Tabla de contenido

R 1110 o L1 o o] o o AU 1
O R 0011 () (o J TSRO UP PP 1
A |V (o) 17 1o [0 ] o SRS 1
1.3, ODJELIVOS ...t bbbt 2

P = - Vo (o I (-] I 4 (-SSR 3
2.1. Propiedades de fiCODIlIProteiNGS .........covieririiiiiiec e 3

2.1.1  Estructura de ficobiliproteinas............cooveeiiiieiiiie e 4
2.1.2  Absorcion de ficobIilIproteinas ...........cocvveiiie i 5
2.1.3  Factores determinantes en la estabilidad y rendimiento de extraccion de
L(0] o] LT o] 0] (=T 1 g SRRSO 7
2.2, Propiedades a8 AQAT ..........coeiieiieie ettt ns 9
2.3.  Meétodos de obtencidn de ficobiliproteinas...........cccoeveiiiii e 11
2.3.1.  Solubilizacion y extraccion de proteinas ..........cccccoeveeiiieeeiiee e 12
A T O T 14 ) ov: Tox o] USROS 15
2.3.3. PUITICACION ..ottt nree e eneas 15
2.3.4.  ANALISIS U8 PUIMBZA.......uvee et ctee ettt e et e et e e eaae e e araeeeenaea e 16
2.4.  Métodos de ObteNCION dE A0 ........ccvcviiieciece et 17
2.4.1  Tratamiento alCaliN0 .........cccvoiiiiiie s 18
2.4.2  Enjuague, reposo Y NEULraliZaCioN .............ccveeeiuieiiiiiee e 20
2.4.3  BIANQUED ...t a e 20
244 COCCION ..ottt ettt ettt et e et e e et e et e s abe e eae e e baeeteeenseenteaereeennas 21
2.4.5  Filtracion, gelificacion y congelamiento............cccoooeieiiieiiiie e 21
T T Vo [0 SRS PRSPRRSPRN 22

3. MaterialeS Y MELOUOS .....ooveeeieiieiieieiee ettt eens 22
3.1, EQUIPOS Y MALEITAIES ....ceieiiiieiciieeie e 22
B0 |V -1 (oo (o1 PSSR 22

3.2.1.  Obtencion de Ficobiliproteings .........cccooveiiieiiieiii e 22
3.2.2. ODEENCION U8 QAT .....teiiieie ittt ettt 25

4, ReSUIAd0S Y QISCUSION ....c.viiiiiiiiieiieieie sttt bbbttt 26

4.1. Extracciony purificacion de ficobiliporteinas..........ccoceveveiiiiniinicieiesese e 26
4.1.1.  Extraccion de ficobiliproteinas en funcién del tiempo de resuspension............... 26



5.
6.

7.
8.

4.1.2.  Estudio preliminar de métodos de extraccion de ficobiliproteinas ..................... 29
4.1.3.  Extraccion y precipitacion con sulfato de amonio ..........ccccccccveevieeeciee e, 32
4.1.4.  INtErcambIiO IONICO ..ccvieieiieiie ittt et snee e 35

4.1.5. Analisis electroforético de pureza de ficobiliproteinas en fracciones de

CrOMALOGIATTA. ... .eeeieiee et et e et e e et e e e e e e sra e e araa e 41
R o q - YoTod (o] I (- Vo T | USSR 44
4.2.1.  Acondicionamiento de parametros de eXtraCCiOn............ccccceevvveeiieeeiieeccveeeennee 44
4.2.2.  Pruebas preliminares de exXtraCCion ............cccveeiiuieeiiieeiiie e 45
4.2.3.  Pruebas definitivas de extraCCion ...........cccooueiieeiieeiie e 45
CONCIUSIONES ...ttt bbb bbb st et ettt nbe b e ene s 47
Recomendaciones y focos de OptimiZaCion ...........cccccveveiieieiie i 49
6.1. Extraccion y purificacion de ficobiliproteinas...........cccoovevieieiiive e 49
I =Yool o] (o [T Vo - T USSR 49
71 o] [ToTo - 1 - VSO USSR 51
AANIEXOS...... ettt b oA e R Rt h e Rt e Re e ARt aRe e e b e e n e n e nneeanes 56
Anexo A.  Secuencia parcial de aminoécidos de Agarophyton chilense en comparacién con
otras especies del género GraCilaria SP. .......cvcveieeiveiiiiee e 56
Anexo B.  Materiales utilizados en desarrollo de experimentos...........ccoccvevvevieeieeviesnene. 57
Anexo C. Preparacion buffer fosfato salino 0,1M ........cccccooeviiiieiiiiceecee e 57
Anexo D.  Preparacion de buffer fosfato para etapa de intercambio i6nico ...................... 58
Anexo E.  Andlisis mediante geles de poliacrilamida y preparacion............cccoccocevveenene. 58
Anexo E.1.  Elaboracion gel ..o s 59
Anexo E.2. Preparacion de gel de corrida 10X SDS........ccooiiiiiiiinienieneseneeeee s 59
Anexo E.3. Metodologia de electroforesis aplicada ...........ccooeoereeieniiniiieieicc e 59
Anexo E.4. Preparacion de solucion de tinCION ..........cccooeiiiiireenenesese s 60

Anexo F. Calculo de concentraciones de liberacion de ficobiliproteinas con el transcurso
[0 [N (o LYo [T TSRO PRRRRR 61

Anexo G.  Crecimiento de microorganismos en medio de extraccion de ficobiliproteinas 62

Anexo H.  Niveles de ficobiliproteinas de extractos crudos y tras precipitacion con sulfato

(0 (=37 T 4o o o RSOSSN 63
Anexo |. Indice de pureza a lo largo de cromatografias por intercambio anionico............. 67
AnexoJ. Cromatograma de intercambio ionico con elucion en gradiende escalon ............ 70
Anexo K. Resultados SDS-PAGE ... 71



Anexo L. Muestras de extraccion de agar



