, lo que pudo haber contribuido a una mayor liberacion de estas
proteinas. La produccion de enzimas hidroliticas por las bacterias contaminantes podria haber
contribuido a la posible ruptura de la pared y membrana celular de las algas. En el Anexo G se
observan imagenes de este crecimiento.

De estos experimentos se desprende la liberacion de ficobiliproteinas aumenta con el transcurso de
los dias, y se hace necesario realizar una etapa de ruptura celular contribuya a aumentar la
extraccion de ficobiliproteinas, asi como la necesidad de una agitacion constante de la muestra.
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4.1.2. Estudio preliminar de métodos de extraccion de ficobiliproteinas

Dado los antecedentes recopilados sobre técnicas de extraccion de ficobiliproteinas, se realizaron
pruebas iniciales para determinar el mejor método de extraccion de ficobiliproteinas, comparando
ciclos de congelamiento-descongelamiento y sonicacion.

Luego de realizada la extraccion mediante los dos métodos anteriormente mencionados, a los
extractos obtenidos en cada caso se les aplicd una precipitacion seriada con sulfato de amonio en
un rango entre 20 a 70 % de saturacion, con intervalos de 10 % entre cada precipitacion.

En la Figura 18 y Figura 19 se observan los pellets obtenidos tras la precipitacion para muestras
de extraccién con congelamiento y sonicacion respectivamente. En estas se observa una mayor
coloracion, y por lo tanto mayor concentracion de ficobiliproteinas, en la muestra a la cual se le
aplico un ciclo de congelamiento, por lo que se decidi6 usar este método en futuras extracciones.

A partir de la coloracion obtenida en los precipitados de cada muestra, se defini6é que el rango de
concentracion de sulfato de amonio partiria con una saturacion a 20 % para eliminar impureza y
luego se proseguiria con una concentracion de sulfato de amonio al 60 % para precipitar las
ficobiliproteinas, de manera de evitar un incremento de impurezas en la muestra.

Siendo pruebas preliminares, no se realizaron ensayos de espectrofotometria para determinar la
absorbancia de las fracciones obtenidas por ambos métodos de extraccion, sin embargo, este
analisis podria ser util para realizar una comparacion mas certera, y asi determinar el nivel de
mejoria que tiene una técnica por sobre otra. También deberia evaluarse la aplicacion de ambos
métodos de forma complementaria. Sin embargo, el aplicarlo a escala industrial podria implicar
mayores costos operacionales, junto con mayores tiempos de para obtener un extracto de
ficobiliproteinas.

Por otro lado, la muestra sometida a etapa de sonicacién pudo ser afectada producto del aumento
de temperatura ambiental, considerando que se mantenia el recipiente en hielo para controlar la
temperatura. Este parametro es importante considerando que la proteina puede sufrir una
denaturacion a altas temperaturas, perdiendo coloracién, y disminuyendo la concentracion de
ficobiliproteinas detectada mediante ensayos de espectrofotometria [21].

Figura 18: Precipitacion con sulfato de amonio a distintos porcentajes de saturacion con sulfato de amonio en extracto de
ficobiliproteina obtenido por ciclos de congelamiento.
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Figura 19: Precipitacion con sulfato de amonio a distintos porcentajes de saturacion con sulfato de amonio en extracto de
ficobiliproteina obtenido por sonicacién.

En la Figura 20 se presenta la coloracion que poseen las fracciones de proteinas insolubles en
sulfato de amonio, entre 30-40 % y 40-50 % de saturacion. Se observa que cada muestra posee
distinta coloracion, lo que se puede explicar por la diferencia que presentan los barridos de longitud
de onda de la Figura 21. El barrido de cada muestra indicaria que la concentracion de cada
ficobiliproteina es distinta para cada muestra, al observar la diferencia que existe entre los picos a
565y 620 para cada saturacion.

Figura 20: Fraccidn de ficobiliproteinas resuspendida tras precipitadas con sulfato de amonio en el rango comprendido de
saturacion entre 30y 40 % (izquierda) y entre 40y 50 % (derecha).
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Espectrograma de luz visible de proteinas insolubles
en sulfato de amonio resuspendidas en agua
desionizada
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Figura 21: Espectrograma de luz visible de proteinas insolubles en sulfato de amonio para comparacién de muestras
precipitadas en distintos rangos de saturacién con sulfato de amonio (mdximo de absorcién de ficoeritrina y ficocianina a
longitud de onda de 565y 620 nm).

Por otra parte, se analiz6 la extraccion de ficobiliproteinas tras la aplicacion de un ciclo de
congelamiento-descongelamiento, evaluado por un analisis espectrografico en el rango visible
visible como se observa en la Figura 22. De este resultado se concluye que ademas de realizar una
lisis celular, es mejor incubar el alga en la solucion para que ocurra la difusion de las proteinas

hacia el buffer.
Efecto de ciclos de congelamiento en

liberacion de ficobiliproteinas en Agarophyton
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Figura 22: Espectrograma de luz visible para muestras antes y después de un ciclo de congelamiento (mdximo de absorcién de
ficoeritrina y ficocianina a longitud de onda de 565y 620 nm).
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4.1.3. Extracciony precipitacion con sulfato de amonio

Se realizd una extraccion de ficobiliproteinas en tres muestras de alga seca. En la Figura 23 se
presenta la muestra de alga seca pesada y posteriormente homogenizada, a partir de la cual se
realizd tanto la extraccion de ficobiliproteinas como la extraccion de agar. En esta se pudo observar
una alta presencia de restos de componentes marinos, piedras pequefias y arena. Tomando esto en
consideracidn, se plantea que la cantidad de ficobiliproteina determinada por cantidad de alga seca
utilizada para la extraccion se encontrard subdeterminada debido a que los componentes no
correspondientes a alga presente aportan un peso extra a la muestra, sin aportar al aumento de
ficobiliproteinas.

A partir de los resultados obtenidos tras las pruebas preliminares de extraccion y precipitacion de
ficobiliproteinas con sulfato de amonio de ficobiliproteinas, se generaron y se implementaron los
protocolos de extraccion definitivos. Estos consistian en la resuspension del alga en buffer tras
homogenizacion y lavado, luego dos ciclos de congelamiento-descongelamiento y reposo durante
5 dias para una mayor liberacion de proteinas. Tras la etapa de extraccion y filtracion de la muestra
para separar restos del alga del medio rico en proteinas, se obtuvo una suspension coloreada, como
se muestra en la Figura 24. Luego de una etapa de centrifugacion se obtuvo una solucion mas
transparente y reducida en impurezas.

Figura 23: Alga seca preparada para la extraccion de ficobiliproteinas y agar. (I1zquierda) Alga seca pesada; (Centro) Alga
seca homogenizada por trituracion; (Derecha) Alga humedecida y limpiada en agua destilada.
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Extracto Extracto
b crudo centrifugado

Figura 24: Filtrado de extracto crudo de ficobiliproteinas (izquierda) y sobrenadante de extracto centrifugado para
eliminacién de impurezas (derecha) tras protocolo definitivo de extraccién.

Figura 25: Diferencia entre extracto crudo de ficobiliproteinas (izquierda) y sobrenadante de precipitacién con sulfato de
amonio con saturacion al 60 % (derecha) de tres muestras distintas.

Figura 26: Pellet de tres muestras distintas obtenidos tras centrifugacién en precipitacién con sulfato de amonio con
saturacién al 60 %.

Por otra parte, se obtuvo un alto nivel de precipitacion de ficobiliproteinas en solucion tras la
saturacion al 60% con sulfato de amonio, como puede verse en la Figura 25, donde existe una
disminucion significativa en la coloracion del sobrenadante obtenido. Ademas, como se muestra
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en la Figura 26, el método resulta efectivo para la precipitacion de estos pigmentos obteniendo los
pellets tras la centrifugacion. Estos resultados coinciden con lo apreciado en la Figura 27, ya que
no se aprecian picos a las longitudes de onda en las que absorben las ficobiliproteinas tras la
saturacion al 60 %, desapareciendo casi en su totalidad el espectro. Se desconoce el efecto que
pueda tener en sulfato de amonio en el barrido de longitudes de onda, sin embargo, la falta de
coloracion en la muestra se condice con la disminucion de la absorbancia en el espectro, en el cual
se alcanzan valores de cercanos a 0 del rango visible.

Variacion de ficobiliproteinas tras precipitacion con
sulfato de amonio
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Figura 27: Espectrograma de luz visible (promedio a partir de tres muestras) de extracto de ficobiliproteinas crudo,
sobrenadante de precipitacion con sulfato de amonio con saturacion de 20 % de sulfato de amonio, y sobrenadante de
precipitacién con sulfato de amonio con saturacion de 60 % (mdximo de absorcion de ficoeritrina y ficocianina a longitud de
onda de 565y 620 nm).

Las bandas de longitud de onda son determinadas a partir del promedio de tres barridos de tres
muestras distintas, cuyo detalle se puede ver en el Anexo H, donde existe diferencia en el nivel de
ficobiliproteinas de cada extracto. Esta diferencia puede darse por el contenido especifico de
ficobiliproteinas que puede tener cada muestra de alga, que puede ser variable, al no ser
homogéneas las muestras utilizadas, ademas del alto nivel de impurezas que presentaban. Por otro
lado, no se observan cambio en las longitudes de onda a las que se observan picos de absorbancia
para determinar la presencia de ficobiliproteinas.

En la Tabla 9 se muestra el rendimiento de extraccion de ficobiliproteinas en las tres muestras
distintas, calculadas mediante la ecuacién propuesta por Beer. Estos valores exhiben cierta
variabilidad, que puede deberse a la extraccion a partir de distintas muestras de alga. Por otro lado,
comparando con valores obtenidos en otros tipos de algas rojas, como se puede ver en la Tabla 1,
se obtienen valores inferiores en el caso de ficoeritrina'y similares en el caso de ficocianina, a pesar
de que las muestras de algas corresponden a un periodo de cosecha de invierno, lo que podria tener
un factor positivo en la concentracion [28].
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Tabla 9: Rendimiento de extraccion de ficoeritrina (*) y ficocianina (**) en muestras de extracto crudo de extraccién de
ficobiliproteinas, expresado en miligramo de proteinas por gramo de alga seca.

Muestra
Ficobiliproteina 1 2 3 Promedio + DE

R-PE* [mg/qg] 0,141 0,203 0,234 0,193 + 0,04
R-PC** [mg/qg] 0,154 0,188 0,202 0,181+ 0,02

Uno de los principales factores que pueda limitar la liberacion de un mayor contenido de proteinas
hacia el medio podria ser la falta de agitacion durante el periodo de reposo tras la lisis celular, lo
cual mantendria un gradiente mayor con el exterior facilitando la difusion. Durante estos
experimentos, las algas quedaban precipitadas en el fondo del vaso precipitado, siendo
ocasionalmente agitado, al igual que en las pruebas preliminares.

Otros factores que pudieron haber afectado en el proceso, y no fueron evaluados, corresponde a la
etapa de secado al cual fue sometida la muestra de alga y el pH durante la extraccion, que como
muestran estudios sobre extraccion de ficobiliproteinas, pueden ser influyentes [14] [21]. Estos
factores pueden ser considerados para futuros trabajos.

Se descartd el método de medicion de proteinas a traves de ensayos de Bradford, debido a que las
concentraciones de proteina determinadas inicialmente por este método se encontraban en un rango
de medicion bajo comparado con las concentraciones conocidas, siendo dificiles de determinar
presentando alta variabilidad en los resultados. Es por esto que se opt6 por el calculo a traves de
ecuaciones propuestas por bibliografia, ampliamente utilizadas en estudios relacionados al tema.
Sin embargo, estas ecuaciones pueden ser utilizadas solamente para extractos crudos, como se
especifica en el desarrollo de Beer.

Se intent6 determinar la concentracion de ficobiliproteinas utilizando las ecuaciones de Beer en el
sobrenadante tras la precipitacion con sulfato de amonio con una saturacion del 20 %. Se esperaba
que las concentraciones determinadas fueran similares a los registrados para el extracto crudo, sin
embargo, los resultados obtenidos mostraron mayor concentracion de ficobiliproteinas tras la
precipitacion con sulfato de amonio (detalle en Anexo H). Esto resulta inconsistente, ya que tras la
etapa de precipitacion la concentracion de ficobiliproteina debiese mantenerse constante o
disminuir, considerando que el volumen se mantiene constante. Cabe mencionar que los blancos
utilizados para las distintas mediciones contemplaban el contenido de sulfato de amonio en las
muestras.

De acuerdo a los antecedentes de literatura, el método de Bradford es afectado por la presencia de
sal en la solucion de proteinas. Se ha visto que afecta las curvas de calibracion con albimina de
suero bovino (BSA), produciendo interferencia en los resultados determinados por
espectrofotometria a 595 nm [58]. Fendmenos de este tipo podrian ocurrir con el sobrenadante de
ficobiliproteinas con restos de sulfato de amonio, sin embargo, no hay conocimiento del tema, por
lo que podria evaluarse.

4.1.4. Intercambio idnico

Para continuar con la purificacién, se realiz6 una cromatografia por intercambio aniénico. Por datos
bibliograficos se asume que el punto isoeléctrico de la proteina se encontraba en torno a los valores
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de 4y 5,5, por lo que se decide realizar cromatografias con un buffer de carga y pH de la muestra
por sobre el valor de 5,5.

Se realizd una prueba preliminar utilizando una columna empacada con la resina DEAE-
Sepharose® Fast Flow ambientada a pH 5, a la cual se le inyectd una muestra de extracto de
ficobiliproteinas con pH 4, dializada tras precipitarlas con sulfato de amonio con una saturacion
del 60%. Como resultado, la mayor parte de la muestra fue eluida durante la inyeccion y el lavado
de columna previo a la induccion de un gradiente. EI pH de la muestra obtenida tras la dialisis pudo
estar en torno al punto isoeléctrico, 0 menor a este, lo que es coherente con los valores indicados
por literatura, situdndolo entre un pH 4y 5,5. Tras esto se decidi6 para futuros experimentos utilizar
un buffer de carga y pH de la muestra sobre 5,5, con el proposito cargar las ficobiliproteinas con
una carga contraria a la de la columnay asi de tener una mayor adsorcion a esta.

Para las cromatografias realizadas posteriormente se monitored la absorbancia a las longitudes de
onda de 280, 560 y 610 nm, para observar el comportamiento a lo largo de la cromatografia de
proteina total, ficoeritrina y ficocianina respectivamente. Luego, a partir de estos datos, es posible
determinar el indice de pureza para cada proteina, cuyo valor se determina a partir de la relacién
entre la absorbancia a 560 nm y 280 nm en el caso de ficoeritrina, y 610 nm y 280 en el caso de la
ficocianina.

A lo largo de las etapas previas de purificacion existia variabilidad en cuanto a la cantidad de
ficobiliproteina obtenida por muestra. Ademas, en cada cromatografia se debio utilizar distintos
extractos debido a que la cantidad de muestra disponible de un solo extracto no alcanzaba para
realizar todas las pruebas deseadas. Por otro lado, la concentracion de ficobiliproteinas que tenian
las muestras se alterd tras la dilucion para el ajuste de pH. Es por esto que no fue posible comparar
directamente la concentracion de ficobiliproteina de las distintas fracciones entre una
cromatografia y otra. Sin embargo, ya que el propoésito de las cromatografias realizadas consistia
en comprobar su efectividad y determinar la mejor condicion de pH del buffer de carga, por lo que
se realiza el andlisis en base al nivel de pureza de ficobiliproteinas obtenido.

Se compard de eficiencia entre dos tipos de resina, que corresponden a Q-Sepharose® y DEAE-
Sepharose® Fast Flow, ambas anidnicas, de las cuales se tienen antecedentes de haber sido
utilizadas en este tipo de procesos. Se puede observar en la Figura 28 y Figura 29 los resultados
obtenidos para Q-Sepharose® y DEAE-Sepharose® Fast Flow respectivamente, utilizando en
ambos casos buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5 como buffer de carga, y fosfato 0,025 M, pH 5,5 NaCl
0,5 M para la elucion mediante un gradiente lineal. Con ambas se observan comportamientos
similares, con la presencia de tres picos importantes de absorbancia a una longitud de onda de 280
nm, el primero durante la inyeccion de la muestra, el segundo al 40 % del gradiente lineal y el
ualtimo al 70 % del gradiente lineal. De esos picos coinciden con picos de absorbancia observados
a una longitud de onda de 560 y 610 nm, uno durante la inyecciéon de muestra y el otro a 40 % de
gradiente de sal, siendo este Gltimo mas grande y con mayor indice de pureza. A partir de este
resultado se determino que es factible purificar mediante este método, ya que es posible obtener
fracciones con un mayor valor de relacion ficobiliproteinas sobre proteina total en comparacién a
la muestra inicial.

Por otro lado, se determiné el indice de pureza de cada proteina de cada pico observado, cuyo
detalle se encuentra en la Tabla 10 y Tabla 11 para ficoeritrina y ficocianina respectivamente. En
el Anexo | se representa el indice de pureza que tienen las proteinas de interés a lo largo de todo el
proceso cromatografico en DEAE-Sepharose® Fast Flow y Q-Sepharose® a los distintos pHs
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utilizados. Se puede observar que durante la carga de la muestra a la columna (entre los volumenes
de elucion (Ve) 0y 7 mL), ambas ficobiliproteinas monitoreadas presentan mayor adsorcién en Q-
Sepharose® que en DEAE-Sepharose® Fast Flow, eluyendo una mayor cantidad de ficoeritrina en
esta Ultima. A partir de estos resultados se determind que resulta mejor para el proceso el uso de
Q-Sepharose®. Sin embargo, en ambas resinas el indice de pureza para las ficobiliproteinas durante
la elucion de aquellas que fueron adsorbidas alcanza valores similares.

Dado que el pH del buffer utilizado influye en la carga que presente la resina, y con eso el nivel de
adsorcion que puedan tener las distintas proteinas o compuestos de acuerdo a sus propiedades, se
realizan pruebas a tres distintos pHs (5,5, 6,5y 7,5), esperando que a pH 5,5 se tuviera un mayor
nivel de elucién de proteinas contaminantes durante el periodo de carga de la muestra y el primer
lavado, por la posible presencia de proteinas del alga funcionales a pH fisioldgico. El proposito fue
determinar el pH del buffer a utilizar para perder la menor cantidad de ficobiliproteinas al momento
de la carga de la muestra. La meta fue que quedara la mayor cantidad de ficobiliproteina adsorbida,
y asi poder alcanzar un mayor nivel de pureza mediante separacion con un gradiente salino para
eluir las ficobiliproteinas del resto de los componentes contaminantes, registrando a qué
concentracion de sal se lograba dicho comportamiento.

Comparando los resultados obtenidos a distintos pHs para Q-Sepharose®, los indices de pureza
mostrados en la Tabla 10 y Tabla 11 indican que a pH 5,5 se tiene una menor adsorcion de
ficobiliproteinas, teniendo una alta cantidad de ficoeritrina y ficocianina eluida durante la carga de
la muestra a la columna (Ve 0-7 mL). Esto puede deberse a la cercania entre el pH de operacion y
punto isoeléctrico de estas proteinas. Ademas, en la cromatografia a pH 5,5, durante el lavado de
la columna con buffer previo a la elucion se continda eliminando una gran cantidad de proteinas,
lo que se puede observar entre los Ve 7 y 17 mL en los cromatogramas de la Figura 28 y Figura
29 de Q-Sepharose® y DEAE-Sepharose® respectivamente.

Los indices de pureza de ficoeritrina de la Tabla 10 que se obtienen al utilizar distintos pHs de
operacion, no presentan una tendencia clara alcanzando valores entre 2,1 y 2,8. Estos resultados
que son menores a los documentados en experimentos realizados con otras especies de Gracilaria
sp. mostrados en la Tabla 5, que se encuentran entre 4 y 6 para muestras purificadas
mediantecromatografias de intercambio iénico. EI mayor valor de indice de pureza de ficoeritrina
es alcanzado utilizando buffer a pH 7,5, y para ficocianina utilizando buffer a pH 6,5.

Se puede observar en los distintos cromatogramas (Figura 28, Figura 29, Figura 30, Figura 31)
que las ficobiliproteinas monitoreadas eluyen dentro de un amplio rango del gradiente de sal
aplicado, partiendo desde el 10 % y terminando cercano al 60 %, utilizando pH 5,5y 6,5, mientras
que en pH 7,5 termina cerca del 70 %. Este comportamiento podria deberse a una alta concentracién
de ficobiliproteinas adheridas a la resina, las que requeririan de un mayor volumen para eluir en su
totalidad. Se podrian aumentar los volimenes de columna (CVs) utilizados para la elucion, de tal
forma de determinar de mejor forma si se puede realizar una separacion mas definida, y en un rango
mas acotado, de las proteinas observando si existe una separacion de los picos obtenidos.
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Cromatograma Q-Sepharose®, columna 1 [mL],
Buffer fosfato 0,025 M pH 5,5
Gradiente NaCl 0,5 M
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Figura 28: Cromatograma de proceso de intercambio anionico de muestra de extracto de ficobiliproteinas dializado tras
precipitacién con sulfato de amonio al 60% de saturacién, en columna de 1 mL empacada de resina Q-Sepharose®, cargada
con buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5. Elucion con gradiente lineal de buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5 NaCl 0,5 M. Se monitorea
absorbancia a 280, 560y 610 nm.

Cromatograma DEAE-Sepharose® Fast Flow, columna 1
[mL],Buffer fosfato 0,025 M pH 5,5
Gradiente NaCl 0,5 M

160 100

140 90 -
— g0
D eed
2 120 0 =
£, 100 ®
«© 60 =z
g 80 50 3
S 60 60 g
3 30 3
w

4 S
= 20 ©

20 / 10 o

0 0

0 10 20 30 40 50 60

Volumen de elucion [mL]

Absorbancia 280 nm ——e— Absorbancia 560 nm ——e— Absorbancia 610 nm Graciente [%)]

Figura 29: Cromatograma de proceso de intercambio aniénico de muestra de extracto de ficobiliproteinas dializado tras
precipitacion con sulfato de amonio al 60% de saturacion, en columna de 1 mL empacada de resina DEAE-Sepharose® Fast
Flow, cargada con buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5. Elucién con gradiente lineal de buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5 NaCl 0,5 M. Se
monitorea absorbancia a 280, 560y 610 nm.
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Cromatograma Q-Sepharose®, columna 1 [mL],
Buffer fosfato 0,025 M pH 6,5
Gradiente NaCl 0,5 M
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Figura 30: Cromatograma de proceso de intercambio aniénico de muestra de extracto de ficobiliproteinas dializado tras
precipitacién con sulfato de amonio al 60% de saturacién, en columna de 1 mL empacada de resina Q-Sepharose®, cargada
con buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5. Elucion con gradiente lineal de buffer fosfato 0,025 M, pH 6,5 NaCl 0,5 M. Se monitorea
absorbancia a 280, 560y 610 nm.

Cromatograma Q-Sepharose®, columna 1 [mL],
Buffer fosfato 0,025 M pH 7,5
Gradiente NaCl 0,5 M

100 90

80

Absorbancia [mAU]
&
58
Gradiente de NaCl [ %]

N
o

20
10

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Volumen de elucion [mL]

Absorbancia 280 nm = Absorbancia 560 nm —— Absorbancia 610 nm Gradiente [%)]

Figura 31: Cromatograma de proceso de intercambio aniénico de muestra de extracto de ficobiliproteinas dializado tras
precipitacion con sulfato de amonio al 60% de saturacién, en columna de 1 mL empacada de resina Q-Sepharose®, cargada
con buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5. Elucion con gradiente lineal de buffer fosfato 0,025 M, pH 7,5 NaCl 0,5 M. Se monitorea
absorbancia a 280, 560y 610 nm.
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Tabla 10: Indice de pureza de ficoeritrina (Absorbancia 560/Absorbancia 280) para distintos pHs de carga utilizando buffer
fosfato 0,025 M. (*) la aparicién del Gltimo pico observado se encuentra desplazado a 39 [mL].

Resina de Volumen de elucién
intercambio y 5[mL] 23 [mL] 27 [mL] 38 [mL]
carga (inyeccion) (elucion 20 %) | (elucién 40 %) | (elucién 70 %)
Q-Sepharose®
Buffer pH 5.5 0,25 2,2 2,24 0,38
Q-Sepharose® *
Buffer pH 6,5 0,16 1,73 2,16 0,5
Q-Sepharose® *
Buffer pH 7.5 0,16 1,83 2,85 0,66
DEAE- Sepharose®
Fast Flow Buffer 0,75 2,2 2,38 0,37
pH 5,5

Tabla 11: Indice de pureza de ficocianina (Absorbancia 610/Absorbancia 280) para distintos pHs de carga utilizando buffer
fosfato 0,025 M. (*) la aparicion del altimo pico observado se encuentra mas desplazado.

Resina de Volumen de elucién
intercambio y 5 [mL] 23 [mL] 27 [mL] 38 [mL]
carga (inyeccion) (elucion 20 %) | (elucion 40 %) | (elucién 70 %)
Q-Sepharose®
Buffer pH 5.5 0,15 1,98 2,06 0,28
Q-Sepharose® *
Buffer pH 6,5 0,14 0,95 2,53 0,33
Q-Sepharose® *
Buffer pH 7.5 0,15 1,99 2,11 0,44
DEAE-Sepharose®
Fast Flow Buffer 0,27 1,67 2,23 0,37
pH 5,5

Con el propésito de determinar si era posible eluir las ficobiliproteinas en un solo pico, se realizd
una cromatografia de intercambio idnico utilizando un gradiente escalonado, con 20 %, 40 %y 100
% de gradiente, con 15 volimenes de columna para cada valor, suficiente para poder eluir la mayor
cantidad de proteinas, es decir, hasta que el pico obtenido descendiera completamente. Esto se
realizé en Q-Sepharose®, con un buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5, obteniendo el cromatograma que
se encuentra en Anexo J, junto con el indice de pureza obtenido a lo largo de todo el proceso.

Mediante en gradiente escalonado, se obtuvo una elucién de ficobiliproteinas al 20 % y otro al 40
% del gradiente, ambos de magnitud similar como se muestra en el Anexo J, con una concentracion
de ficoeritrina y ficocianina similar en ambos casos. Estos resultados indican que, a pesar de aplicar
un gradiente escalonado, no es posible eluir todas las ficobiliproteinas bajo un unico porcentaje de
saturacion de sal. El pico observado durante la elucion con gradiente lineal agrupa ambos picos
observados en la cromatografia con gradiente escalonado. En este caso, en ambos picos
mencionados, se obtiene un indice de pureza similar a los obtenidos en las cromatografias
aplicando gradiente lineal.
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Esta prueba para un futuro podria realizarse mediante la aplicacion de un gradiente escalonado
aumentando un 10 % cada 15 volumenes de columna, asegurando que pueda eluir toda la proteina
posible con cada escaldn, para determinar con mayor precision la concentracion de sal necesaria
para la elucion. De igual forma, en futuras pruebas, dado que la columna no presenté problemas de
presion durante la operacion, podria aumentarse el flujo de buffer que pasa a través de la columna,
de tal forma de disminuir los tiempos de proceso de ser necesario.

Por otro lado, no fue posible tener una limpieza completa de la columna de intercambio iénico a
pesar de hacer pasar el buffer de elucion al 100 % del gradiente, es decir 0,5 M de NaCl, tomando
en cuenta que las ficobiliproteinas comienzan una elucion al 10 % segun lo observado. Esto fue
detectado con la presencia de color en la resina una vez finalizado del proceso, como se puede
observar en la Figura 32. Se debi0 hacer pasar una solucion de hidréxido de sodio 1 M para limpiar
la columna completamente, pudiendo eluir el resto de las proteinas que se encontraban en esta,
cuyas fracciones se encontraban tefiidas de ficobiliproteinas. Se desconoce la razon por la que las
ficobiliproteinas se mantienen adheridas con tanta fuerza a la resina.

Figura 32: Columna empacada con 1 mL de Q-Sepharose® 1 utilizada en proceso de intercambio idnico. (1) columna limpia
previo a la inyeccién de la muestra, (2) columna con ficobiliproteinas adheridas tras inyecciéon de muestra, (3) columna con
restos de proteinas posterior a la elucion aplicado 100 % del gradiente de NaCl.

En las fracciones obtenidas tras la elucién durante el gradiente, se observa la presencia de ambas
proteinas, las cuales no lograron ser separadas en fracciones diferentes, ya sea utilizando un
gradiente lineal o un gradiente escalonado. Igualmente, mediante la precipitacion con sulfato de
amonio, no se logro6 obtener ficobiliproteinas en puntos de saturacion diferentes. Es posible que las
proteinas se encuentren unidas una a la otra, en forma similar a cdmo se encuentran en los
ficobilisomas de los tilacoides [10].

4.1.5. Analisis electroforético de pureza de ficobiliproteinas en fracciones de
cromatografia

Ya que en todas las cromatografias realizadas el comportamiento de adsorcion y elucién de las
ficobiliproteinas es similar, el analisis también lo serd en lo observado en los geles de
poliacrilamida hechos para determinar la pureza de estas proteinas.
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En la Figura 33, Figura 34 y Figura 35 se muestran los geles de poliacrilamida con el
desplazamiento tras la electroforesis de las fracciones obtenidas en las cromatografias en Q-
Sepharose® utilizando buffer fosfato 0,025 M con pH 5,5, 6,5 y 7,5 respectivamente.

El primer carril de izquierda a derecha de cada gel corresponde al estandar de pesos moleculares,
y en el segundo carril una muestra cargada, que corresponde a extracto de ficobiliproteina dializado
tras precipitacion con sulfato de amonio con saturacion al 60 %. El resto de los carriles
corresponden a las fracciones de la cromatografia correspondientes a los picos a 280, 560 y 610
nm, siendo el carril 3 y 4 fracciones obtenidas tras la inyeccion, es decir, proteinas no adsorbidas,
los carriles 5, 6, 7 y 8 fracciones dentro del pico observado entre 10 % y 60 % del gradiente de sal,
y los carriles 9y 10 del ultimo pico observado de menor envergadura cercano al 70 % de saturacion.
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Figura 33: Gel de poliacrilamida para electroforesis de fracciones obtenidas en cromatografia con resina Q-Sepharose®
utilizando buffer fosfato 0,025M, pH 5,5, y un gradiente lineal de NeCl. Eje vertical: pesos moleculares de bandas de estandar.
Eje horizontal: fracciones (volimenes de elucion) de cromatografia utilizadas (S: estandar de pesos moleculares; C: muestra de

proteina inyectada).
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Figura 34: Gel de poliacrilamida para electroforesis de fracciones obtenidas en cromatografia con resina Q-Sepharose®
utilizando buffer fosfato 0,025M, pH 6,5, y un gradiente lineal de NeCl. Eje vertical: pesos moleculares de bandas de estandar.
Eje horizontal: fracciones (volimenes de elucion) de cromatografia utilizadas (S: estandar de pesos moleculares; C: muestra de
proteina inyectada).
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Figura 35: Gel de poliacrilamida para electroforesis de fracciones obtenidas en cromatografia con resina Q-Sepharose®
utilizando buffer fosfato 0,025M, pH 7,5, y un gradiente lineal de NeCl. Eje vertical: pesos moleculares de bandas de estandar.
Eje horizontal: fracciones (volimenes de elucion) de cromatografia utilizadas (S: estandar de pesos moleculares; C: muestra de

proteina inyectada).

Es posible observar bandas gruesas con pesos moleculares relativos a 20 y 22 kDa que, en base a
los antecedentes recopilados para otras especies del mismo género, podrian corresponder a las
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subunidades a y S respectivamente de las ficobiliproteinas de Agarophyton chilense. Estas bandas
son de mayor intensidad que las observadas en el resto del gel, y se logran apreciar tanto en el
segundo carril como en los carriles que poseen las fracciones del pico con mayor indice de
purificacion a lo largo de la cromatografia (similar en todas las cromatografias realizadas con
buffers a distinto pH), es decir, aquellos entre los carriles del 5 al 8, como se puede observar en la
Figura 33, Figura 34 y Figura 35. También es posible observar una banda que presenta un peso
molecular relativo a los a los 30 kDa, que puede apreciarse con mayor claridad en la Figura 33,
octavo carril, que podria corresponder a la subunidad y que mantiene unidos los hexameros en
ficoeritrina.

Se observa la presencia de distintas bandas a distintos pesos moleculares en la mayoria de los
carriles en todas las cromatografias realizadas, teniendo bandas poco intensas en los carriles 3, 4,
9y 10 entre los pesos moleculares de 20 y 25 kDa, lo que indicaria que en estas fracciones no se
eluye una cantidad significativa de ficobiliproteinas, comparando con el resto de los carriles, cuya
intensidad se condice con los altos indices de pureza obtenidos en esas fracciones durante las
cromatografias.

Por otro lado, es posible observar que la proteina obtenida en aquellas fracciones que se encuentran
enriquecidas en ficobiliproteinas y presentan un mayor indice de pureza (5, 6, 7 y 8), no se
encuentran ficobiliproteinas completamente puras, existiendo mas bandas tenues de distintos pesos
moleculares que no corresponderian a las subunidades presentes en ficoeritrina o ficocianina.

Con los resultados observados en los geles, se puede determinar que existe un grado de purificacion
de ficobiliproteinas, al tener fracciones de proteina con baja presencia de estas proteinas, y
presencia de bandas de otros pesos moleculares.

En Anexo K se presentan los resultados de la electroforesis en geles de poliacrilamida de muestras
obtenidas en la cromatografia utilizando DEAE-Sepharose® Fast Flow como resina catidnica, y en
la cromatografia en la que se utilizé un gradiente de sal escalonado con distintas concentraciones
de sal. En estos se observan resultados con la misma tendencia, con alta adhesion a la columna y
con presencia de bandas intensas a pesos moleculares relativos a 20 y 22 kDa para las fracciones
entre 10 y 60 % de saturacion de sal.

4.2. Extraccion de agar
4.2.1. Acondicionamiento de parametros de extraccion

Para el establecimiento de las etapas y condiciones de operacién a utilizar para la extraccion de
agar, se realizaron pruebas de extraccién de agar utilizando 10 g de alga seca como base. Se
determind la importancia de mantener la solucién en ebullicion para solubilizar el agar de mejor
manera. De igual forma resulta importante mantener un pH neutro durante la coccion, ya que en
muestras cuyo pH no era ajustado en ese rango, no se logro la extraccion y solubilizacion del agar.

Otra complejidad que presenta el proceso es a la filtracion que se debe realizar luego de la
extraccion del agar en agua hirviendo, ya que resulto dificil encontrar el método que permitiera
ejercer la presion necesaria para que la solucion permeara a traves de la gasa dada la alta viscosidad
de la mezcla de agar disuelto en agua. Se probé la utilizacion de una bomba de vacio en un sistema
de filtracion, sin embargo, no se generaba el vacio suficiente para poder permear toda la solucion,
gelificando la solucion antes de que pudiera seguir el proceso. Se debe disponer de un sistema que
apligue la presion suficiente para que el agar pueda permear a través del filtro.
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Por otra parte, se determino que la agitacion durante la etapa de coccion es de gran importancia,
debido a que, si la solucion no se homogenizaba, la seccion superior gelificaba, produciéndose un
sistema a presion hacia la seccion inferior de la solucion, adhiriéndose y quemandose parte del
material algal en el fondo del recipiente por la gran cantidad de calor que recibe.

4.2.2. Pruebas preliminares de extraccion

En pruebas preliminares se realizaron extracciones de agar a partir de 10 g de alga seca suspendidos
en 200 mL de agua destilada durante la coccion, la cual se realiz6 durante 1 hora a una temperatura
de 85 °C. La principal limitacion que se presento para realizar el proceso por mas tiempo fue que
a que a se aumentaba la evaporacion de agua a medida que transcurria el tiempo, aumentando la
viscosidad de la solucién y dificultando su agitacion.

Se realizan extracciones de agar para tres muestras con extraccion previa de ficobiliproteinas y tres
sin extraccion previa, cuyos rendimientos obtenidos se muestran en la Tabla 12. Estos resultados
no muestran una diferencia significativa entre los rendimientos obtenidos, tendiendo para ambos
casos al 15 %. Dados los bajos rendimientos obtenidos durante estas pruebas preliminares,
considerando un rango tipico de entre 20 y 30 % este tipo de especie, y la necesidad de obtener una
mayor cantidad por muestra para realizar analisis de calidad (minimo 2 g), se decidié aumentar la
cantidad de alga a procesar para experimentos posteriores.

Tabla 12: Rendimientos de pruebas preliminares de extraccion de agar obtenido de muestras con y sin extraccién previa de
ficobiliproteinas.

Muestra Rendimiento Observacion
[%6]
Sin extraccién previa de PBP
1 12,4 Solubilizacion incompleta,
2 14,9 con pocos residuos tras
3 15,3 filtracion.
Promedio 14.2 -
Con extraccion previa de PBP
1 15,6 Solubilizacion incompleta,
2 13,1 con pocos residuos tras
3 17,5 filtracion.
Promedio 154 -

4.2.3. Pruebas definitivas de extraccion

Para la extraccion de agar se tomaron cuatro muestras sin extraccion previa de ficobiliproteinas y
cuatro con extraccion previa, cuyos parametros de operacion fueron ajustados durante el proceso
debido a dificultades en la filtracion y solubilizacion.

De las cuatro muestras iniciales de 20 g que no tuvieron previa extraccion de ficobiliproteinas, dos
fueron suspendidas en 400 mL para la extraccion. Se obtuvo que en un tiempo de una hora y media
de extraccion no se alcanzaba una solubilizacion completa del agar presente en las algas, quedando
una gran cantidad de residuos retenidos en la gasa de filtracion. De estas dos muestras se pudo
obtener el dato del rendimiento de una sola, debido a la ruptura de la prensa metalica para filtrar la
segunda muestra producto de la fuerza que se debi6 aplicar en esta para filtrarla. Se pudo observar
que el agar obtenido de la muestra era cualitativamente de buena calidad, es decir, tenia alta
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resistencia al estiramiento. Sin embargo, se opto por aumentar el tiempo de extraccion a dos horas
para poder solubilizar una mayor cantidad de agar, para lo cual también se debia aumentar el
volumen de suspension debido a la evaporacién del agua durante el proceso.

A las dos muestras restantes a las cuales no se les habia extraido ficobiliproteinas se les aumentd
el volumen de suspension a 600 mL y el tiempo de extraccion a 2 horas, pudiéndose obtener una
mayor solubilizacion de agar reduciendo la cantidad de residuos tras la filtracion, esto comparado
con las muestras que tuvieron menor tiempo y volumen de extraccion.

Se calcul6 el rendimiento de extraccion en base a los gramos de agar obtenido por gramo de alga
seca utilizada. Los rendimientos de las ultimas muestras resultaron ser mayores al obtenido
comparados con la primera muestra, como se puede observar en la Tabla 13.

o g de agar
Rendimiento = x 100
g de alga seca

Posteriormente, se realiz0 la extraccion de agar en las muestras a las que se les extrajo previamente
ficobiliproteinas, bajo las condiciones de dos horas de extraccion en un volumen de suspension de
600 mL. En general estas muestras tuvieron menores problemas de solubilizacién comparado con
las que no tuvieron extraccion previa de ficobiliproteinas, obteniéndose ademas en este caso valores
ligeramente mayores en rendimiento, como se observa en la Tabla 13.

Tabla 13: Rendimientos de extraccion de agar en pruebas finales con y sin extraccién previa de ficobiliproteinas. Promedio*
para muestras con volumen de suspensién de 600 mL.

. Volumende | Tiempo de Fuerza de
Rendimiento ., . .
Muestra [%6] suspension extraccion gel Observacion
[mL] [h] [9/cm?]
Sin extraccion previa de ficobiliproteinas
1 12,25 400 15 - Solubilizacion incompleta
Solubilizacion incompleta.
2 - 400 1,5 - Desperfectos en equipo de
filtracion
3 21,35 600 2 799 Solubilizacién incompleta
4 22,70 600 2 662 Solubilizacion completa
Promedio* 22,03 - - 731 -
Con extraccién previa de ficobiliproteinas
1 25,65 600 2 797 Solubilizacién completa
2 18,35 600 2 - Solubilizacion incompleta
3 23,75 600 2 864 Solubilizacion completa
4 25,30 600 2 519 Solubilizacion completa
Promedio* 23,26 - - 727 -

De los resultados de la Tabla 12 y la Tabla 13, se desprende que, al usarse una mayor relacion
entre volumen de suspension y de alga, se obtienen mayores rendimientos de extraccion de agar.
Esto puede deberse a que la difusion de agar hacia el medio era facilitada al mantener un mayor
gradiente de concentracion de azucares entre el alga y la solucion durante méas tiempo. Por otro
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lado, al estar el agar diluido en un mayor volumen su viscosidad era menor, resultado mas facil la
filtracion al requerirse una menor presion, ademas de que la gelificacion demoraba mas tiempo.

Se observo que rendimiento de extraccion de agar se encuentra dentro de los valores reportados
por literatura, como se muestra en la Tabla 4, obteniendo un promedio de 23,26 % al realizar
extraccion de ficobiliproteinas previamente, y 22,03 % sin extraccion previa de estas. No se
observo una diferencia significativa en el rendimiento al agregar una etapa previa de proteinas.

Se cree que la etapa de ruptura celular para la extraccion de ficobiliproteinas pudo haber facilitado
la solubilizacién del agar en etapas extraccion de este producto. Sin embargo, algunos de los
azucares que conforman el agar, presentes en la pared celular del alga, pudieron haberse liberado
hacia el medio extracelular durante la extraccidn de proteinas, lo cual podria cuantificarse en etapas
posteriores de investigacion mediante ensayos de determinacion de azucares reductores totales.
También pudo haber consumo de azucares de la pared celular del alga por parte de
microorganismos contaminantes que crecian durante la extraccion de ficobiliproteinas. Esto pudo
haber generado disminucion en el rendimiento de agar extraido en aquellas muestras con extraccién
previa de ficobiliproteinas.

Debe considerarse que producto de la gran cantidad de etapas de filtracion requeridas, se generan
pérdidas de material algal debido a la retencion de este en la gasa, reduciendo asi los rendimientos
de obtencién de agar. Al utilizar mayores volimenes de alga se generan menores pérdidas al utilizar
la misma cantidad de gasa, siendo la porcion de alga retenida la misma que al utilizar un menor
volumen de alga. Se puede observar en las iméagenes presentes en el Anexo L el agar que es extraido
y filtrado, y muestras secas.

Por otro lado, se determinar la calidad del agar mediante la fuerza de gel de las muestras utilizando
un viscosimetro al disolver 3 g de agar seco en 200 mL de agua a 20°C. Como se observa en la
Tabla 13, se obtiene un agar que se ajusta a los estandares de calidad en ambos casos de estudio,
con valores de fuerza de gel superiores a 500 [g/cm?] para todas las muestras [24]. Se obtuvo una
fuerza de gel promedio de 727 y 731 [g/cm?] para muestras con y sin extraccion previa de
ficobiliproteinas respectivamente, similares a los reportados en de procesos similares, como se
muestra en la Tabla 7 con valores de 750 [g/cm?]. No se observa una tendencia clara para
determinar si la extraccidn de proteinas afecta la calidad del agar, ya que se alcanzd cifras similares
en ambos casos.

5. Conclusiones

Fue posible disefiar un protocolo de extracciéon y purificacion de ficobiliproteinas a partir de
Agarophyton chilense a escala de laboratorio, probando su eficiencia y determinando su pureza
mediante ensayos de espectrofotometria y electroforesis. Este protocolo incluia disefar e
implementar la extraccion de agar para muestras con extraccion previa de ficobiliproteinas a nivel
de laboratorio.

Se logré disefiar un método de extraccion de ficobiliproteinas considerando los resultados de
pruebas preliminares realizadas, las cuales indicaban aumentos en la cantidad de proteina liberada
con el transcurso del tiempo en suspension observados. Por otro lado, se determind que las etapas
de ruptura celular son métodos efectivos para aumentar la liberacion de ficobiliproteinas,
obteniendo mejores resultados preliminares realizando ciclos de congelamiento.
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Se determina la efectividad del protocolo utilizado, logrando una extraccion en promedio de 0,193
miligramos de ficoeritrina y 0,181 mg de ficocianina por gramo de alga seca, segun la ecuacion de
Beer, que se encuentran por debajo de los encontrados en literatura, pero en el mismo orden de
magnitud.

Se corrobora que la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio es método efectivo de
purificacion de ficobiliproteinas, determindndose para el caso de las Agarophyton chilense que
estas precipitan dentro de un rango de saturacion entre 20 % y 60 %.

También se prueba que la etapa de intercambio i6nico es un método efectivo de purificacion.
Durante esta etapa, se observa una mayor eficiencia de adsorcion de las proteinas en una resina Q-
Sepharose® que en una DEAE-Sepharose® Fast Flow, y se determina que utilizando buffer de
carga de pH 6,5y 7,5 se logra mayor adsorcion que para pH 5,5.

Se determinan los valores de pureza de ficobiliproteinas obtenidos tras el proceso cromatogréfico
mediante el célculo de indices de pureza, los cuales resultaron ser 2,15y 2,12 para ficoeritrina, y
2,60 y 2,83 para ficocianina utilizando pH 6,5 y 7,5 respectivamente para ambas proteinas. Estos
valores gque se encuentran por debajo de los encontrados por literatura.

Mediante los andlisis realizados en geles de poliacrilamida, se determina la presencia de mas
proteinas distintas a las ficobiliproteinas en las fracciones donde se obtienen mayores indices de
pureza en las cromatografias, lo que indica que no se logra una purificacion total de las
ficobiliproteinas.

Se plantea la posibilidad de estudiar un proceso cromatografico de intercambio idnico utilizando
un gradiente escalonado para determinar el rango ideal de aplicacion de gradiente de sal que
permita obtener una mayor pureza, utilizando como antecedentes los resultados obtenidos en este
trabajo. Ademas, se sugiere la adicién de una etapa de exclusion por tamafio al proceso para
aumentar el indice de pureza obtenido, lo que ademas permitiria la separacién de ficoeritrina y
ficocianina.

Por otra parte, se logrd disefiar un proceso de extraccion de agar a partir de restos de algas
provenientes de extraccion de ficobiliproteinas. En base a los resultados obtenidos, se considerd
que, al aumentar el volumen de suspensién en la etapa de coccion y el tiempo de extraccion de
agar, se logran mayores rendimientos.

Para al agar obtenido mediante el protocolo disefiado, se determina que no se existen diferencias
significativas en cuanto al rendimiento de extraccién en muestras con y sin extraccion previa de
ficobiliproteinas, alcanzando valores cercanos al 25 % de gramos de agar obtenido por gramos de
alga seca iniciales en ambos casos. Los valores obtenidos pueden estar subdeterminados respecto
al maximo que podria alcanzarse debido a la gran cantidad de impurezas que se encontraban en las
muestras de alga seca pesada inicialmente.

Se logra determinar que independiente de la adicion de una etapa de extraccion de proteinas, se
obtiene un agar de buena calidad, con valores de fuerza de gel por sobre los 500 [g/cm?] para
muestras con y sin extraccion de ficobiliproteinas.

Finalmente, se logra proponer etapas de mejora y focos de optimizacion para el proceso de
extraccion de ficobiliproteinas y agar.
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6. Recomendaciones y focos de optimizacién

6.1. Extracciény purificacién de ficobiliproteinas

Un parametro importante que considerar previo al inicio del proceso consiste en la limpieza de las
algas, la cual debiese ser mas profunda para eliminar restos de arena y piedras previo a su secado
para su almacenamiento. Con esto se pueden tener resultados exactos de cantidad de la proteina
liberada por gramo de alga seca.

Otro aspecto por considerar es el almacenamiento de las muestras obtenidas para analisis y los
extractos de ficobiliproteinas obtenidos en cada etapa de purificacion, evitando condiciones que
puedan generar una denaturacion de las proteinas, con el proposito de realizar un seguimiento mas
certero de la cantidad de ficobiliproteinas a lo largo del proceso. Las muestras que sean recolectadas
de los distintos analisis pueden ser congeladas para asi evitar la denaturacion de las proteinas.

Para realizar un estudio de la cinética de liberacidn de ficobiliproteinas desde el alga es necesario
mantener una agitacion constante de la muestra, lo que permita facilitar la difusion de las proteinas
al medio.

Se puede realizar un andlisis de la cantidad de ciclos de congelamientos éptimos para la liberacion
de proteinas, que considere los costos de la etapa junto con la cantidad de proteina que se logra
extraer con cada ciclo. Ademas, puede ser evaluada la implementacion de una etapa de sonicacion
posterior a la etapa de congelamiento.

En cuanto a la etapa de precipitacidn con sulfato de amonio, podrian realizarse pruebas reduciendo
el rango de saturacion a utilizar, ya sea desde la cota inferior o superior utilizada o ambas, y probar
si se obtiene una mayor pureza en la etapa de intercambio iénico.

Como se intentd anteriormente en la etapa de intercambio idnico, seria atil realizar una
cromatografia con un gradiente escalonado, aumentando gradualmente el porcentaje de gradiente
utilizado, y determinar si se logra separar ain mas las ficobiliproteinas del resto de compuestos
presentes.

Una forma de separar una ficobiliproteina de otra, y aumentar a la vez el indice de pureza, puede
ser a través de una exclusion por tamafio, procedimiento que ha demostrado ser efectivo en
purificaciones realizadas utilizando otras especies como se muestra en la Tabla 5. Este método
seria eficiente debido a la diferencia de peso que tienen ficoeritrina y ficocianina, siendo cercano a
los 260 y 120 kDa respectivamente.

Finalmente, respecto al analisis de pureza, puede ser util la realizacién de un gel sin denaturacién
de proteinas, tanto de las fracciones obtenidas tras la precipitacion con sulfato de amonio como la
de intercambio idnico, y asi evaluar de acuerdo a los pesos de las proteinas observadas verificar si
resulta mejor realizar en primer lugar la exclusion por tamafio o la cromatografia por intercambio
iénico.

6.2. Extraccion de agar

Durante el proceso de extraccién se perdia material algal que podia ser aporte de agar, quedando
retenido en la gasa utilizada en las etapas de filtracion. Puede buscarse un método o material con
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el cual reducir estas pérdidas y asi aumentar la eficiencia de extraccion de agar, para obtener valores
mas seguros de la cantidad de agar que puede ser extraido.

Ya que uno de los principales objetivos de este trabajo corresponde a determinar si la extraccion
de ficobiliproteinas previo a la extraccion de agar afecta en el rendimiento o calidad de este ultimo,
se pueden realizar ensayos para determinar la presencia de azcares que compongan el agar en la
suspension de ficobiliproteinas obtenido tras su extraccion. Del mismo modo, dado que existe una
debilitacion de la estructura celular del alga producto de las condiciones a las que es expuesta, se
puede realizar un analisis de presencia de estos mismos azlcares en el tratamiento alcalino, y de
ser asi, realizar también un analisis y comparacion con las muestras sin extraccion previa de
ficobiliproteinas.

Otro foco de optimizacion dentro del proceso corresponde a las condiciones en las que se realiza
el tratamiento alcalino, es decir, la concentracién de hidroxido de sodio y el tiempo del proceso,
los cuales impactan directamente en la calidad y el rendimiento del agar segun lo describe la
literatura.

Finalmente, por la posible debilitacion de la estructura celular como fue mencionado anteriormente
durante la extraccion de proteinas, podria realizarse un analisis para comprobar si la etapa de
coccion para la extraccion de agar requiere del mismo tiempo si no se extraen ficobiliproteinas
previamente, ya que si requiriese una menor cantidad de tiempo para solubilizar el contenido
completamente podria evitarse una disminucion en la calidad del agar obtenido.
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8. Anexos

Anexo A.  Secuencia parcial de aminoacidos de Agarophyton chilense en comparacion
con otras especies del género Gracilaria sp.
En la Figura 36 se puede observar la secuencia de amoniacidos que poseen las subunidades a y

de ficoeritrina de distintas especies de algas rojas, y la secuencia de Agarophyton chilense
determinada a partir de mapas de densidad.

Cadena o

1 15 1& 30 31 45 4 60 &1 75
polbo MESVITTTISAADRA GRYPSTSDLOSVOGN IQRARARLEAAFFLG SNHEAVVEEAGDACF SRYGYLENPGEAGEN
seq MESVITTVISZADIA GRFP33SDLE3VQGN IQ ARL7RRTI?LAE 7
den MESVITTVISAADIL GRFP3SSDLE3VQGN IQRASARTLEALFELA S FEYGYLENPGEAGEN
grimo MESVITTTISAADARA GRFPSSSDLESIQGN IQRARARLEARQELS (G WCF ARYSYLENAGERAGDS
porso MESVITTVISAADAL GRFPSNSDLEIIQGN IQRIAARRLEALREFLL 3 WOF RRYRYLENPGERGEN

76 S0 351 105 10& 120 121 135 136 150
polbo QOERINECYRDIDHYM ELINYTLVVGGDGPL DEWGIAGAREVYRTL NLP3AAYIAAFVFTE DRLCIPRDMSAQRAGY
s=q LVNYSLVIGEIGPL DEWGIAGRREVYRTL NLETZIR M3RQLGET
den QERINECYRDIDHYM RLVNY3LVIGETGPL DEWGIAGAREVYRTL NLET3AYIAAFAFTR DRLCEPRDMILAQAGV
grimo PERINKCYRDIDHYM RLINYSLVVGGTGEV DEWGIAGSREVYRAL NLPGIAYIAAFTFTR DRLCVERDMSSQRGV
porso QEREINRKCYRDVDHYM RLVNYDLVVGEETGPL DEWGIAGAREVYRTL NLPT3AYVASIAYTE DRLCOVPRDMSILQLG

151 1le4
polbo EFCTALDYLINSLS
seq Y?T?LDYIINSLS
den YETALDYIINSLS
rimo EFTSALDYVINSLC
porso EFSAYLDYLINALS

] H

1

]

Cadena P
1 1% 1l& 30 31 45 4 g0 &1 75

polbo MLDAFSEVVVNSDSE AAYVSGSDLOALETF INDGNERLDAVNYIV SN33CIVSDAISGMI CENPGLITEPGGNCYT

seq MLDAFSRV??NAD?? 7?2YVGG?DL?Z?R?7? IZ?777RL7A

den MLDAFSRVI DREK SDLOALRTE ISDGNERLDAVNYIV SNS3

grimo MLDAFSRVVVTSDLE SDLOSLESEF INDGNERLDAVNYIV SNAS

porso MLDAFSREVVVNISDLE SDLOATESF IADGNRRLDSVNAIV

VSDAISGMI CENPGLITPGGNCYT
VSDAVIGMI CENPGLIAPGGHCYT
MVSDAVSGMI CENPGLISPGGNCYT

7€ 90 91 105 10¢ 120 121 135 138 150
polbo NREMAACLRDGEIIL RYVSYALLAGDASVL EDRCLNGLEETYIARL GVPTNSTVRAVIIME ARARVCFISNTASQRE
saq VEGAFISNTRASQREK
den NRRMAZACLRDGEIIL RYISYALLAGDSSVL EDRCLNGLEETYIAL GVPTNSTVRAVIIMER AAVGAFISNTASQRK

rimo NREMAACLRDGEIIL RYVSYALLAGD3SVL DDRCLNGLEETYIAL GVPTASSSRAVIIME ATATAFITNTASGRR
porso NREMAACTRDGEIIL —-YVEYALLAGDASVL EDRCLNGLEETYIAL GVPTHNSSIRAVSIME ACAVAFITNTATERE

151 165 1cé€ 177
polbo VEVIEGDCSALASEV ASYCDRVVALVS
saq
den GEVIEGDCSALAREI ASYCDRISARAVS

grimo VEVAAGDCQALQAEA ASYFDEVGS3ID

porso MSFRLGDCTSLASEV ASYFDRVGRAIS

Figura 36: Secuencia aminoacidica determinada para cadenas a y b de R-PE de Agarophyton chilense. Secuencia aminoacidica
parcial (seq) segun mapas de densidad (den). Comparacién con secuencia homélogas de P. boldii (secuencia modelo, polbo); G.
monilis (grimo); P. sordium (porso) mediante alineamiento maltiple. (Cambios conservados destacados en azul y no conservados
en rojo [18].
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Anexo B.  Materiales utilizados en desarrollo de experimentos

O 0O O O O O O OO0 @)

(@]

O O O OO OO OO O0OO0OO0OO0oOO0o0OO0OO0

Agarophyton chilense proveniente de Puerto Montt en formato seco, extraidas en el
mes de junio, afio 2019.

Sulfato de amonio (NH,),S0,, N° CAS 7783-20-2 Merck.

Buffer fosfato salino (PBS) 10x 0,1 M, pH 7. (Detalle de preparacion en Anexo C)
Buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)

Buffer fosfato 0,025 M, 0,5 M NaCl, pH 5,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)
Buffer fosfato 0,025 M, pH 6,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)

Buffer fosfato 0,025 M, 0,5 M NaCl, pH 6,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)
Buffer fosfato 0,025 M pH 7,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)

Buffer fosfato 0,025 M, 0,5 M NaCl, pH 7,5 (Detalle de preparacion en Anexo D)
Monohidrégeno fosfato de disodio dihidratado Na,HPO, x 2H,0, N° CAS 10028-
24-7 Merck.

Dihidrogeno fosfato de sodio monohidratado NaH,PO, x H,0, N° CAS 10049-21-
5 Merck.

Cloruro de sodio NaCl, N° CAS 7647-14-5 Merck.

Membrana de diélisis, de celulosa MWCO 14.000 Sigma-Aldrich (#D-9777).
Filtro para jeringa de CMC 0,22 pum.

Filtro membrana MCE (3 pm, 47mm), MF-MILLIPORE.

Acrilamida Bis-acrilamida 29:1 30 % Winkler Ltda. Chile (BM-0100).
Tetrametilendiamina (TEMED), N° CAS 110-18-1 Applichem.

Persulfato de amonio (PSA) Gibco.

Buffer Tris 1,5 M, pH 8,8 + 0,4 % SDS.

Buffer Tris 0,5 M, pH 6,8 + 0,4 % SDS.

Trisamonimetano (Tris) para anlisis, N° CAS 77-86-1 Applichem Germany.
Buffer de corrida SDS-PAGE 10x (detalle de preparacion en Anexo E).

Glicina, N° CAS 56-40-6Winkler Ltda. Chile.

Azul de Coomasie G-250 para tincion de geles.

Hidrdéxido de sodio NaOH, N° CAS 1310-73-2, Merck.

Acido sulfarico H,S0, para anélisis, N° CAS 7664-93-9, Merck.

Gasa.

Anexo C.  Preparacion buffer fosfato salino 0,1M

Se prepara buffer fosfato salino 10x 0,1M, pH7, para la extraccion de ficobiliproteinas presentes
en Agarophyton chilense.

Para preparar un litro se requiere los siguientes reactivos con sus respectivas cantidades:

10,9 g de Na,HPO,,.
3,29 de NaH,PO,.
90 g de NaCl.
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Primero estos son disueltos en 800 mL de agua desionizada. Luego, se ajusta la solucion a pH 7.
Posteriormente, se la solucion de afora en un matraz de aforo de 1 L con agua desionizada.
Finalmente, el buffer es autoclavado.

Anexo D.  Preparacion de buffer fosfato para etapa de intercambio iénico

Para la etapa de intercambio idnico se realizan pruebas con distintas condiciones de pH de la
muestra y de ambientacién columna, para observar el comportamiento de adhesion que presentan
y determinar asi en qué caso se alcanza el mejor nivel de pureza 'y menor cantidad de pérdidas de
proteina de interés [59].

Para preparar 1 litro de buffer fosfato 0,025 M a pH 5,5 se utilizo:

e 0,327gde Na,HPO,.

e 3,282gde NaH,PO,.
En el caso del buffer con sal, se le adicionan 29,22 g de NaCl para alcanzar un 0,5 M. Luego se
ajusta el pH mediante la adicion de &cido o base segln corresponda.

Para preparar 1 litro de buffer fosfato 0,025 M a pH 6,5 se utilizo:

e 23959gdeNa,HPO,.

e 2217gde NaH,PO,.
En el caso del buffer con sal, se le adicionan 29,22 g de NaCl para alcanzar un 0,5 M. Luego se
ajusta el pH mediante la adicion de acido o base segun corresponda.

Para preparar 1 litro de buffer fosfato 0,025 M a pH 7,5 se utilizo:

e 5054gdeNa,HPO,.

e 0,848gde NaH,PO,.
En el caso del buffer con sal, se le adicionan 29,22 g de NaCl para alcanzar un 0,5 M. Luego se
ajusta el pH mediante la adicion de acido o base segun corresponda.

Anexo E.  Andlisis mediante geles de poliacrilamida y preparacion

La mezcla de proteinas es aplicada en el gel dentro de un pocillo generado por medio de un peine.
Las proteinas se desplazan de acuerdo con su tamafio y su carga mediante un campo eléctrico que
es aplicado en el gel. Se suele afiadir agentes denaturantes, lo que resulta en que se resuelvan las
subunidades de las proteinas de acuerdo con su peso molecular.

Para poder observar el desplazamiento de las proteinas a lo largo del gel se afiade generalmente
azul de Coomassie G-250 para tefiirlas, y se compara el nivel de movimiento midiendo
simultaneamente proteinas marcadoras de peso molecular conocido. La mayoria de los
procedimientos se suelen llevar a cabo a una temperatura de 4 °C con el fin de evitar la
desnaturalizacion o inactivacion de la proteina de interés, en el caso que se realice sin agente
denaturante [39].
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Anexo E.1. Elaboracion gel

A continuacion, se detalla la elaboracion de los geles. Se preparan en primer lugar la solucion que
sera el gel de resolucién con las cantidades que se muestran a continuacion:

Gel de resolucién

e 4,75 mL de acrilamida/bis acrilamida (29:1)

2,375 mL de buffer tris 1,5 M, pH 8,8 + 0,4 % SDS
2,375 mL de H, O destilada

4,75 pl de TEMED

47,5 pl de persulfato de amonio (PSA)

Es importante considerar el orden de adicion de los reactivos, siendo el PSA el penultimo en
agregarse y finalmente el TEMED. Luego la mezcla se homogeniza y se inyecta en la placa para
gel. Se espera durante 30 minutos aproximadamente hasta que gelifique la solucion. Luego se
procede a preparar el gel concentrador, que ira sobre el de resolucién, con las siguientes
concentraciones:

Gel concentrador

0,419 mL de acrilamida/bis acrilamida (29:1)
0,625 mL de buffer tris 0,5 M, pH 6,8 + 0,4 % SDS
1,4375 mL de H,O destilada

3,125 ul de TEMED

18,75 pl de persulfato de amonio (PSA)

Al igual que en el de resolucién, el PSA debe ser agregado antes que el temed, y luego
homogeneizar la solucion. Se inyecta esta sobre el gel de resolucion hasta alcanzar el tope del
VIDRIO, y luego se inserta el peine de 10 pocillos y se espera a que gelifique.

Anexo E.2. Preparacion de gel de corrida 10x SDS

Para preparar un litro de buffer de corrida 10x para correr geles de poliacrilamida en analisis de
pureza de proteinas se requiere de l0s siguientes reactivos con sus respectivas cantidades:

e Tris: 300 ¢
e Glicina: 144 g
e SDS:10g

Se afaden en un vaso precipitado hasta alcanzar 800 mL con agua destilada, agitar hasta disolver,
y finalmente en un matraz de aforo completar el volumen de un litro con agua destilada.

Anexo E.3. Metodologia de electroforesis aplicada

Preparacion de muestras a cargar

Las proteinas de las muestras obtenidas de la cromatografia son denaturadas antes de ser cargadas
en el gel de electroforesis.
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Se preparan 50 pl de muestra de corrida para cada fraccion a analizar. Para esto se mezclan
buffer denaturante y fraccion de proteinas en una proporcion 1:4. La muestra debe alcanzar
un pH neutro.

Las muestras son llevadas a una incubadora a 90 °C durante 10 minutos.

Corrida del gel

Se prepararon geles de 1,5 mL con 10 pocillos y una resolucion del 15 %. (Ver Anexo
E.1iError! No se encuentra el origen de la referencia. para detalle de preparacion).

El gel es insertado en la cAmara de electroforesis, y esta se llena con buffer de carga.

Se quitan los peines del gel y se cargan las 50 pl de muestras de proteinas denaturadas.

Se enciende el equipo y se aplica un voltaje de 150 V por un periodo de 1:30 h.

Tincion del gel

Los geles obtenidos anteriormente son lavados con agua destilada y puestos en recipientes
plasticos.

Se afiade solucidn de tincién hasta quedar completamente cubierto el gel.

Se deja en agitacion, y se monitorea la tincion a lo largo de los dias.

Una vez tefiido se lava con agua destilada.

Anexo E.4. Preparacion de solucion de tincion

Para la preparacion de un litro de solucidn de tincidn se requieren las siguientes concentraciones
peso/volumen en agua destilada de los reactivos que se muestran a continuacion:

Acido fosforico HzP0,: 2 %

Sulfato de amonio (NH,),50,: 10 %
Metanol: 20 %

Coomasie G250: 0,1 %
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Anexo F.  Calculo de concentraciones de liberacion de ficobiliproteinas con
el transcurso de los dias
Se determina la concentracion de ficoeritrina y ficocianina, utilizando el barrido de longitudes de

onda para cada muestra, a partir de la ecuacion de Beer ajustada a los picos que presentan las
muestras en el barrido, cuyos resultados se observan en la Tabla 14

Tabla 14: Valores de concentracion de ficobiliproteinas determinadas a través de los de picos de absorbancia obtenidos para
muestras de liberacion de ficobiliproteinas para distintos dias de suspension.

Dia 1 2 3 4 14 16 22 28 35

A456 0,078 | 0,461 0,555 | 0,908 | 0,977 1,134 1,338 1,948 | 2,301
A495 0,069 | 0,438 | 0,537 | 0,839 | 0,947 1,098 1,354 | 2,037 | 2,439
A560 0,063 0,405 0,512 0,719 | 0,903 1,048 1,3 2,004 | 2,453
A590 0,053 0,342 0,429 | 0,644 | 0,734 | 0,888 | 1,051 1,757 | 2,233
A610 0,053 0,342 0,433 0,623 0,745 0,898 | 1,057 1,763 2,265
A645 0,047 | 0,309 0,387 0,58 0,622 0,781 | 0,888 1,556 | 2,049

Se utilizan las ecuaciones propuestas por Beer para ficobiliproteinas en presencia de
contaminantes, cuyas formulas ajustadas a los picos obtenidos son las siguientes:

mg
PE [W] = [(Aseo — As90) — (Ass6 — Asg0) - 0,2] - 0,12

myg
PC [W] = [(As10 — Asas) — (As90 — Agss) - 0,51] - 0,15

Cuyos resultados de concentracion se muestran en la Tabla 15:

Tabla 15: Cantidad de ficobiliproteinas por gramo de alga seca determinadas para muestras de liberacion de ficobiliproteinas
para distintos dias.

Dia 1 2 3 4 14 16 22 28 35
R-PE [mg/mL] | 0,0006 | 0,0047 | 0,0069 | 0,0027 | 0,0144 | 0,0133 | 0,0230 | 0,0251 | 0,0248
R-PC [mg/mL] | 0,0004 | 0,0024 | 0,0037 | 0,0016 | 0,0099 | 0,0094 | 0,0129 | 0,0157 | 0,0183

Estos valores son modificados para obtener la cantidad de miligramos de proteinas que se obtienen
por gramo de alga seca. EI material correspondiente a 10 g de alga seca se encuentra suspendido
en 200 mL de PBS, obteniendo los valores de la Tabla 8.
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Anexo G.  Crecimiento de microorganismos en medio de extraccion de
ficobiliproteinas

Durante el reposo de la muestra de algas en PBS en la extraccion de ficobiliproteinas se verificé el
crecimiento de microorganismos en las muestras.

Figura 37: Crecimiento de microorganismos en extraccion de ficobiliproteinas. Izquierda: restos de microorganismos en buffer
de extraccion; Centro: pellet blanco tubo derecho con microorganismos; Derecha: placa de Petri con crecimiento de
microorganismos proveniente de pellet obtenido por centrifugacién de muestra de extraccion de ficobiliproteinas.

La muestra en la cual se extrajeron ficobiliproteinas provenientes desde Agarophyton chilense fue
centrifugada, obteniendo un pellet con presencia de microorganismos, lo cual fue determinado la
inoculacion en una placa Petri, verificando el crecimiento de colonias, secuencia que puede ser
observada en la Figura 37. No pudo ser verificado el tipo de microorganismos, o si este provenia
de las algas o de contaminacion del medio en el cual se encontrada. Sin embargo, se veia que el
crecimiento de estos se daba aun cuando permanecia sellado con parafilm la muestra de extraccion.
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Anexo H.  Niveles de ficobiliproteinas de extractos crudos y tras
precipitacion con sulfato de amonio

Se realizd la extraccion de ficobiliproteinas para tres muestras a partir de 20 g de alga seca,

resuspendida en 400 mL de buffer. A continuacion, en la Figura 38 se muestran los resultados de

un barrido de longitudes de onda que se obtiene para las tres muestras distintas luego de realizar
una centrifugacion para eliminar impurezas.

Espectro visible de muestras de extracto crudo de
ficobiliproteinas

1
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Figura 38: Espectro visible para muestras de extracto crudo de ficobiliproteinas.

Luego, se tienen los barridos de longitud de onda tras aplicar un 20 % y 60 % de saturacion de
sulfato de amonio en la Figura 39 y Figura 40 respectivamente.
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Espectro visible de muestras de sobrenadante saturacion 20
% de sulfato de amonio
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Figura 39: Espectro visible para muestras de sobrenadante de saturacién al 20 % con sulfato de amonio para precipitacion de
ficobiliproteinas.

Barrido de longitud de onda de muestras de
sobrenadante saturacion 60 % de sulfato de amonio
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Figura 40: Espectro visible para muestras de sobrenadante de saturacion al 60 % con sulfato de amonio para precipitacion de
ficobiliproteinas.
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Se determina la concentracion de ficoeritrina y ficocianina en muestras de extracto crudo utilizando
la ecuacion de Beer, haciendo los posteriores calculos para determinar la cantidad de miligramos
de ficobiliproteinas obtenidos por gramo de alga seca utilizada, considerando obtencion de 370 mL
de sobrenadante en cada etapa y un total de alga seca utilizada de 20 g, cuyos resultados se muestran
en la Tabla 18.

Tabla 16: Absorbancias de picos en muestras de extracto crudo de ficobiliproteinas.

Muestra 1 2 3
A456 0,363 0,581 0,722
A495 0,391 0,593 0,717
A560 0,376 0,563 0,678
A590 0,300 0,444 0,535
A610 0,322 0,466 0,555
A645 0,232 0,351 0,427

Tabla 17: Concentraciones de ficobiliproteinas de extractos crudos determinada a partir de la ecuacién de Beer utilizando
valores de picos de absorbancia.

Muestra 1 2 3
R-PE [mg/mL] | 0,008 | 0,011 0,013
R-PC [mg/mlL] | 0,008 | 0,010 0,011

Tabla 18: Cantidad de ficobiliproteinas obtenidas en extracto crudo por cantidad de alga seca utilizada para la extraccion.

Muestra 1 2 3
R-PE [mg/g] 0,141 0,203 0,234
R-PC [mg/g] 0,154 0,188 0,202

Por otro lado, se tienen los datos de absorbancia para muestras de sobrenadante tras saturacion al
20 % de sulfato de amonio, a partir de los cuales se realizaron calculos utilizando la ecuacion de
Beer, teniendo en consideracion que en esta se especifica que esta hecha para extractos crudos.

Tabla 19: Absorbancias de picos en muestras de sobrenadante de saturacién al 20 % con sulfato de amonio para precipitacion
de ficobiliproteinas.

Muestra 1 2 3
A456 0,160 0,227 0,290
A495 0,219 0,290 0,347
A560 0,274 0,363 0,410
A590 0,193 0,248 0,292
A610 0,231 0,293 0,337
A645 0,146 0,192 0,230
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Tabla 20: Concentraciones de ficobiliproteinas de sobrenadante de saturacién al 20 % con sulfato de amonio para precipitacion
de ficobiliproteinas determinada a partir de la ecuacion de Beer utilizando valores de picos de absorbancia.

Muestra 1 2 3
R-PE [mg/mlL] | 0,0105 | 0,0143 | 0,0142
R-PC [mg/mL] | 0,0092 | 0,0109 | 0,0113

Tabla 21: Cantidad de ficobiliproteinas obtenidas en sobrenadante de saturacién al 20 % con sulfato de amonio para
precipitacién de ficobiliproteinas por cantidad de alga seca utilizada para la extraccién.

Muestra 1 2 3
R-PE [mg/mlL] 0,195 0,265 0,263
R-PC [mg/mL] 0,169 0,201 0,209

Se puede observar que los resultados de contenido de ficobiliproteinas mostrados en la Tabla 18,
correspondientes al extracto crudo, son menores a los de la Tabla 21, correspondientes al
sobrenadante de saturacion al 20 % con sulfato de amonio, lo cual es incongruente debido a que no
puede haber un aumento de la presencia de esta, por lo que se descarta el uso de la ecuacion de
Beer para muestras que no correspondan al extracto crudo.
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Anexo |. Indice de pureza a lo largo de cromatografias por intercambio
anionico
En las Figura 41, Figura 42, Figura 43, Figura 44 y Figura 45 se muestra el indice de pureza a
lo largo de todo el proceso para cada una de las cromatografias realizadas.

Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina en
cromatografia por intercambio aniénico, Q-Sepharose®,
buffer fosfato 0,025M pH 5,5
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Figura 41: Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina durante cromatografia de intercambio aniénico en columna de 1 mL
de Q-Sepharose®, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5, elucién con gradiente de buffer fosfato con NaCl 0,5 M.
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Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina en
cromatografia por intercambio anionico, DEAE-
Sepharose® Fast Flow, buffer fosfato 0,025M pH 5,5
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Figura 42: Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina durante cromatografia de intercambio aniénico en columna de 1 mL
de DEAE-Sepharose® Fast Flow, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5, elucidn con gradiente de buffer fosfato con NaCl 0,5
M.

Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina en
cromatografia por intercambio aniénico, Q-Sepharose®,
buffer fosfato 0,025M pH 6,5

2,5 3

1,5

0,5

Relacion A560/A280 Ficoeritrina
< P
[62]

Relacion A610/A280 Ficocianina

0 10 20 30 40 50 60
Volumen de elucion [mL]

—e—Ficoeritrina —e—Ficocianina

Figura 43: Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina durante cromatografia de intercambio aniénico en columna de 1 mL
de Q-Sepharose®, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 6,5, elucién con gradiente de buffer fosfato con NaCl 0,5 M.
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Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina en
cromatografia por intercambio aniénico, Q-Sepharose®,
buffer fosfato 0,025M pH 7,5
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Figura 44: Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina durante cromatografia de intercambio aniénico en columna de 1 mL
de Q-Sepharose®, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 7,5, elucién con gradiente de buffer fosfato con NaCl 0,5 M

indice de pureza ficoeritrina y ficocianina en
cromatografia, Q-Sepharose®, buffer fosfato 0,025M pH
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Figura 45: Indice de pureza de ficoeritrina y ficocianina durante cromatografia de intercambio aniénico en columna de 1 mL
de Q-Sepharose®, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 6,5, elucién con gradiente escalonado de buffer fosfato con NaCl 0,5 M.
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Anexo J. Cromatograma de intercambio iénico con elucion en gradiende
escalon

Debido a que la elucion de ficobiliproteinas observaba se encontraba dentro de un amplio rango de
gradiente para las cromatografias aplicando un gradiente de sal lineal, se realiz una cromatografia
utilizando un gradiente escalonado, en base a los picos observados en los cromatogramas de elucién
lineal. Se realiz6 primero una inyeccion de la muestra, seguido de una limpieza. Posteriormente,
se realizaron aplicaciones de gradiente con 20 %, 40 % y 100 % del buffer con NaCl, con 15
volimenes de columna para cada uno, de tal forma de que el pico pudiera descender, eluyendo la

mayor cantidad de proteina posible con casa saturacion. El resultado de esta prueba se muestra en
la Figura 46.

Cromatograma Q-Sepharose®, columna 1 [mL],
Buffer fosfato 0,025 M pH 5,5
Graciente NaCl 0,5 M escalonado
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Figura 46: Cromatografia de intercambio anidnico de muestra de ficobiliproteinas, obtenida tras precipitacion con sulfato de
amonio, en columna de 1 mL de Q-Sepharose®, utilizando buffer fosfato 0,025 M, pH 5,5, elucién con gradiente escalonado de
buffer fosfato con NaCl 0,5 M. Se monitorea absorbancia a 280, 565y 618 nm.
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Anexo K. Resultados SDS-PAGE

En la Tabla 22 se muestran los volimenes de elucién de cada fraccion utilizada en los distintos
carriles de geles de poliacrilamida para cada cromatografia por intercambio anidnico realizada.

Tabla 22: Fracciones (volumen de elucion) utilizada en cada carril de cada gel de poliacrilamida para medicion de pureza de
picos de absorbancia en distintas cromatografias.

Q- Q- Q- Q-Sepharose® SGEE QES e®
Carril Sepharose® Sepharose® Sepharose® pH 5,5 FF
pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5 (gra}dlente DH 5,5
[mL] [mL] [mL] escalon) [mL] [mL]
1 Estandar de pesos moleculares
2 Muestra inyectada
3 4 3 4 4 6
4 5 4 5 5 8
5 23 22 22 22 17
6 24 23 23 23 19
7 25 27 28 28 31
8 29 28 29 29 32
9 37 39 37 36 45
10 38 40 38 37 46

En la Figura 47 y Figura 48 se muestran los resultados tras la electroforesis en los geles de
poliacrilamida para la medicién de pureza de fracciones de cromatografia por intercambio aniénico
en Q-Sepharose® utilizando gradiente de elucion escalonado y DEAE-Sepharose® Fast Flow
utilizando gradiente lineal respectiva, utilizando en ambos casos como buffer fosfato 0,025 M, pH
5,5 como buffer de carga.
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Figura 47: Gel de poliacrilamida para electroforesis de fracciones obtenidas en cromatografia con Q-Sepharose® utilizando
buffer fosfato 0,025M, pH 5,5, y un gradiente escalonado de NeCl. Eje vertical: pesos moleculares de bandas de estandar. Eje
horizontal: fracciones (volimenes de elucién) de cromatografia utilizadas (S: estandar de pesos moleculares; C: muestra de
proteina inyectada).
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Figura 48: Gel de poliacrilamida para electroforesis de fracciones obtenidas en cromatografia con DEAE-Sepharose® Fast
Flow utilizando buffer fosfato 0,025M, pH 5,5, y un gradiente lineal de NaCl. Eje vertical: pesos moleculares de bandas de
estandar. Eje horizontal: fracciones (volimenes de elucién) de cromatografia utilizadas (S: estandar de pesos moleculares; C:
muestra de proteina inyectada).
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Anexo L.  Muestras de extraccion de agar

La extraccion de agar se lleva a cabo en agua a ebullucién, y luego de transcurrido el tiempo
necesario para solubilizar los azucares que lo componen, la solucion se filtra en la prensa que se
observa en la Figura 49, obteniendo el agar que se observa en la Figura 50. Posteriormente, se
Ileva a cabo la etapa secado para conseguir un agar seco como se muestra en la Figura 51.

Figura 49: Prensa utilizada para filtracion de agar.

Figura 50: Izquierda: solucion de extraccion de agar con alga en suspension en agua hirviendo; Centro: Agar filtrado;
Derecha: Agar gelificado posterior a la filtracién.
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Figura 51: Agar seco obtenido tras protocolos de extraccion.
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