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Caracterizacion de ficocianinas por resonancia magnética nuclear
Characterization of phycocyanins by nuclear magnetic resonance
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Resumen

La C-ficocianina es una ficobiliproteina soluble en agua que funciona como pigmento fotosintético y se encuentra presente en las
algas verde-azules. Las C-ficocianinas han sido utilizadas como biomarcadores por sus propiedades fluorescentes y por sus
propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras. Existe una necesidad de desarrollar metodologias de extraccién, purificacion y de
conservacion eficientes para su uso en el sector industrial. EI enfoque de espectroscopia de RMN presentado se revela como una
herramienta valiosa para evaluar el nivel de compuestos de bajo peso molecular como las C-ficocianinas.

Palabras clave:
Ficobiliproteina, C-ficocianina, Resonancia magnética nuclear.

Abstract

C-phycocyanin is a water-soluble phycobiliprotein that functions as a photosynthetic pigment and is present in blue-green algae. C-
phycocyanins have been used as biomarkers for their fluorescent properties and for their antioxidant and immunomodulatory
properties. There is a need to develop efficient extraction, purification and conservation methodologies for their use in the industrial
sector. The presented NMR spectroscopy approach proves to be a valuable tool to evaluate the level of low molecular weight
compounds such as C-phycocyanins.
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1. Introduccién ficocianinas han sido utilizadas como biomarcadores por sus

propiedades fluorescentes (Bhat V. B. y col., 2000) y por sus

La C-ficocianina es una ficobiliproteina soluble en agua que
funciona como pigmento fotosintético y se encuentra presente en
las algas verde-azules. Las C-ficocianinas que se extraen de las
cianobacterias, tales como la Spirulina plantesis, son los
principales pigmentos accesorios de la fotosintesis en las
cianobacterias. Se encuentran en asociacion con la superficie
exterior de las laminas fotosintéticas y forman parte del aparato
de captacion de luz del fotosistema Il de luz (Patel, A. y col.,
2005). Las C-ficocianinas estan formadas por dos cadenas
polipeptidicas o y B de pesos moleculares de 17.6 KDa y 18.1
KDa, respectivamente (William V. P. y col., 1978) y unidas por
interacciones no covalentes. También, presenta la absorcion
méaxima a una longitud de onda de 620 nm (Padyana A. K. y
col., 2001) y tiene unidos tres cromoforos ficocianobilina,
mediante enlace tioéter a cisteinas especificas. Las C-

*Autor para la correspondencia: fmartinezv@uttecamac.edu.mx

propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras (Pentén G. y
col., 2011; Ou Y.y col., 2010). Por lo tanto, existe una necesidad
de desarrollar metodologias de extraccion, purificacion y de
concervacion eficientes para su uso en el sector industrial (Llopiz
A. y col,, 2016). Entre las estrategias empleadas para la
purificacion de este pigmento tetrapirrélico se encuentra la
extraccion de las proteinas y posterior ruptura del enlace tioéter,
mediante el que estdn unidas las cadenas polipeptidicas.
Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de extraccion con un
solvente organico y la purificacién basada en la cromatografia en
placa, Bach o columna (Llopiz A. y col, 2016). La
caracterizacion de esta molécula implica  métodos
cromatograficos, espectroscépicos y la determinacion de la
actividad antioxidante (Llopiz A. y col., 2016). La resonancia
magnética nuclear (RMN) es una de las herramientas mas
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poderosas que existen en la actualidad para dilucidar estructuras
moleculares, principalmente moléculas organicas. Esta técnica
de andlisis, se basa en una caracteristica intrinseca de los
nlcleos: sus propiedades magnéticas. La mayoria de los nlcleos
atémicos poseen espin, la cual es una propiedad de las particulas
que componen a los atomos. Al momento de introducir atomos
con espin nuclear a un campo magnético externo, el nicleo se
comporta como un pequefio iman y tiende a orientarse,
preferentemente, a favor del campo magnético. Si se aplica
energia que obligue a los ndcleos a invertir el sentido de su
orientacion con respecto al campo magnético, se dice que el
sistema esta en resonancia. A este fendmeno de excitacion de los
espines nucleares se la conoce como resonancia magnética
nuclear  (Laurella  Sergio, 2017). La espectroscopia
mediante resonancia magnética nuclear de proteinas (usualmente
Ilamada RMN de proteinas) es un campo de la biologia
estructural en el cual se utiliza la espectroscopia RMN para
obtener informacion sobre la estructura y dinamica de
las proteinas. (Kocak, M. 2019). Por lo tanto, con este trabajo se
busca indicar la posibilidad de usar la técnica de RMN para la
identificacion de la C-ficocianina para su posterior uso a nivel
industrial.

2. Metodologia

2.1. Extraccion de C-ficocianina

Las C-ficocianinas se obtuvieron a partir de la biomasa himeda
de Spirulina plantesis. Se realiz6 una homogeneizacion de la
biomasa congelada en presencia de tierra de diatomeas en un
mortero, a una proporcion de 5:1 (g de biomasa: g de tierra
diatoméacea). Posteriormente,la biomasa se sometié a un proceso
de congelacién y descongelacion en dos intervalos de tiempo 24
y 48 h. En el segundo caso (48 h), el proceso de congelacion y
descongelacion se repitié dos veces, con intervalos de 24 h. El
proceso de extraccion de la C-Ficocianina se llevé a cabo
utilizando un solvente organico y otro inorganico como se
describe a continuacion. En la extraccion con solvente organico,
la biomasa himeda se traté con diferentes concentraciones de
acido clorhidrico (2, 4, 6, 8 y 12 M) en la proporcién 5:1 (g de
biomasa: ml de &cido inorganico). En el proceso de extraccion
con solvente inorganico, la biomasa himeda se tratd con acido
acético (1 M) en la proporcion 5:1. Ambos procesos de
extraccion fueron de 24 h a temperatura ambiente (25 °C).
Después del proceso de extraccion, a las muestras se les dio un
tratamiento con lisozima y posteriormente ultrasonico. A la
biomasa se le afiadié lisozima en tampon de fosfato de sodio 0.1
mM (pH 7.0) que contenia una solucion de EDTA de sodio 100
mM, para dar una concentracién final de 100 pg mL™. La
biomasa se incub6 durante 24 h a temperatura ambiente
(Boussiba y Richmond, 1980). En el segundo tratamiento, se
afiadié biomasa a un bafio ultrasénico (50 kHz), con perlas de
vidrio en una proporcidon de 1:1 (g de biomasa: g perlas de
vidrio) durante 40 min (Medeiros y col., 2008).

2.2. Preparacion de la muestra de C-ficocianina

Una muestra de 50 g (Base himeda) de células congeladas se
lis6 con 250 ml de una solucion tampén de fosfato 0.01 M (pH
6.9) mediante la adicion de 10 mg de lisozima. Después de 90
min con agitacion constante, el material se almacené a 6 °C hasta
su uso. Posteriormente, la suspension se centrifugd durante 10
minutos a 15 000 X g en una centrifuga refrigerada Sorvall RC2-
B a 6 °C. Los extractos se llevaron a 25% de saturacion con una
solucion de (NH4),SO4. El precipitado resultante se centrifugo,
se lavé con una solucidn del 25% de saturacion de (NH4),SO, el
liquido sobrenadante y el lavado combinados se llevaron al 45%

de saturacion con una solucion de (NH4).SO,4. La ficocianina
precipitada se centrifugo y el liquido sobrenadante azul palido se
desechd. El precipitado se lavé con (NH.),SO, saturado al 45%,
se descart6 el lavado y el precipitado lavado se disolvié en 100
ml de fosfatos a una concentracion de 0.01 M (pH 6.9). A
continuacion, se repitid la precipitacion al 25% y 45% de
saturacion con una solucién de (NH4),SO.. Se realiz6 una
purificacion adicional mediante cromatografia en columna
(Ecteola-Celulosa), con un volumen de columna de al menos
cuatro veces el volumen de la solucién proteica concentrada. La
solucidn concentrada de ficocianina se coloco en la columna y se
eluyé con tampoén de fosfato. Antes de su uso, la proteina
precipitada se centrifugd, se disolvié en un volumen minimo de
tampon de fosfato 0.01 M (pH 6.9), y se dializé contra tres
cambios de dializado a 6°C. El precipitado final se disolvié en un
volumen minimo de tampén de fosfato 0.01 M (pH 6.9) y se
dializ6 a 6°C realizando mas de tres cambios de la solucidn
tampon (10 veces el volumen de la solucién proteica). A
continuacion, la solucion se dializ6 realizando tres cambios del
tampén correspondiente (pH 7.3) para garantizar que todos los
protones intercambiables fueran sustituidos por deuterio. EI pH
de la solucion tampon, se calculé afiadiendo 0.4 a la lectura
obtenida con un medidor de pH con electrodo de vidrio calibrado
con un tampon estandar en H,O (Rosenberg y col., 1969).

2.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
difusion
En el trabajo de la espectroscopia de resonancia magnética de
difusion se planted el siguiente procedimiento. Se registraron los
espectros en un instrumento Bruker Avance Il de 500-MHz con
TopSpin 2.1 equipado con una sonda de triple resonancia TXI y
en un instrumento Bruker Avance Il de 600-MHz con XWIN-
NMR equipado con una criosonda TXI. Luego, se utilizd el
programa de pulsos p3919gp para obtener datos de RMN 1D 1 H
y el programa de eco estimulado stebpgpl1s19 para los espectros
2D DOSY. También, se utilizé el programa stebpgpls191d y
stebpgplsld para los espectros 1D DOSY con y sin supresion
del disolvente Watergate, respectivamente. Se fijaron anchos
espectrales de 40 ppm para facilitar la correccion automatica de
la linea base. Enla diferencia 1D DOSY, D =100 ms, d =1 ms, y
NS = 1024 fueron los parametros aplicados rutinariamente con
dos espectros recogidos con intensidades de gradiente de GPZ6
= 0% y GPZ6 = 100% (0 y 35 G/cm para los gradientes de forma
utilizados en las secuencias de pulsos) que resultan ser éptimos
en el equipo de 500 MHz.
Los dos espectros DOSY 1D con y sin supresion del disolvente
Watergate se procesaron, se desfasaron y se corrigieron en la
linea base con pardmetros idénticos. La fase de distorsion de los
picos y linea base sesgada cerca de la sefial residual de agua,
especialmente en el espectro GPZ6 = 0%, se redujo aplicando un
filtro digital a costa de perder la intensidad de algunas sefiales
cercanas a la resonancia del agua. Posteriormente, el espectro del
100% se superpuso al espectro correspondiente del 0%. El
espectro del 100% se escal6 aproximadamente en un 100% hasta
que las sefales visibles de las proteinas coincidieron. Luego, se
calcul6 y almacend la diferencia. Los picos positivos en el
espectro de diferencia se asignaron a pequefias moléculas
presentes en la solucién de la proteina. Por Gltimo, se procesaron
los espectros 2D DOSY en las dos dimensiones
correspondientes, los desplazamientos quimicos (d, ppm) en
abscisas y coeficientes de difusion traslacional (D, m? s) en
ordenadas, con el médulo DOSY proporcionado con el software
XWIN-NMR/TopSpin (Ribeiro y col., 2010).
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3. Resultados y discusion

Con el proceso de extraccion planteado, se observd que al
momento de realizar la congelacion y la descongelacion, asi
como el bafio ultrasénico se provocd la salida del material
citoplasmético donde se observa la presencia de
ficobiliproteinas, por lo que este procedimiento permitié separar
las proteinas en estado natural. La presencia del ion sulfato en el
proceso de extraccion permitié alcanzar altas fuerzas idnicas, lo
que hace que las proteinas sean menos solubles y mas estables en
dicha solucién.

A continuacion se presentan los resultados més relevantes en la
estabilidad del la C-ficocianina al ir variando el pH de valores de
3 a 10 (Figura 1). En los dos casos se realizaron las medidas en
un intervalo de pH de 3 a 10 utilizando los siguientes tampones:
tampoén de fosfato sodico 0.1 M a pH 3, 4, 5, 6, 7, 8; tampon
TRIS 0.1 MapH 9; y tampén CHES 0.1 M a pH 10.

La estabilidad de la C-ficocianina depende de la diferencia en el
pH por lo que se podria realizar un seguimiento de la variacion
del color azul de la proteina. En el caso de la fluorescencia se
recogeria el espectro de emision a 636 nm tras excitar a 518 nm.
Se debe mencionar que el microentorno en el que se encuentra el
pigmento determina el maximo de absorcién absoluto.

Absorbancia
W =
Fluorescencia
[
s &
—_—

pH oH

Figura 1. Efecto del pH en la estabilidad de la C-
ficocianinaMedicidn por espectrometria de absorbancia UV
visible (izquierda) y fluorescencia (derecha).

La C-ficocianina presenta una estabilidad mayor a temperaturas
bajas que a temperaturas altas. Cuando la proteina se encuentra a
-20 °C (congelada) y 4 °C presenta una gran estabilidad, ya que
apenas varian sus propiedades con el paso del tiempo
(aproximadamente 168 h); mientras que cuando Se encuentra a
25 °C y 37 °C y pasa el mismo tiempo, pierde totalmente su
fluorescencia. Lo mismo ocurre en el UV-visible, donde los
datos de absorbancia varian de manera andloga a los de
intensidad de fluorescencia (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Variacion de la intensidad de fluorescencia de la C-
ficocianina a 25 °C
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Figura 3. Variacion de la intensidad de fluorescencia de la C-
ficocianina a 37 °C

Las especificaciones para saber el tipo de espectro para la C-
ficocianina y el esperado para una proteina dependeran del
solvente utilizado, tal como puede ser el H,O, HSO, y el
saturado (NH,).SO4. Por lo que se podria estimar un espectro,
teniendo en cuenta la solucion y el tipo, es decir si es para
proteina diferente en comparacion a la C-ficocianina o un
espectro tipo estandar (Simeon, L. M. y col., 2016). En todos los
resultados se registrd un uso casi constante de la precipitacion
solida, es decir, por medio de tampones en sulfato sélido. La
resuspension o la suspension cambian en la electroforesis de las
proteinas, ya que los tampones eran para medios diferentes como
son la digestion (Figura 4), la purificacion y la extraccion. Se
contd con tampones con sulfatos o fosfatos inorgéanicos, para
poder observar las absorbancias esperadas (Figura 5), para
realizarse los calculos en peso molecular o las estimaciones
estandar. Dicho esto, se presentan los espectros obtenidos para
cada caso.
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Figura 4. Condiciones reductoras de la pepsina con
dependencia al tiempo de digestion respecto a las C-
ficocianinas (Simeon, L. M. y col., 2016).
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Figura 5. Espectro de absorcion de C-ficocianinas en cada
paso de la purificacion tras la precipitacion fraccionada con
sulfato de amonio (Patel, A. y col., 2005).
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En el caso que ocurra una contaminacién en cualquiera de los
pasos anteriores, se tendra como resultado un decaimiento en el
factor de separacion como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Fraccion con decaimiento en el factor de
separacion debido a una contaminacién mayor en C-
ficocianinas (Patel, A. y col., 2005).

Los registros de los espectros de diferencia 1D DOSY en
diferentes condiciones y tras afiadirse TRIS se observan en la
Figura 7. Los espectros de diferencia 1D DOSY se registraron
con la secuencia stebpglsld y sin suspensién de disolventes.

E ]
|
" \
W ~
10 8 6 4 2 0
ppm

Figura 7. Espectros de diferencia 1D DOSY en diferentes
condiciones y tras afiadirse TRIS (Ribeiro y col., 2010).

Tambien se obtuvo el registro del espectro de absorcién de la C-
ficocianina en fosfato, el cual arrojo los resultados observados en
la Figura 8.
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Figura 8. El espectro de absorcion de la ficocianobilina en
fosfato 0.01 M (Rosenberg y col., 1969).

Conclusiones

El enfoque de espectroscopia de RMN presentado se revela
como una herramienta valiosa para evaluar el nivel de
compuestos de bajo peso molecular en las preparaciones de
proteinas a las concentraciones que suelen encontrarse en las
fracciones obtenidas por elucién durante la cromatografia de
afinidad. Esta técnica puede ser correctamente aplicada para la
deteccion de C-ficocianinas con interés industrial. Es necesario
profundizar mas en este tema para poder identificar campos de
desarrollo y la obtencién de técnicas novedosas para la
identificacion de proteinas con gran interés industrial.
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