NVESTIGACION Y DESARROLLO TECNOLOGICO

FICOCIANINA

Hoy en dia existen muchos colorantes como aditivos en la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica, asi como en las investigaciones biomédicas y de diagndstico clinico. Los colorantes
se dividen en dos grandes grupos: naturales y sintéticos. El uso de estos Ultimos estd
ampliamente difundido en la industria alimentaria debido a que son solubles en agua,
econdmicos, permiten la combinacidon de colores, son estables y faciles de usar. Sin embargo,
estos colorantes presentan un alto efecto tdxico, alergénico e incluso carcinégeno, por lo que
han obligado a la industria a buscar otras alternativas que mantengan el color de los alimentos.
Por este motivo, actualmente estdn reemplazando los colorantes sintéticos por colorantes de
origen natural (Pigmentos naturales). A pesar de las ventajas que presenta el uso de colorantes
naturales, tanto la cantidad como la gama de colores son escasos en relacién con las necesidades
reales de los tipos de industrias que las requieren. Los colorantes naturales que se obtienen a
partir de organismos vivos se denominan biocolorantes, siendo muy escasos y la mayoria son
poco estables a las condiciones de tratamiento térmico y conservacion. Una de las fuentes mas
importantes son las microalgas, con un gran interés debido a su aplicacién como fuente natural
de pigmentos, lipidos, acidos grasos, proteinas, polisacaridos y compuestos fendlicos. De ellas se
pueden obtener pigmentos naturales, como los que se encuentran en las ficobiliproteinas.

El uso de cualquier colorante natural requiere un conocimiento detallado de su estabilidad, con
el fin de optimizar la produccidn industrial, embalaje y almacenamiento de los productos
coloreados.

La cianobacteria Arthrospira conocida como Espirulina, posee un pigmento de importancia
comercial. Este pigmentos es la Ficocianina, la cual tiene propiedades benéficas para el ser
humano. Estas propiedades son:

Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas son macromoléculas bioldgicas cuya estructura esta formada por un
complejo de proteina y un grupo croméforo. Estos croméforos, denominados ficobilinas, estan
formados por un grupo prostético tetrapirrélico lineal, que en su estado funcional esta enlazado
covalentemente a residuos de cisteina especificos de la proteina. Estas macromoléculas
presentan color, por lo que sus maximos de absorcién se encuentran en la zona visible del
espectro.

Existen varios tipos de ficobiliproteinas con una absorcidn y fluorescencia especifica, que viene
dada por la interaccidn entre las ficobilinas y las cadenas polipeptidicas (cadena a, B vy V)
mediante enlaces covalentes. Las cadenas a, By y pueden formar agregados tales como dimeros,
trimeros o hexdmeros. El estado de agregacién de la ficobiliproteina depende de la fuerza idnica,
del pH, la temperatura, la presencia de agentes desnaturalizantes, composicidon del tampdn y
concentracion de la proteina.

Segln sus propiedades espectroscopicas, las ficobiliproteinas se dividen en cuatro grandes
grupos:
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Ficoeritrinas (PE): con maximos de absorcidon entre 540-570 nm. Presentan un color rojo o
naranja fluorescente. En este grupo se pueden encontrar dos tipos de ficobilinas, la
ficoeritrobilina (PEB) y la ficourobilina (PUB). Tienen dos o tres ficobilinas en la subunidad a vy
tres en la subunidad B.

Ficocianinas (PC): cuyos maximos de absorcién se encuentran entre 610-620 nm. Se caracterizan
por su color azul debido a la ficocianobilina (PCB), su cromdéforo. Tienen un croméforo en la
subunidad a y dos en la subunidad B. La R-Ficocianina es una ficocianina especial que ademas
de PCB posee PEB.

Aloficocianinas (APC): sus maximos de absorcion estan entre 650-655 nm. Poseen un color
purpura y su cromaoforo es la ficocianobilina (PCB). Tienen un PCB en la subunidad a y otro en la
subunidad B.

Ficoeritrocianinas (PEC): con maximos de absorcidn entre 570 y 595 nm. Solamente unas pocas
cianobacterias presentan este grupo. Sus croméforos son PCB y ficobiliviolina (PXB).

Esta clasificacién estd relacionada con el nimero y especies de ficobilinas que contienen en su
estructura. El color y las caracteristicas de absorcidn de estas ficobiliproteinas viene dado por el
tipo de croméforo unido a la proteina y la forma en la que estos se enlazan (Glazer, 1984).

Las ficobiliproteinas se encuentran principalmente en las cianobacterias (conocidas como algas
verdes azuladas) como Espirulina. En estos microorganismos actia como accesorio fotosintético,
es decir, absorben luz en un amplio intervalo de longitud de onda del espectro visible y
transfieren la energia de excitacion, mediante procesos no radiativos, hacia los centros de
reaccion situados en las membranas fotosintéticas donde se convierte en energia quimica.

En el interior de las cianobacterias, las ficobiliproteinas forman agregados moleculares,
denominados ficobilisomas. Estos se encuentran en la superficie de las membranas tilacoidales
y actiian como pigmentos antena que absorben la luz y canalizan la energia de excitacién.

Su estructura esta formada por un nucleo central constituido por tres cilindros. Cada uno de
estos esta comprendido por cuatro discos apilados y seis varillas radiales que parten del nucleo
central, cada una de las cuales estd compuesta por varios discos apilados. El 85 % de estos
ficobilisomas estdn compuestos por ficobiliproteinas, las cuales se organizan en orden a su
maxima absorcidn, es decir, ficoeritrinas en la periferia, ficocianinas en el centro y aloficocianinas
muy cerca de los centros de reaccién en la membrana tilacoidal.

Ficocianina

La ficocianina es uno de los cuatro grandes grupos en los que se dividen las ficobiliproteinas
segln sus propiedades espectroscopicas. Se encuentra como una mezcla compleja de
mondmeros, trimeros, hexdmeros y otros oligdmeros. Su masa molecular varia de 44 a 260 kDa
(Chaiklahan et al, 2012). La masa molecular, la posicién y la intensidad del maximo de absorcién
de la ficocianina dependen del estado de agregacion, que se encuentra influenciado por
parametros tales como el pH de la disolucién, la temperatura, la concentracién de la proteina y
el origen de alga de la que procede.

Se distinguen dos tipos de ficocianinas:
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C-Ficocianina: cuyo croméforo se denomina ficocianobilina (PCB) (C33H38N406), responsable
del color azul que es caracteristico de esta proteina. Este se encuentra tres veces en su
estructura, uno de ellos unido a la cisteina 84 de la cadena a y los otros dos a las cisteinas 84 y
155 de la cadena B. Tiene un maximo de absorcién entre 615-620 nm. La ficocianobilina, es un
compuesto prostético tetrapirrélico lineal unido covalentemente mediante enlaces tioéter a
residuos especificos de cisteina, propios de la cadena polipeptidica de dicha proteina.

Figura 2: Estructura de la ficocianobilina (PCB).

R-Ficocianina: es una ficocianina especial, ya que ademads de la ficocianobilina posee también la
ficoeritrobilina.

Una de las principales fuentes de este tipo de ficobiliproteinas, son las Espirulinas, pudiendo
constituir hasta el 20 % de su peso en seco. Es soluble en agua y se puede extraer facilmente
como un complejo proteina-pigmento. El control del pH y el de la fuerza iénica durante dicha
extraccion junto con los procesos de separacidn y purificacion son cruciales para la estabilidad
de la ficocianina. La degradacién de la ficocianina depende del estado de agregacién de la
proteina, que estd influenciada por pardmetros tales como la luz, la temperatura, el pH y la
concentracion de proteinas.

Entre las diversas aplicaciones que presenta esta proteina destacan las siguientes:

En diversos sectores industriales se utiliza como colorante tanto para alimentos como para
cosmeéticos. Algunos ejemplos son la goma de mascar, los sorbetes de hielo, los refrescos, los
dulces, la barra de labios y los delineadores de ojos.

Como trazadores bioquimicos en inmunoensayo debido a sus propiedades fluorescentes.

Se ha demostrado que tiene propiedades terapéuticas: esta proteina presenta capacidad
anticancerigena, antioxidante y antinflamatoria.

El uso de esta proteina en alimentos y otras aplicaciones es limitado debido a su sensibilidad al
tratamiento térmico, lo que conlleva a la modificacion de su color azul caracteristico. La azida de
sodio (NaN3) y ditiotreitol (C4H1002S2) son comunmente utilizados como conservantes para el
color de la ficocianina para fines analiticos, pero al ser toxicos no se pueden utilizar en el dmbito
alimenticio.

Por lo tanto, CORPOBIOMAR ha desarrollado su protocolo para extraer la Ficocianina de la
Espirulina como un complejo proteina-pigmento, teniendo el control del pH y el de la fuerza
idnica durante extraccion junto con los procesos de separacién y purificacién cruciales para la
estabilidad de la ficocianina. Nuestro proceso utiliza insumos para estabilizar las proteinas, y
estan siendo utilizados ampliamente en la actualidad en la industria alimentaria, asi como en
formulaciones farmacéuticas, y que son aptos para el consumo humano.

Proceso de obtencién de Flcocianina
Extraccion

Para el logro de extraer la mayor cantidad de Ficocianina, a la biomasa de Espirulina se requiere
realizar varias etapas de extraccién y en cantidades pequefias de maximo 2 ml, debido a la
necesidad de conservar la estabilidad de las moléculas.
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Electroporacion

La electroporacidn es una técnica que se utiliza para aumentar la permeabilidad de la membrana
celular a iones y moléculas mediante pulsos cortos de altos campos eléctricos. Por esta técnica
extraemos parte de la Ficocianina, logrando obtener el pigmento en cantidades pequefias de la
biomasa. Posteriormente, la biomasa es deshidratada para realizar el proceso con fluidos
supercriticos por medio del cual se logra extraer el restante de Ficocianina.

Liofilizacion de la muestra

Con este proceso se retira la mayor cantidad de presencia de agua, restando tan solo el 2%, por
medio de la sublimacidn, a presién reducida, de las particulas de hielo que anteriormente ya se
han formado en el congelador. La decisidn de agregar al proceso industrial de Ficocianina de la
etapa de liofilizaciéon, es debido a que durante la deshidratacion no ocurre ninguna
desnaturalizacion del alimento y que a su vez permite la conservacion de aproximadamente un
95% del valor nutricional que la biomasa posee, adicional a ello segln las pruebas realizadas a
nivel laboratorio y los resultados obtenidos, se confirma que, extraer el pigmento de una
muestra sin contenido de humedad, es decir, con previa liofilizaciéon, favorece
proporcionalmente. Para este procedimiento se toman 600 g de Espirulina que previamente
debid estar congelada en una ultra-congelador Evermed a -76.5°C por 24 horas, asegurando la
congelacién completa de la materia prima. Seguidamente esta muestra se lleva a un liofilizador
LABCONCO a una temperatura entre -86 °Cy -55°C, en las bandejas una temperatura constante
de 25°Cy a una presién de vacio de 0.2 mbar durante 31 horas.

Luego de que la muestra salga del proceso se tiene que almacenar en recipientes herméticos y
a bajas temperaturas para evitar la desnaturalizacion.

Molienda

Se realiza un proceso de molienda posterior a la etapa de liofilizacién debido a que la biomasa
al ser liofilizada queda totalmente seca y, por lo tanto, quedan en un estado sélido lo que hace
mas facil la molienda.

Eleccion del solvente

Dentro de la gama de disolventes disponibles se encuentran categorizados por aquellos que son
no polares y polares, para los que se encuentran en la segunda categoria se subdividen en
polares aproticos y polares proticos, es decir, los aproticos se caracterizan por poseer un atomo
de hidrogeno unido directamente a un atomo electronegativo y los aprdticos por al contrario
difieren de esta unidn. Las Ficocianinas son compuestos netamente polares, es decir que para su
correcta extraccion es necesario el uso de un disolvente polar, mas exactamente un polar pdrtico,
debido a que en el momento en el que se encuentren en contacto en una mezcla los radicales
libres de la estructura de la Ficocianina y el al 4tomo —OH, se unirdn formando puentes de
hidrogeno y permitiendo una correcta miscibilidad.

Extraccion con fluidos supercriticos

Es una técnica que permite la separacion de sustancias que estdn disueltas o incluidas dentro de
una matriz, esta basada en el uso de fluidos que se pueden llevar a un estado supercritico, es
decir a condiciones de presidn y temperatura superiores a su punto critico, para modificar su
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poder disolvente. Este fluido presenta propiedades intermedias entre un gas y un liquido, lo cual
beneficia la penetracidn de este en la matriz y, por ende, la miscibilidad con el soluto, el fluido
mas usado en la industria corresponde al diéxido de carbono debido a sus condiciones criticas
termodindmicas que facilitan la extraccién de muchos compuestos termoldabiles, la separacién
con el soluto es muy facil, no posee problemas ambientales, ademas de no ser toxico.

Separacioén

Se realiza la separacion por medio de centrifugado tres veces por cada 2 ml de muestra en cabina
de flujo laminar.
Purificacidn

Cada sobrenadante resultado del proceso de centrifugacion es filtrado por medio de filtro de 40
micras de tamafio de poro, seguido por filtro de 20 micras y finalmente se filtra con filtro de 0,22
micras.



