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Resumen

Se presenta el desarrollo de un proceso prototipo simplificado para la purificación de B-

ficoeritrina (BFE) producida por Porphyridium cruentum explotando el uso de sistemas de dos

fases acuosas (SDFA) y precipitación isoeléctrica. Se realizó la evaluación del comportamiento

de partición de BFE en SDFA con poli-etilen-glicol (PEG)-Sulfato, PEG-Fosfato y PEG-

Dextrano para determinar bajo que condiciones BFE y los contaminantes se podrían concentrar

en fases opuestas. El SDFA con PEG1000-Fosfato permitió, después de precipitación isoeléctrica

a pH 4.0, la recuperación de BFE purificada (definida como una relación de absorbancias de 545

entre 280nm mayor a 4.0) con un valor comercial tan alto como $50 dólares/mg. La etapa de

extracción de SDFA seleccionada (29.5% p/p de PEG1000, de 9.0% p/p de fosfato, relación de

volumen de las fases (Vr) igual a uno, pH de 7.0, concentración del 40% p/p de extracto crudo,

generado por precipitación), permitió recuperar BFE con un rendimiento del 72% y una pureza de

4.1+0.2. La pureza de BFE del extracto original se incrementó 5.9 veces después de las etapas de

precipitación isoeléctrica y SDFA en conjunto. Los resultados de este estudio demuestran los

beneficios de la aplicación práctica de la precipitación isoeléctrica en conjunto con los SDFA

para el desarrollo de un proceso que permita la recuperación y purificación de BFE producida por

Porphyridium cruentum.

Palabras clave: Sistemas de dos fases acuosas, B-ficoeritrina, Porphyridium cruentum,

recuperación de proteínas.
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Capítulo 1. Antecedentes

1.1 Desarrollo de nuevos procesos biotecnológicos para la recuperación y

purificación de colorantes proteicos de origen microbiano

La creciente importancia comercial de colorantes de origen microbiano para ser utilizados en la

industria de alimentos, cosméticos, detergentes y de biología molecular, ha despertado un enorme

interés de las compañías biotecnológicas por el desarrollo de procesos eficientes y de fácil

escalamiento para llevar al mercado estos productos.

El reducido número de protocolos reportados para la recuperación primaria de colorantes

proteicos intracelulares involucran; la liberación del producto de interés mediante métodos

mecánicos y posterior recolección por centrifugación. La suspensión resultante es fraccionada

para purificar el colorante proteico, mediante un número excesivo de operaciones unitarias. El

protocolo completo en la mayoría de los casos es complicado por las multi-etapas

cromatográficas necesarias para obtener la proteína de interés con los niveles de pureza

necesarios. La necesidad de multi-etapas que demandan los protocolos convencionales

f comúnmente resulta en bajos rendimientos y altos costos de procesos (Ranjitha y Kaushik 2005).

Consecuentemente, el escalamiento potencial de este tipo de procedimientos es percibido

negativamente desde el punto de vista económico.
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Para minimizar las desventajas atribuidas a los protocolos de purificación establecidos para

colorantes proteicos, se han propuesto diferentes enfoques. Tales enfoques involucran la

reducción de etapas cromatográfícas (Liu y col. 2005) y el uso de técnicas de recuperación

alternativas, tales como sistemas de dos fases acuosas (Benavides y Rito-Palomares 2005). En

este contexto, el desarrollo de un proceso de recuperación y purificación de B-ficoeritrina, un

colorante proteico presente en la naturaleza (cianobacterias, algas eucariotas, etc.) (Koller y col.

1977, Ritterj col. 1999), representa un caso de estudio muy atractivo.

La complejidad de los protocolos de recuperación y purificación de BFE ha limitado su potencial

de implementación práctica a nivel comercial. Estos procesos se encuentran usualmente

caracterizados por tener un elevado número de operaciones unitarias, bajos rendimientos y

limitaciones para el fácil escalamiento. Intentos previos por purificar BFE han sido

documentados, por ejemplo los protocolos reportados por Bermejo y col. (2002, 2003) que

involucran el uso de cromatografía líquida de intercambio iónico a alta presión o el uso de

cromatografía de absorción en lecho expandido, los cuales dan como resultado maneras efectivas

de purificar BFE a nivel laboratorio (Ver Figuras 1.1 y 1.2). Sin embargo, cuestionamientos

económicos surgen cuando se considera la escala industrial. La cromatografía líquida a alta

presión puede involucrar altos costos de inversión y operación. Consecuentemente, la necesidad

de explorar enfoques alternativos es evidente a fin de recuperar y purificar BFE de una manera

práctica.

2



Fermentación
Porphyridium cruentum

T
Recuperación de

biomasa
T

Ruptura celular

Centrifugación

Filtración

i
Precipitación con

(NH4)2S04

B-ficoeritrina
PurezaAS46/A280>3

45.4% Recuperación

Cromatografía de
intercambio iónico

I Centrifugación
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Capítulo 2. Introducción

2.1 Características y propiedades bioquímicas de B-ficoeritrina

La B-ficoeritrina (BFE) obtenida de Porphyridium cruentum (una microalga unicelular de color

rojo) es una ficobiliproteína coloreada que se produce como pigmento accesorio y se encuentra

embebida en la membrana tilacoidal del sistema fotosintético de esta microalga.

Las ficobiliproteínas son proteínas con grupos prostéticos tetrapirrólicos lineales (bilinas), que se

encuentran unidos mediante enlaces covalentes a residuos de cisteína específicos de las proteínas

(Bermejo^ col. 2002, Berns y MacColl 1989, Ritter^ col. 1999).

Las ficobiliproteínas están ensambladas dentro de una estructura celular organizada, llamada

ficobilisoma. Estos complejos absorben la luz dentro de un rango amplio de longitud de onda

dentro del espectro visible, y transfieren la energía de excitación resultante de la absorción de luz

a los centros de reacción en las membranas fotosintéticas (tilacoides) dentro de los cloroplastos,

para de esta forma generar energía química (Glazer j> col. 1976, Gantt 1980, Glazer 1985, Glazer

1989). Estas proteínas pueden ser encontradas en cianobacterias (algas verde-azules), en algas

eucarióticas monocelulares biflageladas y en rodo fitas (algas rojas o rodofitas).
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La microalga Porphyridium cruentum ha demostrado ser eficiente en la producción de BFE, ya

que se ha encontrado que esta especie produce grandes cantidades de esta proteína (representa

aproximadamente el 1.66 % peso seco del alga). Las proteínas representan el 33% del peso de

Porphyridium cruentum en base seca. La B-ficoeritrina representa el 5% de la proteína total en

esta microalga, mientras que R-ficocianina (otra ficobiliproteína presente en Porphyridium

cruentum) representa solamente el 1% (Bermejo y col. 2002).

La estructura de la B-ficoeritrina corresponde a un heteropolímero formado por 13 subunidades:

6 subunidades a y o subunidades 0, cada una de las cuales tiene un peso molecular aproximado

de 17,500 Da y una subunidad y» con un peso molecular entre 29,000 y 30,000 Da. Su peso

molecular total es de aproximadamente 240,000 Da (MacColl y Guard-Frair 1987).

La B-ficoeritrina muestra tres picos de absorbancia en el espectro visible, con valores de 498, 545

y 563nm, siendo su pico máximo de absorbancia el de 545nm (Bryant 1982). De igual forma, la

BFE muestra dos picos de absorbancia en el espectro ultravioleta uno a 180nm, que corresponde

al pico de absorbancia debido al los enlaces peptídicos de la proteína, y otro a 280nm, debido a la

absorbancia generada por los residuos aromáticos de los aminoácidos fenilalanina, tirosina y

triptófano. La B-ficoeritrina no solo absorbe luz, sino que también la transmite, es decir, presenta

fluorescencia, teniendo esta su pico máximo entre 575 y 578nm aproximadamente (Bryant 1982,

MacColl y Guard-Frair 1978).
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El punto isoeléctrico es aquel valor de pH en el que la carga neta electroquímica de la proteína es

cero, es decir, la proteína tiene el mismo número de cargas positivas y negativas. El punto

isoeléctrico de B-ficoeritrina, producida por Rhodella violácea, es 4.2 (Kollery col. 1977).

La B-ficoertrina es soluble en agua y tiene una gran resistencia al blanqueamiento por contacto

con la luz (Telford y col. 2001). Estas características hacen de la BFE una proteína colorante muy

atractiva y con diversas aplicaciones.

2.2 Importancia y aplicación de B-ficoeritrina

Dentro de las aplicaciones de BFE destacan su aplicación como pigmento en alimentos,

cosméticos, en la industria farmacéutica y como marcador fluorescente (Arad y Yaron 1992,

Ayyagarij col. 1995, Bermejo y col. 2002, Qiuy col. 2004).

Además, una creciente demanda de productos con aplicación en nuevas técnicas de biología

molecular, ha tomado gran auge en los últimos días. Investigaciones recientes han reportado el

uso de B-ficoeritrina especialmente como marcador extracelular en técnicas de citometría de flujo

e inmunoensayos (Telford y col. 2001). Otras aplicaciones de BFE han sido reportadas en

técnicas emergentes de microarreglos proteicos desarrollados para el estudio y expresión de

proteínas (Xu y Bao 2003).
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El valor comercial de BFE altamente pura (definida como una relación de absorbancias a 545 y

280nm mayor a 4.0) ha sido reportado como superior a $50 dólares/mg (Martek Corporation

2005, Haugland 1996). Este elevado valor comercial hace atractivo el intento por desarrollar un

proceso eficiente para la recuperación y purificación de BFE.

2.3 Sistema de dos fases acuosas y precipitación isoeléctrica para la recuperación y

purificación de B-ficoeritrina.

El uso de sistemas de dos fases acuosas (SDFA) ha sido sugerido como una alternativa atractiva

para minimizar o eliminar algunas de las desventajas atribuidas a los protocolos de purificación

de BFE establecidos. La técnica de SDFA ha demostrado tener un enorme potencial para la

recuperación y purificación de compuestos biológicos (Rito-Palomares 2004, Rito-Palomares y

col. 2000a, Rito-Palomares y Lyddiatt 2000, He y col. 2005).

Los sistemas de dos fases acuosas se forman al mezclar dos o más sustancias que en ciertas

concentraciones se vuelven inmiscibles en agua. Existen sistemas de dos fases acuosas polímero-

polímero, los cuales están formados, por dos fases acuosas poliméricas (PEG-Dextrano, PEG-

Polivinil alcohol, etc.). Dentro de los sistemas polímero-polímero, aquellos que utilizan PEG-

Dextrano son los más empleados para la recuperación de proteínas (Rito-Palomares y col. 2001).

Sin embargo, estos sistemas están limitados para ciertas aplicaciones (productos de alto valor)

por los altos costos de polímeros como el dextrano (Rito-Palomares 2004) el cual tiene un precio

que asciende a los $200 dólares por 50g (Sigma Chemicals USA 2006).

8



Existen también sistemas de dos fases acuosas polímero-sal los cuales son el resultado de la

combinación de diversos polímeros (poli-etilen-glicol; PEG, poli-etilen-oxide-sulfide; PEOS,

etc.) y una solución salina (fosfato de potasio, sulfato de sodio, etc.) (Huddleston y col. 1991a,

Albertssonj col. 1990, Hernandez-Mireles y Rito-Palmomares 2006a, 2006b). Debido a su bajo

costo y al corto tiempo de separación, uno de los sistemas de dos fases acuosas más utilizados es

el sistema poli-etilen-glicol•— solución salina (Hustedt.y col. 1985, Kula^ col. 1982).

A pesar de que el mecanismo de formación de las fases en un sistema PEG - sal no se conoce del

todo, se sabe que este está relacionado con el balance de fuerzas entálpicas y entrópicas

involucradas en la hidratación de los solutos. Se cree que la separación de las fases depende del

grado en el cual las asociaciones catiónicas del oxígeno en los monómeros del polietilénglicol

son capaces de sustituir las asociaciones catiónicas del agua. Los factores involucrados en este

fenómeno son el largo de cada cadena de polímero (peso molecular y estructura), así como el

tamaño y la carga de los aniones asociados (Huddleston .y col. 1991a).

Los eventos fisicoquímicos involucrados en la partición de proteínas en los sistemas de dos fases

acuosas no son totalmente entendidos. La preferencia de una proteína por migrar a una fase en

particular depende de varios factores, entre los cuales se encuentran: su peso molecular, su área

superficial, carga electroquímica neta, punto isoeléctrico y contenido de residuos hidrofóbicos de

aminoácidos.
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Sin embargo, no solo las características de la proteína a separar influyen en su comportamiento

de partición, existen parámetros relacionados con los sistemas de dos fases acuosas (longitud de

la línea de corte [LLC], peso molecular de los polímeros, pH, relación de volúmenes [Vr],

temperatura, etc.) que están involucrados en el mecanismo de partición de las proteínas.

La recuperación y purificación parcial de BFE producida por Porphyridium cruentum utilizando

SDFA ha sido reportada anteriormente (Benavides y Rito-Palomares 2004). Sin embargo, el

proceso propuesto para la recuperación primaria de BFE, que involucra el uso de SDFA con poli-

etilen-glicol (PEG) y fosfato después de etapas de ruptura celular, precipitación con sulfato de

amonio y centrifugación, no permitió obtener BFE con alta pureza (pureza mayor a 4.0) y resultó

en BFE parcialmente purificada (pureza igual a 2.9) (Benavides y Rito-Palomares 2004). Como

consecuencia, es evidente la necesidad de estrategias adicionales para incrementar la pureza de la

proteína de interés.

En el presente trabajo se utilizó una técnica de precipitación isoeléctrica posterior a la etapa de

ruptura celular y previa a la extracción por SDFA con el objetivo de remover posibles

contaminantes en el extracto crudo de BFE. Uno de los métodos más sencillos para la

precipitación de una proteína con el objetivo de purificarla es mediante el ajuste del pH de la

solución a un punto cercano o igual al punto isoeléctrico (Harris y Angal 1994).

La precipitación isoeléctrica es una técnica bien establecida, fácil de implementar a gran escala y

atractiva para recuperar sin dañar la estabilidad de compuestos biológicos (Glatz 1990).
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Esta técnica explota la agregación y precipitación de las proteínas cuando se encuentran en su

punto isoeléctrico. El punto isoeléctrico es característico de cada proteína.

Los residuos de algunos de los aminoácidos que forman parte de las proteínas se protonan y

desprotonan dependiendo del pH en que se encuentran, adquiriendo de esta forma una carga

electroquímica característica. El punto isoeléctrico es aquel valor de pH en el que la carga neta

electroquímica de la proteína es cero, es decir, la protfína tiene el mismo número de cargas

positivas y negativas. En el valor de pH correspondiente al punto isoeléctrico, la proteína tiende a

precipitar ya que al tener carga electroquímica nula, no existen repulsiones electroestáticas que

impidan la aglomeración de las proteínas (Stryer 1992).
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2.4 Objetivo de la investigación

En este trabajo, se examinó el uso de SDFA formados con PEG-Sulfato, PEG-Dextrano y PEG-

Fosfato para definir etapas de extracción que permitan recuperar y purificar BFE a partir de

Phorphyridium cruentum. Adicionalmente, se evaluó el uso de precipitación isoeléctrica después

de ruptura celular para aumentar la pureza de BFE proveniente del extracto crudo y aumentar la

eficiencia de las etapas de extracción subsecuentes utilizando SDFA. La precipitación isoeléctrica

en conjunto con SDFA fueron evaluadas a fin de establecer un proceso para obtener BFE

purificada (pureza mayor a 4.0) a partir de extracto celular de Porphyridium cruentum.

2.5 Hipótesis de la investigación

La recuperación y purificación de B-ficoeritrina mediante sistemas PEG-Fosfato, PEG-Sulfato y

PEG-Dextrano, en conjunto con la precipitación isoeléctrica previa al SDFA, dará como

resultado un proceso para la obtención de B-ficoeritrina purificada (pureza mayor a 4.0 definida

como la relación de absorbancias a Abs545nm / Abs280mn).
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Capítulo 3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos

Los experimentos con sistemas de dos fases acuosas se prepararon utilizando soluciones estándar

de poli-etilen-glicol (PEG, Sigma Chemicals USA) de peso molecular nominal de 1000 y 1450

g/mol y dextrano de peso molecular nominal 40,000, 70,000 y 500,000 g/mol, (Dextrano, Sigma

Chemicals USA) todas preparadas al 80% (p/p) en agua bidestilada. Las soluciones salinas

fueron preparadas utilizando fosfato de potasio monobásico (KF^PC^), fosfato de potasio

dibásico (KiHPCu) y sulfato de sodio anhidro (Na2SC»4) (Sigma Chemicals USA).

La solución estándar de fosfatos al 40% (p/p) utilizada para los SDFA se preparó en una relación

7:18 con fosfato monobásico y dibásico, respectivamente. Para preparar lOOg de esta solución se
•

pesaron 11.2g de fosfato monobásico, 28.8g de fosfato dibásico y se disolvieron en 60g de agua

bidestilada. Esta solución se mezcló con un agitador magnético de pastilla hasta obtener una

solución homogénea y totalmente cristalina. Finalmente, se ajustó el pH a 7 con una solución de

ácido ortofosfórico (45.6 N) o hidróxido de potasio (1N) según fue necesario.
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Las soluciones estándar de sulfatos se prepararon con sulfato de sodio anhidro al 30% (p/p^ en

agua bidestilada. La disolución de los compuestos se realizó de la misma manera antes señalada

para la solución estándar de fosfatos. El pH de la solución fue ajustado a 7, 6, 5 y 4 con ácido

sulfúrico (5N) y como resultado se obtuvieron cuatro soluciones estándar de sulfato. El pH inicial

de los SDFA esta en función del pH de la solución salina utilizada (Benavides y Rito Palomares

2004).

3.1.2 Material biológico

Durante la presente investigación se trabajó con una cepa axénica de Porphyridium cmentum

(CDBB-A-001002 IPN) adquirida en el CINVESTAV (Centro de Investigación y de Estudios

Avanzados). La cepa fue recibida en un tubo de ensayo de vidrio de 15mL en medio líquido y

cultivada en el medio sugerido (Sección 3.3.2) durante 7 meses previos al inicio de esta

investigación.
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3.2 Técnicas analíticas

3.2.1 Cuantíficación de proteína total mediante el método de Bradford

La cuantificación de proteína total se llevo acabo utilizando el método de Bradford (1976). El

método está basado en la unión del colorante azul brillante (Coomasie G-250) a los residuos

básicos (principalmente arginina) y aromáticos de las proteínas, dando como resultado un

complejo coloreado que tiene un pico máximo de absorbencia a una longitud de onda de 595 nm.

Es en esta longitud de onda (595nm) en donde se realizan las lecturas de absorbencia para

determinar la concentración de proteína total.

Para la determinación de proteína se agregaron 1.5 mL del reactivo de Bradford (Bradford

reagent B6916, Sigma Chemicals USA) a 50 uL de la solución problema. La muestra fue agitada

por inversión y se dejó reposar durante 10 minutos de acuerdo a las instrucciones proporcionadas

por el proveedor (Sigma Chemicals USA). Todos los ensayos se llevaron acabo por triplicado a

temperatura ambiente (22-25°C).

Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 595nm en un espectrofotómetro de luz

ultravioleta-visible (Beckman DU650, Beckman Instruments USA). Para la determinación de

proteína total se construyó una curva de calibración utilizando como proteína estándar albúmina

bovina (BSA, B4287, Sigma Chemicals USA) preparada en soluciones de concentración

conocida (0.1- 1.2mg/mL).
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3.2.2 Determinación de la concentración de B-ficoeritrina

La concentración de B-ficoeritrina fue estimada de acuerdo al método espectrofotométrico

previamente reportado para la cuantificación de esta proteína (Bermejo y col. 2002, Benavides y

Rito Palomares 2004). Este método utiliza un sistema de ecuaciones simultaneas (Ec. 3.1, Ec. 3.2

y Ec. 3.3) desarrollado por Bennet y Bogorad (1973) el cual, mediante relaciones de absorbancia

a diferentes longitudes de onda (565, 620 y 650nm) estima la concentración de BFE y otras

ficobiliproteinas (APC; aloficocianina, RPC; R-ficocianina) presentes en la muestra.

nn^./ / rx (OD«20»m - 0. SODóSOiim) Ec 3 1RPC(mglmL)= '0-i

APC(mglmL) =

BFE(mglmL) =

7.38
(ODóOOnm - Q.l9OD620nm) EC. 3.2

5Í65
(OD5565™ - 2.8[&PC] - l.34[APC]) Ec. 3.3

12.7

El fundamento de estas ecuaciones se basa en el coeficiente de extinción constante que estas

ficobiliproteinas (RPC, APC y BFE) presentan en longitudes de onda de 565, 620 y 650, al

encontrarse dentro de un rango de densidad óptica (OD) de 0.05-1.0 (Bennet y Bogorad 1973).

Para las lecturas de absorbancia a 565, 620 y 650nm, se utilizó un espectrofotómetro de luz

ultravioleta-visible (Beckman DU650, Beckman Instruments USA) con celdas de cuarzo (Micro

Cell 8mm; Beckman Instruments USA).

Las lecturas se realizaron a temperatura ambiente (22-25°C). El porcentaje de recuperación de

BFE se determinó relativo a la concentración de dicha proteína en el extracto crudo o clarificado

alimentado al sistema.
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3.2.3. Determinación de pureza de B-ficoeritrina mediante la relación de absorbancias

(AbS545lml / AbS280iun)

La B-ficoeritrina exhibe tres picos de absorbancia en el espectro visible a 498, 545 y 563nm,

siendo su pico máximo el de 545nm. De igual manera, esta proteína tiene dos picos de

absorbancia en el espectro ultravioleta uno a 180nm debido a sus enlaces peptídicos y otro a

280nm debido a los residuos aromáticos (tirosina, triptófano y fenilalanina) en su estructura

(Bryant 1982).

El método utilizado determina la pureza de B-ficoeritrina mediante la relación de absorbancias en

la longitud de onda donde ésta proteína muestra su absorbancia máxima (545nm) y la longitud de

onda en la cual todas las proteínas, debido a los residuos de los aminoácidos aromáticos,

absorben luz ultravioleta (280nm). Consecuentemente, la pureza de la B-ficoeritrina (BFE) se

determinó utilizando la relación de absorbancias (Abs545mn / Absigonm) como se ha descrito

previamente (Bermejo y col. 2002, Benavides y Rito Palomares 2004).

Se ha reportado que una relación de Absorbancia 545nm / Absorbancia 280nm (en lo posterior

representada como Abs545nm / Abs280nm) superior a 4.0 clasifica a la BFE como producto

comercial altamente purificado (> 95% de pureza) (Benavides y Rito-Palomares 2004, Prozyme

2003). Las lecturas de absorbancia a 280 y 545nm fueron realizadas en un espectrofotómetro

ultravioleta-visible (Beckman DU650, Beckman Instruments USA) con celdas de cuarzo (Micro

Cell 8mm; Beckman Instruments USA) a temperatura ambiente (22-25°C).
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3.3 Fermentación de Porphyridium cruentum

Para la fermentación de Porphyridium cruentum se utilizó el protocolo recomendado por el

proveedor de la cepa (CINVESTAV), el cual fue implementado por Benavides (2004) en el

Laboratorio de Biotecnología del ITESM. El medio de cultivo utilizado para la fermentación fue

el medio Algal (MA) preparado en agua de mar artificial (sección 3.3.1) como se describe en la

sección 3.3.2.

3.3.1 Composición del agua de mar artificial

El agua de mar artificial se preparó de acuerdo a la especificación estándar para agua de mar

artificial de la ASTM (American Society for Testing Materials, ASTM Designación DI 141-

75,1975).

El cloruro de estroncio (SrCh), el fluoruro de sodio (NaF) y los demás elementos traza, fueron

omitidos. En la tabla 3.1 se muestra la composición detallada de los compuestos utilizados así

como la cantidad utilizada para preparar un litro de agua de mar artificial.

Todos los compuestos fueron pesados en una balanza analítica (OHAUS USA). Posteriormente,

se agregó el agua bidestilada correspondiente a la cantidad de solución deseada y se mezcló

mediante el uso de un agitador magnético de pastilla hasta obtener una solución homogénea.
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3.3.2 Composición del medio de cultivo Algal (MA)

En la tabla 3.2 se describen los compuestos y las cantidades utilizadas para la preparación del

medio de cultivo Algal (MA) (Fábregas y col. 1984), el cual fue preparado utilizando agua de

mar artificial (sección 3.3.1). Todos los compuestos se pesaron en una balanza analítica (OHAUS

USA) y fueron disueltos en la cantidad de agua de mar artificial correspondiente.

Posteriormente, esta solución se mezcló a temperatura ambiente (22-25°C) utilizando un agitador

magnético de pastilla hasta lograr una solución homogénea. El pH del medio de cultivo fue

ajustado a 7.6 con ácido clorhídrico (1N) o hidróxido de sodio (1N) según fue necesario y

posteriormente fue esterilizado en una autoclave de 15 L (Electric Pressure, Steam Sterilizer

Model N°25X) a 15 psi durante 20 minutos.
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3.3.3 Condiciones de cultivo

Porphyridium cruentum fue cultivado en un sistema de fermentación de un solo lote. Para ello, se

utilizó el medio MA en matraces Erlenmeyer con un volumen de 1.0 L y a temperatura ambiente

(22-25°C). El cultivo fue sometido a aireación mediante el uso de una bomba para aire

ELITE799 (Hagen USA) de 115 Volts y con un flujo volumétrico aproximado de 9.63 cm3/seg.

El inoculo de Phorphyridum cruentum utilizado para iniciar la fermentación se encontraba en el

medio de cultivo antes descrito (sección 3.3.2) y su volumen fue de lOOmL (1.8g de biomasa

húmeda) por cada litro de medio de cultivo a fermentar.

Una vez esterilizado el medio de cultivo, se inoculó Porphyridium cruentum en condiciones de

esterilidad (campana de flujo laminar The Baker Company, Inc. Sterilchem Gard 4TX).

Las células se cultivaron durante 30 días bajo las condiciones antes descritas y siguiendo el

protocolo sugerido en investigaciones previas (Benavides y Rito-Palomares 2004). Al terminar la

fermentación se recuperaron 25g de biomasa húmeda por cada litro de caldo de fermentación.
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Tabla 3.1 Composición del agua de mar artificial utilizada para la preparación del

medio de cultivo Algal (MA) para Porphyndlum cruentum.

Nombre del Compuesto*

Cloruro de sodio

Cloruro de magnesio

Sulfato de sodio

Cloruro de calcio

Cloruro de potasio

Bicarbonato de sodio

Bromuro de potasio

Acido bórico

Fórmula

NaCl

MgCl2

Na2SO4

CaCl2

KC1

NaHCOs

KBr

H3BO3

Concentración
(g/L)

24.53

5.20

4.09

1.16

0.70

0.20

0.10

0.03

cultivo fueron de grado reactivo.
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Tabla 3.2 Composición del medio de cultivo utilizado para la fermentación de
Porphyridium cruentum.

Nombre del Compuesto* Fórmula
Concentración

(mg/L)

Nitrato de sodio

Fosfato de sodio
monobásico

Cloruro de zinc

Cloruro manganeso

Molibdato de sodio

Cloruro de cobalto

Sulfato de cobre

EDTA sal disódica

Citrato de fierro

NaNO3

NaH2PO4

ZnCl2
MnCl2

Na2MoC»4

CoCl2
CuSCU

Na2Ci0Hi4N2O8

Fe3(C6H507)2

170.00

13.80

0.14

0.20

0.24

0.01

0.03

9.90

4.50

*E1 medio de cultivo fue preparado en agua de mar artificial (sección

3.3.1). Todos los compuestos utilizados para la preparación del medio de

cultivo fueron de grado reactivo.
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3.4 Ruptura celular de Phorphyridium c*uentum por sonicación

La biomasa proveniente de la etapa de fermentación fue recuperada mediante centrifugación a

2300 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se removió por decantación. La biomasa recuperada

(25g de biomasa húmeda/L de fermentación) se utilizó para preparar un extracto concentrado al

20% (p/v) de biomasa húmeda en agua bidestilada. El extracto se colocó en un tubo de ensayo de

vidrio de 50mL de capacidad.

El extracto concentrado de biomasa fue sometido a ruptura celular en un sonicador Branson

1510-MTH de 115 Volts (Bransonic, Ultrasonic Instruments) durante 12 minutos por cada gramo

de biomasa húmeda siguiendo el protocolo reportado por Benavides y Rito-Palomares (2005). La

temperatura del agua bidestilada utilizada en el tanque del sonicador se mantuvo constante a 4°C

mediante la adición directa de hielo molido al tanque del sonicador.

El homogenizado resultante de la etapa de sonicación (incluyendo restos celulares) se le llamó

"extracto crudo". El sobrenadante resultante de someter a centrifugación a 2300 x g durante 5

minutos el extracto crudo, se le llamó "extracto clarificado".

25



3.5 Precipitación isoeléctrica escalonada

La precipitación isoeléctrica aplicada al extracto crudo de B-ficoeritrina obtenido de la ruptura

celular de Porphyridium cruentum se realizó siguiendo el protocolo descrito por Zaman y col.

(1999).

El pH del extracto crudo y de la soluciones fue determinado mediante el uso de un potenciómetro

digital (Beckman Instruments USA). Para iniciar la precipitación se partió de lOOmL de extracto

crudo con un valor de pH de 6.9. Posteriormente, mediante la adición de HC1 0.1M, se ajustó el

pH del extracto y se tomaron muestras de l.OmL en un rango de pH de 6.9 a 1.5.

Todas las soluciones obtenidas fueron centrifugadas a 2300 x g durante 3 minutos. El

sobrenadante resultante fue recuperado por decantación y el precipitado fue resuspendido en su

volumen original (l.OmL) con una solución amortiguadora de fosfatos. Para preparar la solución

amortiguadora de fosfatos se pesaron 15.67g de fosfato de potasio dibásico y 1.36g de fosfato de

potasio monobásico para después ser mezclados y aforados a 1.0 L con agua bidestilada. El pH

de la solución amortiguadora fue ajustado a 7.0 mediante la adición de acido ortofosfórico al

45.6N. Cada una de las muestras fue caracterizada mediante la determinación de pureza,

concentración y porcentaje de recuperación de B-ficoeritrina mediante los métodos antes

descritos (sección 3.2.3 y 3.2.2 respectivamente). Los resultados reportados en este trabajo

representan el promedio de tres experimentos independientes y el error estándar fue estimado en

un máximo de +10% del promedio.
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3.6 Construcción de Sistemas de dos fases acuosas para la recuperación de B-

ficoeritrina

Para la construcción de los sistemas de dos fases acuosas, se pesaron las soluciones estándar

(PEG, dextrano, sulfato de sodio o fosfato de potasio y extracto crudo de B-ficoeritrina) a las

composiciones definidas (Ver tabla 3.4) para cada sistema y se agitaron por 10 minutos hasta

lograr la mezcla total de los compuestos. Cuando fue necesario se ajustó el pH mediante la

adición de ácido ortofosfórico (45.6N) o hidróxido de potasio (1N). La separación de las fases se

logró mediante centrifugación a 2000 x g por 10 minutos en una microcentrííuga para tubos

Eppendorf (Microcentrifuge, Eppendorf) o en una centrifuga (Ultra-Turrax, KA Works, Inc.)

para tubos de 15mL. Los volúmenes de las fases superior e inferior fueron estimados por

observación visual utilizando tubos graduados de 1.8mL y lOmL. Posteriormente se estimó la

relación de volumen de las fases (Vr, definida como el volumen de la fase superior dividido por

el volumen de la fase inferior).

A fin de realizar los análisis necesarios, se extrajeron muestras de las fases. La pureza de B-

ficoeritrina se estimó mediante la relación de absorbancias (Abs545mn / Absigonm)- La

cuantificación de B-ficoeritrina se determinó mediante el sistema de ecuaciones descrito en la

ección 3.2.2.
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La recuperación de BFE de la fase superior se estimó como la cantidad de B-ficoeritrina presente

en la fase (volumen de la fase por concentración de B-ficoeritrina en la fase) y se expresó relativa

a la cantidad original (mg) de B-ficoeritrina alimentada al sistema de dos fases acuosas. Los

resultados reportados en este trabajo representan el promedio de tres experimentos

independientes y el error estándar fue estimado en un máximo de +10% del promedio.
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Tabla 3.3 Composiciones de los sistemas de dos fases acuosas seleccionados para

evaluar el efecto de partición sobre la pureza y porcentaje de recuperación

de B-ficoerítrina.

Sistema

I

n
m
IV

V

VI

vn
vm

Fase superior

PEG1450

PEG1000

PEG1000

PEG1450

PEG1450

PEG1450

PEG1450

PEG1450

Concentración
dePEG

% (p/p)

18.3

29.5

18.0

12.0

10.0

10.0

12.0

14.0

Fase inferior

Sulfato

Fosfato

Fosfato

Dextrano 40

Dextrano 70

Dextrano 500

Dextrano 500

Dextrano 500

Concentración
de Dextrano o

Sal

% (p/p)

11.0

9.0

15.0

12.0

13.0

13.0

12.0

11.0

Vr

1.0

1.0

1.5

1.6

1.0

1.0

1.6

2.5
El uso de PEG145O y PEG100 representa el peso molecular nominal del poli-etilen-glicol; 1000 y 1450

(g/mol) respectivamente. De igual manera, 40, 70 y 500 representa el peso molecular nominal del dextrano;

40,000, 70,000, 500,000 (g/mol). Los sistemas comprendidos PEG-Sulfato tuvieron una base másica fija de

lOg y se prepararon en tubos de plástico cónicos de 15 mL. El pH los sistemas PEG-Sulfato se varió (7.0,

6.0, 5.0 y 4.0) utilizando las soluciones de sulfato descritas en la sección 3.1.1. Los sistemas PEG-Dextrano

y PEG-Fosfato se prepararon con una base másica fija de 1.5g en tubos eppendorf de 1.8mL y se agitaron

bajo las mismas condiciones descritas para los sistemas PEG-Suflato. El pH de los sistemas PEG-Dextrano

y PEG-Fosfato se ajustó a 7.0 mediante la adición de ácido ortofosfórico (45.6N) o hidróxido de potasio

(IN) según fue necesario. La relación de volúmenes (Vr) definida como el volumen de fase superior entre el

volumen de fase inferior, se determinó en SDFA sin material biológico y utilizando tubos de plástico

graduados.
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3.7 Electroforesis SDS-PAGE

Con la finalidad de determinar el peso molecular de los contaminantes removidos a través del

proceso de extracción y purificación de B-ficoeritrina, así como para comprobar la presencia de

éstos en las muestras purificadas, se utilizó electroforesis desnaturalizante discontinua en geles

de poliacrilamida (PAGE; polyacrilamide gel electrophoresis) con dodecil sulfato de sodio (SDS;

sodium dodecyl sulfate).

La electroforesis en geles de poliacrilamida es un método analítico que permite caracterizar la

pureza de las proteínas además de ser utilizado como método de monitoreo en los procesos de

purificación e identificación de contaminantes (Harris y Angal 1994). Este método utiliza como

fundamento la movilidad que exhiben algunas moléculas cargadas al ser expuestas a un campo

eléctrico.

Las proteínas por naturaleza y fuera de su punto isoeléctrico, están cargadas negativa o

positivamente dependiendo de la solución en la cual estén contenidas. Esta característica las

vuelve atractivas para ser separadas mediante la técnica de electroforesis (Harris y Angal 1994).

La velocidad de migración de las proteínas dependerá del tamaño o peso molecular de las

mismas (Laemmli 1970). Las moléculas más pequeñas se desplazan fácilmente a través de los

poros del gel, mientras que las moléculas más grandes se desplazan con mayor dificultad,

oponiendo mayor resistencia y desplazándose a menor velocidad.
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Una vez que se tiene las proteínas distribuidas en el gel, estas son teñidas con agentes colorantes

como el azul coomasie para poder ser identificadas de manera visual. La desnaturalización de las

proteínas con calor en presencia de agentes detergentes aniónicos como el SDS y agentes tioles

(mercaptoetanol) permite que la mayoría de los polipéptidos se unan al SDS a una relación de

peso constante, tal que puedan exhibir densidades de cargas idénticas que les permiten migrar en

los geles de poliacrilamida de acuerdo a su tamaño. Bajo estas condiciones, se puede obtener una

relación lineal entre el logaritmo del peso molecular de los polipéptidos y su movilidad relativa

(Hames y Rickwood 1982).

Preparación y composición de geles

La electroforesis se llevó acabo en una cámara de electroforesis vertical (Miniprotean HI; BioRad

USA). Para la preparación de los geles fueron seguidos los protocolos y metodologías

proporcionadas con el equipo de electroforesis utilizado (Miniprotean ffl; BioRad USA). En la

Tabla 3.5 se muestran las composiciones utilizadas para preparar el gel de corrida y el

concentrador. Primero se preparó el gel de corrida, se pipeteó entre los vidrios de la cámara y se

dejó polimerizar. Después de 30 minutos y una vez que el gel de corrida polimerizó, se prosiguió

a preparar el gel concentrador. Para ello se siguió el mismo procedimiento antes mencionado con

el gel de corrida a diferencia que al final de pipetear entre los vidrios, se colocaron los carriles

que sirvieron de guía para cargar las muestras. El gel de corrida ocupó 2/3 partes de el área total

del gel mientras que el gel concentrador solo ocupó 1/3 del área total del gel.
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Preparación de muestras para geles

Para el acondicionamiento de las muestras se preparó la solución amortiguadora de la muestras

con la composición descrita en la Tabla 3.6. Todos los reactivos junto con el agua deionizada

fueron mezclados a excepción del mercaptoetanol. Posteriormente, se tomaron 50uL de

mercaptoetanol y se disolvieron en 950uL de la solución amortiguadora previamente preparada.

La solución resultante fue utilizada para disolver cada una de las muestras provenientes de las

diferentes etapas de extracción y purificación a una relación 1:1. Finalmente, las soluciones

fueron calentadas en baño María a 95 °C durante 4 minutos y cargadas en cada uno de los pozos

de los geles.

Las muestras utilizadas para correr el gel, fueron aquellas soluciones resultantes de cada una de

las etapas del proceso de extracción y recuperación propuesto durante la presente investigación

(Ver Sección 4.3)

El estándar de pesos moleculares utilizado (161-0374; BioRad USA) tenía un rango de pesos

moleculares de 10 a 250 kDa y fue cargado directamente en el gel en el carril A. El estándar de

B-ficoeritrina (Prozyme; PB70262006) fue cargado en el carril B.
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Tabla 3.4 Componentes utilizados para preparar lOmL de monómero utilizado para los

geles de poliacrilamida.

Nombre del

compuesto

Cantidades

Gel de corrida Gel concentrador

Acrilamida/Bis acrilamida (30%)

1.5MTris-HClpH8

0.5MTris-HClpH6.8

Agua deionizada

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (p/v)

Persulfato de Amonio (APS) al 10% (p/v)

TEMDED

4.7mL

2.5mL

—
2.7mL

O.lmL

LOmL

10 uL

1.3mL

—
2.5mL

6.1mL

O.lmL

l.OmL

10 uL

La acrilamida /bis al 30% fue obtenida mezclando 87.6g de acrilamida y 2.4g de N'N'-bis-metil-
acrilamida y aforada a 300mL con agua deionizada. La solución 1.5M Tris-HCl pH 8 se obtuvo
mezclando 27.23g de Tris base con 80 mL de agua deionizada. Posteriormente, se ajustó el pH a
8.8 con una solución 6N de HC1. La solución de 0.5M Tris-HCl pH 6.8 se obtuvo mezclando 6g
de Tris base con 60mL de agua deionizada y se ajustó el pH de la solución a 6.8 con HC1 6N.
Todas las soluciones fueron almacenadas a 4°C previas a ser utilizadas. El SDS al 10% (p/v) se
obtuvo disolviendo lOg de SDS y aforado a lOOmL de agua deionizada. El APS al 10% (p/v) fue
preparado 10 minutos antes de ser utilizado y se obtuvo mezclando lOOmg de persulfato de
amonio y l.OmL de agua deionizada. El 14 y 4% (p/p) utilizados en la parte superior de las tablas
representan la concentración de acrilamida y bisacrilamida para el gel de corrida y concentrador
respectivamente.
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Tabla 3.5 Componentes utilizados para preparar la solución amortiguadora de la

muestra.

Compuesto Cantidad

Agua deionizada 3.55mL

0.5MTris-HClpH6.8 1.25mL

Glicerol 2.5mL

SDS al 10% (p/v) 2.0mL

0.5% Azul bromoferol 0.2mL

Mercaptoetanol 50uL

Todos los compuestos con excepción del mercaptoetanol fueron
mezclados en las cantidades antes señaladas en un tubo cónico de
plástico con volumen de 50mL. Se utilizaron 950uL de esta solución
amortiguadora para disolver los 50uL de mercaptoetanol. La solución
resultante se utilizó para disolver la muestra a una relación 1:1.
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Procedimiento de corrida

Una vez cargadas las muestras en los geles, la cámara se llenó con una solución amortiguadora

de corrida (lOx Tris/Glicina/SDS, pH 8.3, 1610772; BioRad USA) y fue conectada a una fuente

de poder eléctrica (Power suply Model 200/2.0 BioRad USA) a 150 Volts durante 90 minutos.

Después de los 90 minutos, se desconectó la cámara de la fuente de poder y los geles obtenidos

fueron lavados con agua bidestilada y sometidos a una solución de teñido (3% metanol, 1% ácido

acético, 6% agua bidestilada y 0.3% con azul coomasie; Coomasie Blue Satín IX, BioRad USA)

durante 2 horas. Finalmente, los geles fueron sometidos a una solución de desteñido (40%

metanol, 7%, ácido acético y 53% de agua bidestilada) durante 6 horas.

Determinación de la movilidad relativa

La movilidad relativa fue determinada siguiendo el protocolo descrito por Hames (1998)

utilizando un estándar con un rango de pesos moleculares de entre 10 y 250 kDa proporcionado

por el proveedor (BioRad USA). El gel resultante fue fotodocumentado y utilizado para medir las

distancias recorridas de cada una de las bandas del estándar y de las muestras.

Para la determinación de la movilidad relativa de las proteínas en el gel, se utilizó el estándar de

pesos moleculares y se determinó la relación de la distancia recorrida de cada una de sus bandas

(Ver Figura 3.1; dBx; donde x =1 (250 kDa), 2 (150 kDa),... 10 (10 kDa)) entre la distancia total
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recorrida por el estándar de menor peso molecular (dT) obteniendo como resultado Mrx= dBx/dT.

En la Figura 3.1. se muestra de manera gráfica las mediciones realizadas en el gel.

dT

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15

í dBit* dB-,

10 kDa

Figura 3.1 Determinación de movilidad relativa (Mr) en los geles de poliacrilamida

mediante la relación de distancias recorridas por cada una de las proteínas del

estándar (DBj) y la distancia total (dT)

Una vez que se tuvieron los datos correspondientes, se gráfico el logaritmo natural del peso

molecular (Ln PM) contra la movilidad relativa (Mr) de cada una de las bandas del estándar y

este gráfico sirvió para calcular los pesos moleculares de las bandas identificadas en las muestras

provenientes de cada una de las etapas del proceso de extracción y purificación de B-ficoeritrina.
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Capítulo 4. Resultados y Discusión

4.1 Recuperación y purificación de B-ficoeritrina en sistemas de dos fases acuosas

Para el diseño de un proceso particular de extracción con SDFA, una vez que condiciones

generales (por ejemplo, el tipo de polímero y sal) han sido seleccionadas con base en la

experiencia o limitaciones de proceso, condiciones más específicas (concentración de polímero y

sal, relación de volumen de las fases, etc.) necesitan ser definidas experimentalmente. Con el fin

de evaluar el comportamiento de partición de BFE en SDFA y beneficiar la etapa de extracción

mediante un posible incremento en el porcentaje de recuperación y pureza, se identificaron los

SDFA cuya fase inferior estuviera compuesta por una sal (sulfato o fosfato) o dextrano. Las

condiciones experimentales iniciales de los SDFA seleccionados fueron establecidas en base a

reportes previos (Rito-Palomares y col. 2000b, 2001).

Con el objetivo de evaluar sistemas con un pH cercano al punto isoeléctrico de BFE (4.2-4.3;

Koller y col. 1977) y debido a la inestabilidad (precipitación de sales) que los sistemas PEG-

Fosfato presentan en valores de pH menores de 6.9 (Benavides y Rito-Palomares 2005), sistemas

PEG-Sulfato fueron seleccionados. Los sistemas PEG-Sulfato permitieron evaluar el impacto del

pH en la extracción y purificación de BFE (Tabla 4.1).
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Adioionalmente, se evaluó el comportamiento de BFE en sistemas PEG-Fosfato con

composiciones previamente reportadas como óptimas por Benavides y Rito Palomares (2004) a

fin de comparar los resultados obtenidos de pureza y porcentaje de recuperación en fase superior

de BFE.

Es claro que el uso de SDFA con sulfato no favoreció el incremento de la pureza o el porcentaje

de recuperación de la fase superior de B-ficoeritrina (Tabla 4.1). Por el contrario, la pureza inicial

del extracto crudo utilizado disminuyó ligeramente de 0.7 a 0.6 después de utilizar SDFA

PEG1450- Sulfato, como resultado el factor de purificación fue inferior a uno (0.86). Este

comportamiento coincide con el reportado en la partición de otro colorante proteico (c-

ficocianina producida por Spirulina máxima) en SDFA con sulfato, en donde se documentó un

incremento moderado en la pureza de la proteína (Rito-Palomares y col. 2001) asociado a la

contaminación por la presencia de fragmentos celulares en la interfase de los sistemas.

En el estudio de la partición de BFE no fue posible determinar experimentalmente presencia de

BFE en la interfase, debido a la presencia de fragmentos celulares. Es posible que la acumulación

de BFE en la interfase o la posible precipitación proteica, asociada con los bajos porcentajes de

recuperación de BFE de la fase superior (20-23% en Tabla 4.1), afectaran como en el caso del

estudio de c-ficocianina, la pureza de la proteína de interés.
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Tabla 4.1 Pureza y norcentaje de recuperación de la fase superior de B-ficoeritrina en

SDFA PEG-Sulfato alimentado con extracto crudo.

Sistemas

I-PEG1450-sulfato

n-PEG1000-fosfato

pH

4.0

5.0

6.0

7.0

7.0

Pureza de
B-ficoeritrina

0.60 ±0.01

0.62 ± 0.01

0.60 ±0.01

0.58 ± 0.01

1.8 ±0.01

Recuperación en
fase superior de

B-ficoeritrina

20.0 ± 0.5

23.0 ±0.5

21.0 ±0.5

20.0 ± 0.5

91.0 ±4.0

Factor de
Purificación

0.86

0.89

0.86

0.83

2.6

Los sistemas comprendidos PEG 1450 y sulfato (18.3% p/p y 11.0% p/p respectivamente) fueron

seleccionados para evaluar el impacto del incremento del pH en la pureza y recuperación de la B-

ficoeritrina en fase superior. Para todos los sistemas la relación de volumen (estimado de manera

experimental en sistemas sin material biológico) y la concentración del extracto crudo de B-

ficoeritrina fueron mantenidos constantes a 1.0 y 40% (p/p), respectivamente. El sistema PEG

1000 (29.5% p/p) y fosfato (9.0% p/p) fue probado para realizar una comparación directa entre

los resultados de pureza y porcentaje de recuperación en fase superior arrojados por ambos SDFA

PEG-Sal. La recuperación de BFE en fase superior se expresa de manera relativa a la

concentración de BFE original del extracto crudo alimentado a los SDFA. La pureza de BFE es

definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280nm (pureza de BFE igual a A545nm /

A2somn) y el factor de purificación es la pureza de BFE obtenida de los SDFA dividida entre la

pureza del extracto crudo proveniente de ruptura celular (pureza igual a 0.7).
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A pesar de que ha sido reportado que los sistemas PEG-Sulfato son capaces de recuperar

productos biológicos como plásmidos vectores de DNA, Ricina-B producida en células de

tabaco, proteinasas extraídas de atún, (Klomklao y col. 2005, Trindale y col. 2005, Zhang C. y

col. 2005, respectivamente) y en algunos casos reportados con mejores resultados que los

sistemas PEG-Fosfato (Zhang Ch. y col. 2005), durante el presente estudio, BFE altamente

purificada (pureza superior a 4.0) no fue obtenida.

En contraste, resulta evidente que el uso de SDFA PEG-Fosfato, utilizando las condiciones de

sistemas identificadas previamente como una de las óptimas (Benavides y Rito-Palomares 2004),

presentó un incremento en la pureza de BFE del extracto crudo de 0.7 a 1.8. Como resultado la

pureza de BFE obtenida por sonicación se incrementó en 2.6 veces y se obtuvo un porcentaje de

rendimiento superior al 90% (Tabla 4.1) después de la etapa de extracción por SDFA. El

beneficio de este tipo de SDFA sobre el comportamiento de BFE ha sido reportado previamente

(Benavides y Rito-Palomares 2004) cuando se utilizó extracto crudo de B-ficoeritrina

concentrado por precipitación con sulfato de amonio. Sin embargo no se obtuvo BFE altamente

purificada (pureza superior a 4.0). Consecuentemente, SDFA adicionales que utilizan dextrano

como fase inferior fueron seleccionados, a fin de explorar el potencial incremento en la pureza

del extracto crudo de BFE inicial.

En general, el uso de SDFA con PEG y dextrano para el desarrollo de procesos de extracción

para la recuperación de productos biológicos se encuentra limitado por razones económicas.
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Es decir, la aplicación de SDFA PEG-Dextrano se ha concentrado principalmente en la

recuperación de productos de alto valor comercial por ejemplo, el cultivo de células de

hibridomas (Zijlstra y col. 1996), adenovirus y retrovirus (Brass y col. 2000) en los cuales el

costo del dextrano utilizado en la etapa de extracción es justificado con base al alto precio del

producto final. En el caso de la recuperación y purificación de B-ficoeritrina utilizando SDFA

con PEG y dextrano, el valor comercial de B-ficoeritrina altamente purificada ($50 dólares/mg;

Market Corporation, 2005) puede justificar potencialmente el uso de estos SDFA. Sin embargo,

en esta etapa del presente trabajo no se consideraron cuestiones económicas.

El motivo principal que justifica el uso de SDFA con dextrano fue la necesidad de establecer un

proceso de extracción que permitiera obtener B-ficoeritrina producida por Porphyridium

cruentum con una pureza mayor o igual a 4.0.

El uso de SDFA PEG-Dextrano resultó en un aumento en la pureza inicial (0.7) del extracto

crudo (Figura 4.1). En general, el uso de SDFA PEG1450-Dextrano500 (Figura 4.1) logró el

mayor incremento en la pureza y porcentaje de recuperación de BFE en fase superior, cuando

fueron procesados extracto crudo y clarificado. En particular cuando el extracto crudo al 10% fue

alimentado al SDFA, la pureza máxima en la fase superior (2.68) fue obtenida. Esto representó

un aumento de 3.8 veces en la pureza inicial con un porcentaje de recuperación en fase superior

del 80% (Figura 4.2).
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Figura 4.1 Pureza en fase superior de B-ficoeritrina obtenida en los SDFA compuestos

de PEG-Dextrano.

Para todos sistemas, fue evaluada la pureza partiendo de extractos crudos provenientes de la sonicación y

extractos clarificados provenientes de una etapa adicional de centrifugación tal como se describe en

materiales y métodos. La pureza del extracto alimentado crudo y/o clarificado fue de 0.7 para todos los

sistemas La pureza de BFE es definida como la relación de las absorbencias a 545 y 280 nm (pureza de

BFE igual a A545nm / A2gomn)- La composición de los sistemas se define en la tabla 3.4 de la sección 3.6. ̂

Extracto crudo al 10% (p/p) de muestra alimentada Hl Extracto crudo al 40% (p/p) de muestra alimentada

@ Extracto clarificado al 10%(p/p) de muestra alimentada H Extracto clarificado al 40% (p/p) de muestra

alimentada.
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Figura 4.2 Porcentaje de recuperación en fase superior de B-ficoeritrina obtenido en los

SDFA compuestos de PEG-Dextrano.

Para todos sistemas, fue evaluado el porcentaje de recuperación partiendo de extractos crudos

provenientes de la sonicación y extractos clarificados provenientes de una etapa adicional de

centrifugación tal como se describe en la sección de materiales y métodos. La pureza del extracto crudo

y/o clarificado fue de 0.7 en todos los sistemas. El porcentaje de recuperación se expresa relativo a la

concentración de BFE en el extracto crudo proveniente de la sonicación. La composición de los sistemas

se define en la tabla 3.4 de la sección 3.6. ^ Extracto crudo al 10% (p/p) de muestra alimentada EJÜD

Extracto crudo al 40% (p/p) de muestra alimentada § Extracto clarificado al 10%(p/p) de muestra

alimentada 03 Extracto clarificado al 40% (p/p) de muestra alimentada.
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El comportamiento de las proteínas en los sistemas PEG-Dextrano fue documentado por

Albertsson y col. (1987) y fue descrito mediante las fuerzas de repulsión y atracción que los

polímeros ejercen entre sí. Las proteínas se ven atraídas por la fase polimérica de menor peso

molecular y repelidas por las fases polimérica de mayor masa molecular. Este comportamiento se

basa en dos fenómenos que se presentan simultáneamente al incrementar el peso molecular del

polímero: a) aumento de la hidrofobicidad en la fase polimérica, y b) aumento en el volumen

excluido (disminución en el volumen libre) (Huddleston y col. 1991a). El aumento en la

hidrofobicidad al usar polímeros de alto peso molecular es debido a la reducción estequiométrica

de los grupos hidrofílicos terminales en las moléculas de polímero, lo cual disminuye la afinidad

del polímero (y en general de la fase polimérica) por el agua (Huddleston >» col. 1991a).

La mayoría de las proteínas son solubles en agua, de tal forma que, al aumentar la hidrofobicidad

de la fase, dicho compuesto tendrá menor afinidad hacia esta y tenderá a particionarse hacia la

otra fase o bien, a la interfase. En los sistemas PEG-Dextrano evaluados se logró identificar

claramente la afinidad de la BFE hacia la fase superior rica en PEG la cual tenía un peso

molecular menor (1000 g/mol) al peso molecular del dextrano (40,000, 70,000 y 500,000 g/mol).

En la Figura 4.3 se puede observar de manera visual la afinidad de la BFE por la fase superior

rica en PEG y la acumulación de contaminantes en la fase inferior rica en dextrano.
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Figura 4.3 Sistemas de dos fases acuosas PEG1450-Dextrano500 con una concentración

de 10% p/p (A) y 40% p/p (B) de extracto crudo proveniente de la sonicación.
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Es claro observar que a medida que se aumentó el peso molecular del dextrano, se obtuvo una

mayor pureza y porcentaje de recuperación de BFE en fase superior (rica en PEG) (Ver Figuras

4.1 y 4.2). Consecuentemente, el coeficiente de partición (definido como el cociente de la

concentración de la proteína de interés en fase superior sobre su concentración en fase inferior)

de las proteínas en fase superior (rica en PEG) se incrementa mediante el incremento del peso

molecular del dextrano (fase inferior).

Por otra parte, se puede observar como los sistemas PEG-Dextrano alimentados con el 10% p/p

de extracto crudo reportaron valores de pureza (Figura 4.1) y porcentaje de recuperación en fase

superior (Figura 4.2) más altos que aquellos alimentados con el 40% p/p de extracto crudo.

El hecho de que las proteínas logren mayor partición en sistemas con polímeros de mayor peso

molecular afecta directamente a la concentración de muestra que se podrá manipular en el

sistema (Nivens y col. 1990). Este efecto es atribuido al aumento en la densidad del sistema

causado por el uso de polímeros de alto peso molecular como es el caso del dextrano 500,000

g/mol y la concentración de los polímeros que componen el sistema.

En los resultados obtenidos para los sistemas PEG-Dextrano (Figura 4.1) se puede observar que

conforme se aumentó el peso molecular del dextrano se logró una pureza mayor de BFE en fase

superior (rica en PEG).
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Por otro lado, de los tres sistemas PEG-Dextrano500 probados, el sistema VII con una

concentración similar de PEG y Dextrano 500 (12% p/p) reportó la mayor pureza en fase superior

deBFE(2.68).

Probablemente, un aumento excesivo en la densidad del sistema causado por el incremento en la

concentración de PEG (14%) acompañado por una posible saturación de restos celulares en fase

inferior del sistema Vm (Figura 4.3), tuvo como resultado la disminución en la pureza de BFE

obtenida. Este fenómeno coincide con lo reportado por Bamberger y col. (1984) en donde se

encontró que el aumento en la concentración de PEG daba como resultado un incremento en la

densidad de la fase inferior rica en dextrano y una disminución en la solubilidad o dispersabilidad

de otras moléculas en dicha fase. Por lo tanto, existe una mayor posibilidad de acumulación de

contaminantes en la fase superior rica en PEG.

A pesar de que el uso de sistemas PEG-Dextrano40 y PEG-Dextrano70 logró un aumento en la

pureza de BFE del extracto crudo inicial de 3 veces (de 0.7 a 2.3) y obtuvo un porcentaje de

recuperación de entre 59 y 63%, respectivamente (Figura 4.2), no se logró superar los valores de

pureza y recuperación obtenidos por los SDFA PEG-Dextrano500 (2.68 y 85% respectivamente).

Es importante mencionar que cuando se probaron los mismos sistemas PEG-Dextrano con

extracto clarificado de BFE, no se logró obtener valores de pureza mayores a 2.0 y el porcentaje

de recuperación en fase superior de BFE de dichos sistemas fue muy bajo (10-30%) (Ver Figuras

4.1 y 4.2).
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Es posible que una pérdida de la BFE en los restos celulares eliminados durante la centrifugación

diera como resultado la disminución de la BFE en el extracto clarificado y una disminución en

los porcentajes de recuperación de BFE en los sistemas PEG-Dextrano.

A pesar de intentos posteriores considerando parámetros de sistemas adicionales (por ejemplo;

concentración de PEG y dextrano, relación de volumen de las fases, etc.), no se logró un aumento

en la pureza de BFE superior a 2.68. Consecuentemente, no se consideró una optimización

adicional de la etapa de extracción con SDFA PEG-Dextrano, bajo este esquema de purificación.
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4.2 Recuperación y purificación de B-ficoeritrina producida por Porphyrldium

cruentum con precipitación isoeléctrica y sistemas de dos fases acuosas.

Diferentes estrategias de bioingeniería pueden ser adoptadas, a fin de optimizar un proceso

determinado de recuperación y purificación. Enfoques que involucran una etapa de ultrafiltración

posterior a SDFA a fin de eliminar proteínas contaminantes que contiene la proteína de interés ha

sido documentado previamente (Rito-Palomares y col. 2001). Sin embargo, después de diversos

intentos en la presente investigación no se logró un incremento en la pureza de BFE (pureza

máxima obtenida 2.68).

Con el fin de obtener un producto con un nivel de pureza elevado, en la presente investigación se

consideró un enfoque alternativo que involucró el procesamiento del extracto crudo de BFE

obtenido de la etapa de ruptura celular antes de la etapa de extracción con SDFA.

De las distintas técnicas utilizadas comúnmente en las etapas iniciales de un proceso de

recuperación y purificación para la concentración y purificación parcial de proteínas, se

seleccionó la precipitación isoeléctrica para procesar el extracto crudo de BFE.

Considerando el éxito obtenido de la estrategia de precipitación isoeléctrica para la recuperación

y purificación de proteínas como Lisozima (Zhang, C. y col. 2005) extraída de células de tabaco,

extracción de ot-lactalbumina de suero de leche (Bramaud, C. y col. 2000), entre otras, se decidió

evaluar la implementación de esta etapa en el proceso de extracción y purificación de BFE.
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La precipitación isoeléctrica, es una técnica bien establecida, y resulta atractiva porque es

fácilmente adaptable a gran escala, utiliza equipo relativamente simple y puede ser utilizada con

un riesgo muy bajo de dañar la estabilidad de los productos biológicos (Glatz 1990).

La resuspensión de los precipitados provenientes de la precipitación isoeléctrica a los diferentes

valores de pH se muestra en la Figura 4.4 y la determinación de pureza y recuperación de BFE

realizados a cada uno de ellos en la Figura 4.5. Es claro observar que, se obtuvo la máxima

pureza de BFE (1.8) a un pH de 4.0. Este valor de pH (4.0) se encuentra muy cercano al punto

isoeléctrico de BFE; (4.2- 4.4) (Koller y col. 1977). Estos resultados coinciden con uno de los

principios establecidos por Harris y Angal (1994) en donde se establece que uno de los métodos

más sencillos para la precipitación de una proteína con el objetivo de purificarla es mediante el

ajuste del pH de la solución a un valor cercano o igual al punto isoeléctrico de la proteína de

interés.

Los resultados de pureza obtenidos durante la precipitación isoeléctrica de BFE representan un

aumento de 2.6 en la pureza del extracto crudo proveniente de la etapa de ruptura celular. A pesar

de que el sobrenadante de la precipitación isoeléctrica fue examinado, la pureza de BFE no se

incrementó con respecto a la del extracto crudo inicial. Por lo tanto, el precipitado obtenido a un

pH de 4.0 fue seleccionado para ser procesado por SDFA. Mediante la precipitación isoeléctrica

escalonada (Ver Figuras 4.4 y 4.5) aplicada al extracto proveniente de la sonicación se logró

identificar de manera experimental el valor de pH óptimo para la obtención de BFE parcialmente

purificada (1.8) y con un porcentaje de recuperación mayor al 70%.
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Figura 4.4 Fotografías provenientes de la etapa de precipitación isoeléctrica de B-fícoeritrina (BFE) producida

por Porphyridium cruentum.

Para todos los sistemas, se partió del extracto crudo proveniente de la sonicación con un valor de pH de 6.9 y fue modificado

mediante la adición de HCL .1N dentro de un rango de pH de 6 a 1.5. La pureza de BFE es definida como la relación de las

absorbancias a 545 y 280 nm (pureza de BFE igual a A545nm / A280nm) y el porcentaje de recuperación de BFE se expresa de manera

relativa a la concentración de BFE original del extracto crudo.
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Figura 4.5 Pureza y porcentaje de recuperación de B-ficoeritrina producida por

Porphyridium cruentum proveniente del precipitado isoeléctrico.

La pureza de B-ficoeritrina del precipitado isoeléctrico (producido como se describió en Materiales y

métodos) es expresada relativa al pH utilizado. La pureza de BFE es definida como la relación de las

absorbancias a 545 y 280 nm (pureza de BFE igual a An5am I A2gonm)- El porcentaje de recuperación se

expresa relativo a la concentración de BFE en el extracto crudo proveniente de la sonicación. Pureza

de BFE, Porcentaje de recuperación de BFE.
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Los SDFA PEGlOOO-Fosfato (Sistemas H y m de la Figura 4.6) y PEG1450-Dextrano500

(Sistemas VE y VIH de la Figura 4.6) fueron seleccionados con base en los resultados de este

trabajo y reportes previos de nuestro grupo de investigación (Benavides y Rito-Palomares 2005,

Hernandez-Mireles y Rito-Palomares 2006b). Los sistemas seleccionados fueron probados

únicamente con extracto crudo debido a que el uso de extracto clarificado no reportó beneficio en

la obtención de pureza y porcentaje de recuperación (Ver Figuras 4.1 y 4.2).

Es claro que los resultados de pureza de BFE obtenidos con SDFA PEG-Fosfato fueron

superiores a los obtenidos por SDFA PEG-Dextrano después de la etapa de precipitación

isoeléctrica (Figura 4.6). Para el caso de los SDFA con PEG y dextrano, a pesar de que se obtuvo

un alto porcentaje de recuperación de BFE (92-95% en Figura 4.7), no se logró un beneficio

considerable en la pureza de la proteína. La pureza de BFE obtenida de los SDFA PEG-Dextrano

después de la etapa de precipitación isoeléctrica se mantuvo relativamente constante (1.8 - 2.6)

con respecto a la obtenida sin precipitación isoeléctrica (Ver Figura 4.1).
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Figura 4.6 Pureza en fase superior de B-ficoeritrina obtenida en los SDFA compuestos de

PEG-Fosfato y PEG-Dextrano después de la implementación de la

precipitación isoeléctrica.

Para todos sistemas, fue evaluada la pureza partiendo de extractos de BFE provenientes de la precipitación

isoeléctrica. La pureza del extracto de BFE proveniente de la precipitación alimentado en todos los

sistemas fue de 1.8. La pureza de BFE es definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280 nm

(pureza de BFE igual a A54íani I A280nm)- La composición de los sistemas se define en la tabla 3.4 de la

sección 3.6. ^^ Extracto crudo al 40% (p/p) de muestra alimentada EÜJ Extracto crudo al 10% (p/p) de

muestra alimentada.
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Figura 4.7 Porcentaje de recuperación en fase superior de B-ficoeritrina obtenido en los

SDFA compuestos de PEG-Fosfato y PEG-Dextrano después de precipitación

isoeléctrica

Para todos sistemas, fue evaluado el porcentaje de recuperación partiendo de extractos de BFE
provenientes de la precipitación isoeléctrica. La pureza del extracto proveniente de la precipitación que se
alimentó en todos los sistemas fue de 1.8. El porcentaje de recuperación se expresa relativo a la
concentración de BFE en el extracto crudo proveniente de la sonicación. La composición de los sistemas

se define en la tabla 3.4 de la sección 3.6. ^m Extracto crudo al 40% (p/p) Ül Extracto crudo al 10%

(P/P).
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En contraste, las extracciones con SDFA PEG-Fosfato permitieron un incremento en la pureza de

BFE de 5.3 - 5.9 veces con respecto a la pureza del extracto crudo proveniente de ruptura celular.

En particular el uso del SDFA E compuesto por 29.5% p/p de PEG1000, 9.0% p/p de fosfato, con

una relación de volumen de las fase de 1.0, pH 7.0 y alimentado con precipitado de BFE al 40%

p/p, permitió recuperar en esta etapa de extracción 95% de BFE altamente purificada (pureza

superior a 4.0). Aparentemente, la adición de la etapa de precipitación dio como resultado la

eliminación de contaminantes proteicos adicionales asociados a la membrana tilacoidal con pesos

moleculares que varían entre 16 y 90kDa (Piven y col. 2005). Como resultado, la precipitación

isoeléctrica permitió aumentar la pureza del extracto crudo y mejorar el desempeño de la etapa de

extracción con SDFA PEG-Fosfato.

En el caso de los SDFA PEG-Dextrano es posible suponer que se alcanzó la máxima capacidad

del sistema de acumular BFE en la fase superior. Es importante considerar que el mecanismo que

gobierna la partición de BFE en SDFA PEG-Dextrano no es del todo comprendido y estudios

adicionales son necesarios para extender el conocimiento sobre este fenómeno. Sin embargo,

considerando que se obtuvo el objetivo general de recuperar y purificar BFE, se decidió no

realizar experimentos adicionales involucrando PEG-Dextrano.
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4.3 Proceso simplificado para la recuperación y purificación de B-ficoeritrina

utilizando precipitación isoeléctrica y sistemas de dos fases acuosas.

El proceso general propuesto para la recuperación de BFE producida por Porphyridium cruentum

con alto nivel de pureza (Figura 4.8) es un proceso simplificado, caracterizado por una operación

unitaria para producir y tres para recuperar (ruptura celular, precipitación isoeléctrica y

extracción con SDFA) BFE con una pureza de 4.1+0.2. A pesar de que el proceso reportado por

Bermejo y col. (2003) también considera tres operaciones unitarias principales para obtener BFE

purificada, dos de estas operaciones involucran pasos cromatográficos que pueden generar

desventajas relacionadas con aspectos económicos y la naturaleza compleja del proceso.

Como resultado de la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) practicada a las muestras

provenientes de cada una de las etapas de extracción y purificación descritas en la Figura 4.8, se

obtuvo un gel de poliacrilamida que permitió monitorear la eliminación de contaminantes durante

el proceso de extracción y purificación al cual fue sometido el extracto crudo de BFE (Figura

4.9).

Mediante el gel y el patrón de las bandas obtenido (Figura 4.9) se pudo comprobar que la pureza

de BFE aumenta en cada etapa del proceso, mientras que su concentración disminuye. Las bandas

en 17 y 30 kDa posiblemente correspondientes a las sub-unidades de la BFE permiten identificar

a esta proteína durante el proceso además de permitir identificar la desaparición de bandas

adicionales correspondientes a posibles contaminantes de la muestra.
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Figura 4.8 Proceso simplifícado de recuperación y purificación de B-ficoeritrina
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Figura 4.9 Gel de poliacrilamida en donde se muestran los contaminantes removidos a

través del proceso de extracción y recuperación.

Cada una de las muestras, con excepción del estándar de pesos moleculares y el estándar de BFE, fue

preparada tal como se describe en la sección 3.7. La secuencia de las muestras obedece el orden del

proceso de extracción y purificación descrito en la sección 4.3 e ilustrado en la Figura 4.8. La columna A

corresponde al estándar de pesos moleculares, la B al estándar de BFE, la C al extracto proveniente de

sonicación, la D al extracto resultante de la precipitación isoeléctrica y la columna E corresponde a la BFE

purificada en SDFA PEG-PO4.
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En contraste, el proceso propuesto que utiliza SDFA involucra operaciones unitarias

(precipitación y SDFA) simples y fáciles de implementar a escala comercial. Información

detallada del porcentaje de recuperación y pureza de BFE y en general el balance de materia

después de cada etapa del proceso (Tabla 4.2) considera el incremento en volumen causado por la

adición de HC1 0.1M y los componentes que forman las fases en las etapas de precipitación y

extracción con SDFA, respectivamente.

Para este análisis simplificado, se consideraron 0.10 L de extracto crudo proveniente de la etapa

de ruptura celular como base de cálculo. Este extracto con una concentración de BFE de

250mg/L y una pureza de 0.70 (Tabla 4.2) se alimentó a la etapa de precipitación.

La corriente de proceso generada por la etapa de precipitación presentó una concentración de

BFE de 140mg/L con una pureza de 1.8. Esto último representa un incremento de 2.6 veces en la

pureza de BFE en esta etapa de proceso. La cantidad total de BFE de la etapa de precipitación

(17.0mg), representa un porcentaje de recuperación de 77% con respecto a la cantidad de BFE

contenida en el extracto crudo inicial (22.0mg). La etapa de extracción con SDFA permitió

obtener 16.0 mg de BFE purificada (pureza de 4.1) con un porcentaje de recuperación por etapa

del 95%.

Por lo tanto, se puede concluir que por cada gramo de biomasa húmeda proveniente de la

fermentación de Phorphyridium cruentum que se recuperó mediante el proceso propuesto,

0.64mg de B-ficoeritrina con una pureza de 4.1+0.2 fue obtenida.
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Tabla 4.2 Porcentaje de recuperación y pureza proteica de cada operación unitaria del

proceso propuesto para la recuperación de B-ficoeritrina.

Operación Unitaria

Fermentación
Volumen total (L)
Concentración de biomasa (g/L)
Biomasa total húmeda (g)

Ruptura Celular
Volumen total (L)
Concentración de biomasa (g/L)
Biomasa total húmeda (g)
Concentración de BFE (mg/L)
Pureza de BFE ( A545/28o )
BFE total(mg)

Precipitación
Adición de HCl.lN(mL)
Volumen total (L)
Concentración de biomasa (g/L)
Biomasa total húmeda (g)
Concentración de BFE (mg/L)
Pureza de BFE ( A545/28o )
BFE total (mg)

ATPS Extracción
Adición de PEG + PO4 (L)
Volumen total (L)
Concentración de biomasa (g/L)
Biomasa total húmeda (g)
Concentración de BFE (mg/L)
Pureza de BFE (A545/28o)
BFE total (mg)

BFE pureza 4.0 / Biomasa (mg/g)

Entrada

-
-
-

0.10
250
25.0

-
-
-

0.01
0.10
250
25.0
220.0
0.70
22.0

0.16
0.11
230
25.0
140.0
1.80
17.0

Salida

1.00
25.0
25.0

0.10
250
25.0
220
0.70
22.0

-
0.11
230
25.0
140.0
1.80
17.0

-
0.27
93.0
25.0
50.0
4.1
16.0
0.64

Recuperación Recuperación Factor
de BFE por de BFE del de

etapa proceso purificación
(%) (%)

100 100

2.6
77.0 77.0

2.2
95.00 72.0

La concentración de biomasa y biomasa total se expresa en masa húmeda. La pureza, concentración y porcentaje de
recuperación de BFE para cada etapa de proceso se determinó como se describe en la sección de Materiales y
métodos. El factor de purificación es la relación entre la pureza obtenida de BFE después y antes de cada operación
unitaria.

61



Este trabajo de investigación presenta un proceso de recuperación y purificación que permite

incrementar la pureza de BFE en 5.7 veces con respecto a la pureza del extracto crudo inicial,

recuperando el 72% de la BFE con una pureza de 4.1+0.2 (Tabla 4.2) y un valor comercial tan

alto como de $50 dólares/mg. El proceso propuesto en la presente investigación simplifica

enormemente la manera mediante la cual BFE producida por Porphyridium cruentum puede ser

recuperada e invita a considerar la validación e implementación del proceso.

62



Conclusiones

Se logró el desarrollo de un proceso prototipo basado en el uso de precipitación isoeléctrica y

sistemas de dos fases acuosas después de ruptura celular para la recuperación de BFE purificada

(pureza superior a 4.0 definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280nm) con un

reducido número de operaciones unitarias.

Se estableció que los SDFA PEG-Sulfato y PEG-Dextrano fueron inadecuados para el desarrollo

de un proceso que permitiera la recuperación de BFE purificada debido a los bajos valores de

pureza y porcentajes de recuperación obtenidos.

En contraste, el uso de SDFA PEG-Fosfato (29.5% p/p y 9.0% p/p, respectivamente), después de

una etapa adicional de precipitación isoeléctrica, resultó en la recuperación de BFE con una

pureza de 4.1. Esta etapa de precipitación incrementó la pureza del extracto crudo inicial y

favoreció la extracción con SDFA. Las condiciones de operación establecidas para el proceso

permitieron concentrar BFE y los contaminantes en fases opuestas con un porcentaje de

recuperación total del 70%.

En general, los resultados reportados aquí demuestran el potencial de la aplicación en conjunto de

SDFA y precipitación isoeléctrica para la recuperación y purificación de BFE como una primera

etapa para el desarrollo de un proceso biotecnológico para la purificación de un colorante

proteico.
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La manera en la cual el nuevo proceso propuesto simplifica enormemente la recuperación y

purificación del colorante proteico, invita a considerar la necesaria validación del proceso a

mayor escala como primer paso para el desarrollo de un proceso de purificación a nivel

comercial.
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Tabla Al Pureza y recuperación en fase superior de B-ficoeritrina en SDFA PEG-

Dextrano alimentando extracto crudo al 10% (p/p).

Sistema
PEG

(%
Dextrano Pureza de Recuperación en

fase superior de Factor de
,\ (%P/P) B-ficoeritrina „ _ .. . ,.„ purificaciónp/p) v vvt B-ficoentnna (%)

PEG1450-dextrano 40

PEG1450-dextrano 70

PEG1450-dextrano 500

PEG1450-dextrano 500

PEG1450-dextrano 500

12

10

10

12

14

12

13

13

12

11

2.3 ± 0.04

2.4 ± 0.03

2.0 ± 0.04

2.7 ± 0.02

1.9 ±0.04

58 ± 0.4

63 ± 0.6

70 ± 0.6

81 ±0.1

86 ±0.1

3.9

4.0

3.3

4.4

3.2

Para todos los sistemas, el uso de 40, 70 y 500 representa el peso molecular nominal del dextrano; 40,000,
70,000, 500,000 g/gmol. La concentración del extracto crudo de BPE alimentado en los SDFA se mantuvo
constante a 7.0 y 10% (p/p), respectivamente. La recuperación de BFE en fase superior se expresa de manera
relativa a la concentración de BFE original del extracto crudo alimentado a los SDFA La pureza de BFE es
definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280 nm (pureza de BFE igual a A545nm / A2gonm) y el
factor de purificación es la pureza de BFE de los SDFA dividida por la pureza del extracto crudo proveniente
de ruptura celular.
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Tabla A2 Pureza y recuperación en fase superior de B-ficoeritrina en SDFA PEG-

Dextrano alimentando extracto crudo al 40% (p/p).

PEG
Sistema

Dextrano Pureza de Factor de
Recuperación en
fase superior de

( .V (%w/w) B-ficoeritrina _ _ . . . ,0/. purificación
v/w) v ' B-ficoentnna (%)

PEG1450-dextrano 40

PEG1450-dextrano 70

PEG1450-dextrano 500

PEG1450-dextrano 500

PEG1450-dextrano 500

12

10

10

12

14

12

13

13

12

11

1.0 ±0.04

1.2 ± 0.04

1.6 ±0.04

2.2 ± 0.02

2.0 ± 0.02

31 ±3.4

27 ± 0.2

25 ± 0.2

70 ± 0.8

74 ± 0.5

1.6

2.1

2.7

3.7

3.3

Para todos los sistemas, el uso de 40, 70 y 500 representa el peso molecular nominal del dextrano; 40,0fll

70,000, 500,000 g/gmol. La concentración del extracto erado de BPE alimentado en los SDFA se mantin

constante a 7.0 y 40% (p/p), respectivamente. La recuperación de BFE en fase superior se expresa de mana

relativa a la concentración de BFE original del extracto erado alimentado a los SDFA La pureza de BFE i

definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280 nm (pureza de BFE igual a A545nm / Aasonm) y

factor de purificación es la pureza de BFE de los SDFA dividida por la pureza del extracto crudo provenien

de ruptura celular.
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Tabla A3 Pureza y recuperación de la fase superior de B-ficoerítrina en sistemas de dos

fases acuosas alimentados con 40% (p/p) de extracto crudo de Porphyridium

cruentum obtenido por precipitación isoeléctrica

Sal o Recuperación en
PEG Pureza de

Sistema dextrano fase superior de
(% w/w) B-ficoeritrina

(% w/w) B-ficoeritrina (%)

PEGlOOO-fosfato 29.5 9.0 4.10±0.01 95 ±2.9

18.0 15.0 3.48±0.06 88 ±1.2

PEG1450-dextrano500 12.0 12.0 1.7 ±0.02 95 ±2.0

14.0 11.0 2.1 ±0.01 92 ±2.0

Factor de

purificación

3.8

2.7

1.3

1.6

Para todos los sistemas, el pH y la concentración del extracto crudo de BPE en los SDFA se mantuvo
constante a 7.0 y 40% (p/p), respectivamente. La relación de volumen de las fases (Vr) de todos los
SDFA fue mantenido constante a un valor cercano a 0.30. La recuperación de BFE en fase superior se
expresa de manera relativa a la concentración de BFE original del extracto crudo alimentado a los
SDFA La pureza de BFE es definida como la relación de las absorbancias a 545 y 280 nm (pureza de
BFE igual a A545nm / A280nm) y el factor de purificación es la pureza de BFE de los SDFA dividida por
la pureza del extracto crudo proveniente de ruptura celular (pureza igual a 0.7).

75



Tabla A4 Pureza y recuperación de la fase superior de B-ficoeritrina en sistemas de dos

fases acuosas alimentados con 10% (p/p) de extracto crudo de Porphyridium

cruentum obtenido por precipitación isoeléctrica

PEG . Sal ° Pureza de Recuperación en
Sistema dextrano fase superior de

(%w/w) (0/ow/w) B-ficoeritrina B-ficoeritrina (%)

PEGlOOO-fosfato 29.5 9.0 2.7 ±0.03 94 ±3.0

18.0 15.0 2.9 ±0.01 90 ±3.6

PEG1450-dextrano500 12.0 12.0 1.8 ±0.1 92 ±3.2

14.0 11.0 1.0 ±0.2 80 ±1.0

Factor de
purificación

2.1

2.3

1.4

0.78

Para todos los sistemas, el pH y la concentración del extracto crudo de BPE en los SDFA se mantuvo
constante a 7.0 y 10% (p/p), respectivamente. La relación de volumen de las fases (Vr) de todos los
SDFA fue mantenido constante a un valor cercano a 1.0. La recuperación de BFE en fase superior se
expresa de manera relativa a la concentración de BFE original del extracto crudo alimentado a los
SDFA La pureza de BFE es definida como la relación de las absorbencias a 545 y 280 nm (pureza de
BFE igual a A545nm / Azsonm) y el factor de purificación es la pureza de BFE de los SDFA dividida por
la pureza del extracto crudo proveniente de ruptura celular (pureza igual a 0.7).
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Improved recovery of B-phycoerythrin
produced by the red microalga
Porphyridium cruentum
Tanhia Hernandez-Mireles and Marco Rito-Palomares*
Centro de Biotecnología, Departamento de Biotecnología e Ingeniería de Alimentos, Instituto Tecnológico y de Estudios Superiores de
Monterrey, Ave. Eugenio Garza Sada 2501 Sur, Monterrey, NL 64849, México

Abstract: A simplifica process for the primary recovery and purificatíon of B-phycoerythrin (BPE) from
Porphyridium cruentum exploitíng aqueous two-phase systems (ATPS) and isoelectric precipitatíon was developed
in order to reduce the nurnber of unit operations and benefit from increased purity and yield of the protein
product. Evaluatíon of the partítíoning behaviour of BPE in polyethylene glycol (PEG)/sulphate, PEG/dextran
and PEG/phosphate ATPS was carried out to determine under what conditíons the BPE and contaminants
concentrated into opposite phases. An additíonal stage of isoelectric precipitatíon at pH 4.0 after cell disruptíon
resulted in an increase in purity of the target protein from the BPE crude extract and enhanced the performance
of the subsequent ATPS. PEGlOOO/phosphate ATPS preved to be suitable after isoelectric precipitatíon for the
recovery of highly purified (defined as absorbance ratío AS45 nm/^zsomn > 4.0) BPE with a potentíal commercial
valué as high as US$SO/mg. An ATPS extractíon stage comprising 29.5% (w/w) PEG1000, 9.0% (w/w) phosphate,
a volume ratío (Fr) equal to 1.0, a system pH of 7.0 and loaded with 40% (w/w) of the BPE extract generated by
precipitatíon allowed BPE recovery with a purity of 4.1 ± 0.2 and an overall product yield of 72% (w/w). The purity
of BPE from the crude extract increased 5.9-fold after isoelectric precipitatíon and ATPS. The resulte reponed
herein demónstrate the benefits of the practica! applicatíon of isoelectric precipitatíon together with ATPS for the
recovery and purificatíon of BPE produced by P. cruentum as a first step in the development of a commercial
purificatíon process.
© 2006 Society of Chemical Industry

Keywords: aqueous two-phase systems; B-phycoerythrin; Porphyridium cruentum; protein recovery
INTRODUCTION
Biotechnological companies are focusing on the pro-
duction of high-value producís that will have an impact
in different industrial sectors, e.g. pharmaceutical,
health, chemical, food, etc. Currently, the develop-
ment of a knowledge base that will economically and
rapidly deliver new biological producís to market in
the shortest possible time is a key goal in biochemical
engineering. The discouragement of the development
of inefficient laboratory processes diat are difñcult or
cosdy to scale up and that cannot be easily improved
at later stages representa another importan: goal of
biochemical engineering. In this context the develop-
ment of simplified and easily scaled-up processes to
produce colouring compounds for use in the food,
cosmetic, detergent, molecular genetics and biosen-
sor industries has great commercial significance.1'2 In
particular, the production of the red-coloured protein
B-phycoerythrin (BPE) by Porphyridium cruentum rep-
resents a very interesting case, because the industrial
and commercial valué of this product is considerable.
The wide range of potential commercial applications,
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formed by three subunits a, /3 and y (in a
e molar ratio of 6:6:1) of molecular weights
18.0 and 29.0 kDa respectively.5 The commer-
alué of highly purified (defined as absorbance
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empt to develop an efficient process for BPE
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laboratory scale. However, some economic constraints
may arise on the industrial scale, because HPLC
incurs high operational costs. Therefore alternative
approaches to recover and purify BPE in practice need
to be pursued. Aqueous two-phase systems (ATPS)
have been suggested as an attractive alternative to
overeóme some of the disadvantages attributed to
the established BPE purification protocols. ATPS is
a technique that has proved to have great poten-
tial for the recovery and purification of biological
compounds.11"14 The recovery and partía! purifica-
tion of BPE produced by P. cruentum using ATPS have
been reported previously.15 However, the proposed
process for the primary recovery of BPE involving the
use of polyethylene glycol (PEG)/phosphate ATPS
after ammonium sulphate precipitation, centrifuga-
tion and cell disruption did not yield highly purified
(purity >4.0) BPE but resulted in only partially puri-
fied (purity 2.9) BPE.15 Consequently, the need for
alternative bioengineering strategies to increase pro-
tein purity was evident.

In the present study the potential use of
PEG/sulphate, PEG/dextran and PEG/phosphate
ATPS was examined to develop extraction steps and
benefit the resulting process by increased purity of
BPE. Furthermore, the addition of an isoelectric pre-
cipitation stage after cell disruption was evaluated
to increase the purity of the target protein from the
BPE crude extract and enhance the performance of
the subsequent ATPS extraction. Isoelectric precipi-
tation and PEG/phosphate ATPS were exploited to
establish a greatly simplified downstream process to
obtain highly purified (purity >4.0) BPE from cell
homogenate of P. cruentum. The way in which the
newly proposed process greatly simplifies the primary
recovery and purification of the protein product invites
the necessary process validation on a large scale on
route to the development of a commercial purification
process.

EXPERIMENTAL
Porphyrídium cruentum culture and cell
disruption
Porphyridium cruentum was cultivated in the culture
médium described previously by Bermejo et al.9 The
alga was grown in batch culture (1 dm3 Erlenmeyer
flasks) at 22-25 °C under natural light conditions;
agitation and aeration were provided with an airflow
rate of 3.2cm3s~1 using a peristaltic pump (Élite
799, Rolf C Hagen Corp., Mansfield, MA, USA).
The cells were allowed to grow for 30 days and were
then harvested by centrifugation (Eppendorf 5415C,
Westbury, NY, USA) at 1000 x# for 5min. After
harvesting, cell disruption was carried out in a 50 cm3

glass test tube using a sonicator (Branson 1510,
Branson Ultrasonic Corp., Danbury, CT, USA).
The wet biomass and deionised water (4cm3g~1

wet biomass) were added to the glass tube. The
sonication time was lOmin g"1 wet biomass. During
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cation the contents were mixed periodically to
ent biomass aggregation at the bottom of the
. Cell fragmentation was verified using an optical
oscope (Olympus CK2, Olympus, Melville, NY,

). The homogenate obtained as a result of cell
uption of the P. cruentum biomass was referred
s BPE crude extract and included the cell debris
rated.

eous two-phase experiments
convenience, ATPS were prepared on a fixed mass
s. Predetermined quantities of stock solutions of
 (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) of
inal molecular weights 1000 and 1450 g mol"1

 dextran (nominal molecular weights 40000,
00 and SOOOOOgmor1; Sigma Chemicals),
um sulphate or potassium phosphate were mixed
 BPE crude extract (containing 20% (w/v)
homogenate from P. cruentum fermentation) to
 a final weight of 1.5g. The stock solutions
G with dextran, sodium sulphate or potassium
sphate and BPE crude extract) were mixed
 the phases were dispersed by gentle mixing

lOmin. Adjustment of the pH was made
addition of 1 mol dm~3 orthophosphoric acid
2moldm~3 sodium hydroxide when needed.
plete phase separation was achieved by low-speed

h centrifugation at 1500 x g for lOmin. Visual
ales of the volumes of the top and bottom phases

e made in graduated tubes. The volumes of the
es were then used to estímate the experimental
me ratio (VIS defined as the ratío between the
me of the top phase and the volume of the
om phase). Samples were carefully extracted from
phases for biochemical analysis. The top phase
very was estimated as the amount of BPE present
e phase (volume of the phase x BPE concentration
he phase) and expressed relative to the original
unt loaded into the system. Bottom phase BPE
very was not estimated because the amount of
 present in this phase was undetectable. Interface
 recovery was not experimentally determined

ng to the presence of cell debris in this phase.
itíonal ATPS using a BPE extract obtained from
lectric precipitation were also performed. In this
, isoelectric precipitation from the BPE crude
act (homogenate from P. cruentum fermentation)
 done following the protocol described previously
aman et al.16 Briefly, 1.0 cm3 aliquots of the BPE
e extract were placed in 1.5 cm3 Eppendorf tubes

 acidified with O.lmoldm"3 hydrochloric acid
1) to attain pH valúes from 1.5 to 6.5. Each
 was immediately shaken and then allowed to
ipitate for 15 min. The slurry was centrifuged (in a

igerated centrifuge precooled to 4 °C at 17 000 x g
20 min) and the supernatant and resuspended
ipitate (with 20mmoldm~3 phosphate bufíer,
7.0) were analysed for protein (BPE) content

 purity. The resuspended precipitate with the
imum purity and recovery was then used to
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prepare the ATPS as described above. Results reponed
are the average of three independent experiments, and
standard errors were judged to be a máximum of
±10% of the mean valué.

Analytical procedures
The total protein concentration in the samples
was estimated by the method of Bradford.17 The
purity of BPE was determined as the 545/280 nm
absorbance ratio (purity of BPE = ^545nm/^Í280mn).
Bermejo etal.9 reponed the use of the 545/280 nm
absorbance ratio as an estímate of BPE purity, since
the absorption spectrum of this protein exhibits a
peak at 545 nm. Under this circumstance a ratio
greater than 4.0 corresponds to highly purified BPE
(defined as puré commercial BPE; Sigma Chemicals).
The concentration of BPE produced by P. cruentum
was estimated by measuring the absorbance at
565 nm and using the equation system reponed
previously.9'18

Table
PEG/

Syste

PEG
sul

a Syst
w/w) 
purity
the vo
and c
const
recov
crude
the ab
ratio b
and th
crude

RESULTS AND DISCUSSION
Partitioning of BPE from Porphyrídium cruentum
in PEG/sulphate ATPS
For the design of a particular ATPS extraction
process, once general conditions have been selected
on the basis of experience or process limitations (e.g.
polymer and salt type), more specific partitioning
conditions (polymer and salt concentration, volume
ratio, etc.) need to be established empirically.
Although PEG/phosphate ATPS have been more
extensively studied than other PEG/salt systems,
in previous reports15'19 the direct application of
PEG/phosphate ATPS after cell disruption did not
yield highly purified (purity >4.0) BPE. Furthermore,
phase separation in PEG/phosphate ATPS is unstable
at a system pH below 6.5.12-20 Thus evaluation
of the partitioning behaviour of BPE below pH
7.0 (under conditions cióse to its isoelectric point,
i.e. pH 4.2-4.421) was not feasible using ATPS
in which the salt-forming phase was phosphate.
Extraction using PEG/sulphate ATPS was evaluated
in the present study to investígate the partitioning
behaviour of BPE around its isoelectric point and
the benefit to the extraction stage of an increase
in protein recovery and purity. Table 1 illustrates
the efTects of changing the system pH (from 4.0
to 7.0) on the purity and top phase recovery of
BPE from PEG1450/sulphate ATPS. It is clear that
PEG/sulphate ATPS did not benefit either the purity
or the top phase recovery of BPE over the range
of pH studied. The purity of the initial BPE crude
extract decreased slightly from 0.7 to 0.58-0.62
after PEG/sulphate ATPS, as a result of which the
purification factor was less than 1.0 for all systems
evaluated (Table 1). In a previous repon20 on the
partitioning of a coloured protein (c-phycocyanin
produced by Spindina máxima) in PEG/sulphate
ATPS a modérate increase in purity of the protein was
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Recovery of B-phycoerythrin in ATPS

 1. Purity and top phase recovery of B-phycoerythrin from
sulphate ATPS3

Top phase
Purity of B- recovery of B- Purification

m pH phycoerythrin phycoerythrin (%) factor

1450/ 4.0
phate 5.0

6.0
7.0

0.60 ± 0.01
0.62 ± 0.01
0.60 ±0.01
0.58 ± 0.01

20.0 ±0.5
23.0 ± 0.5
21 .0 ± 0.5
20.0 ± 0.5

0.86
0.89
0.86
0.83

ems comprising PEG1450 (18.3% w/w) and sulphate (11.0%
were selected to evalúate the impact of ¡ncreasing pH on the
 and top phase recovery of B-phycoerythrin (BPE). For all systems
lume ratio (estimated from non-biological experimental systems)
oncentration of crude extract of BPE in the ATPS were kept
an! at 1.0 and 40% (w/w) respectively. The top phase BPE
ery is expressed relative to the original amount of BPE from
 extract loaded into the systems. The BPE purity is defined as
sorbance ratio ̂ 545 nm/^so nm. while the puriflcation factor is the
etween the BPE purity obtained at the top phase of the system
at from the BPE crude extract (i.e. purity of the BPE ¡n the initial
 extract was 0.7) loaded ¡nto the ATPS.

ciated with potential contamination due to the
ence of cell debris at the interface. Interface BPE
very was not experimentally determined owing to
resence of cell debris in this phase. It is possible
BPE concentrated at the interface or protein

ipitation (associated with an extremely low top
e BPE recovery, i.e. 20-23% in Table 1) together
 the accumulation of cell debris at the interface and
e top phase (data not shown) afifected the purity
e target protein as in the case of c-phycocyanin.
ough recent reports22"24 have shown successful
ications of PEG/sulphate ATPS for the recovery
arious biological producís such as plasmid DNA
ors, ricin B from tobáceo hairy root and proteinase
 tuna spleen, compared with PEG/phosphate
S,23 it is clear that alternative ATPS need to

onsidered in the case of BPE.

itioning of BPE from Porphyrídium cruentum
EG/dextran ATPS
 use of PEG/dextran ATPS was considered in
present study to further explore the potential
ase in purity of BPE from the crude extract.
eneral, the development of extraction processes
the recovery of macromolecules involving the
of PEG and dextran is limited for economic

ons. Thus applications of PEG/dextran ATPS
 focused on the recovery of high-value producís
 cultures of hybridoma cells,25 adenovirus and
virus producís26) in which the cost of the
icals used in the extraction process is justified

d on the price of the final product. In the case of
recovery of BPE using PEG/dextran systems, ihe
mercial cosí of highly purified BPE (US$50/mg6)
poientially justify the use of such ATPS. However,
omic aspects were nol considered ai this stage.

 driving forcé behind the use of PEG/dextran
S was the need lo esiablish an extraction process

 results in purity >4.0 for BPE produced by
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Tabte 2. Purity and top phase recovery of B-phycoerythrin from PEG/dextran ATPSa

System

PEG1450/dextran 40
PEG1450/dextran70
PEG1450/dextran 500
PEG1450/dextran500
PEG1450/dextran500

Volume
ratio Vr

1.6
1.0
1.0
1.6
2.3

Purity of B-
phycoerythrin

0.9 ±0.09
1.2 ±0.10
1.6 ±0.10
2.1 ±0.20
2.0 ±0.20

Top phase recovery of
B-phycoerythrin (%)

32 ± 3.0
27 ± 2.0
25 ± 2.0
70 ± 3.0
74 ± 3.0

Puriflcation
factor

1.3
1.7
2.3
3.0
2.9

a For each system the number 40, 70 or 500 represents the nominal molecular weight of dextran, i.e. 40 000, 70 000 or 500 000 g mol 1 respectively.
Vr was estimated from non-biological experimental systems as described in the Experimental section. The system pH and concentraron of crude
extract of BPE in the ATPS were kept constant at 7.0 and 40% (w/w) respectively. The top phase BPE recovery is expressed relative to the original
amount of BPE from crude extract loaded into the systems. The BPE purity is defined as the absorbance ratio ̂ 545 nm/^eonm, while the purification
factor is the ratio between the BPE purity obtained at the top phase of the system and that from the BPE crude extract (i.e. purity of the BPE in the
initial crude extract was 0.7) loaded into the ATPS.
P. cruentum. For all PEG/dextran ATPS characterised
by Fr > 1.0 (i.e. 1.0-2.3; Table 2), the initial purity
of the BPE crude extract (i.e. 0.7) increased after
ATPS. PEG1450/dextran 500 ATPS with Fr = 1.6
and 2.3 exhibited the highest ulereases in purity (from
0.7 to 2.1 and 2.0 respectively; Table 2), resultíng
in purification factors of 3.0 and 2.9 respectively.
Furthermore, the use of these two ATPS resulted
in a top phase recovery of BPE greater than 70%
compared with the 25-32% recovery obtained from
the other PEG/dextran systems evaluated (Table 2).
Although additional system parameters (e.g. PEG
and dextran concentración, VI} etc.) were evaluated
in PEG/dextran ATPS, an increase in purity above
2.1 was not achieved (data not shown). In previous
reports15'19 on the partitioning behaviour of BPE in
PEG/phosphate systems a BPE purity of 2.8-2.9
was obtained after cell disruption. Thus further
optimisation of the BPE extractíon process exploiting
PEG/dextran ATPS was not pursued. Furthermore,
it can be anticipated that the economic aspects
associated with the use of dextran will have an impact
on the commercial application of the ATPS process
that will need to be considered.

Partitioning of BPE from Porphyridium cruentum
in ATPS after isoelectric precipitation
In order to improve the performance of defined down-
stream processes, different bioengineering strategies
can be adopted. For the case of BPE primary recovery,
to achieve highly purified BPE, two general practi-
cal approaches were considered. The first approach
involved the further processing of the top PEG-rich
phase containing the partially purified BPE to increase
the purity above 4.0. The second approach considered
the processing of the BPE crude extract obtained from
the cell disruption stage prior to ATPS. Following
the success achieved with another coloured protein (c-
phycocyanin produced by 5. máxima20), it was decided
to process the top PEG-rich phase by ultrafiltration
to remove PEG and additional contaminant proteins.
However, after several attempts, no further increase
in BPE purity was achieved, probably owing to the
similarity of the molecular weights of the target pro-
tein and contaminamos. Consequently, processing of
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 was explored. From several techniques often
 in the early stages of downstream processing for
 product stream concentration and fractíonatíon,
ectric precipitation was selected. Isoelectric pre-
atíon, a well-established technique, is attractive
use it is easily adapted to large scale, uses simple
pment and can be done without denaturation of
gical products.27

e purity and recovery of BPE produced by
uentum from a precipítate obtained by isoelectric
pitation relative to the system pH are illustrated
g. 1. Examination of the isoelectric precipitation
E crude extract shows that the highest purity and
in contení (expressed as protein recovery) of the
t protein resulted at pH 4.0 (cióse to the BPE
ectric point, pH 4.2-4.421), with about 77% BPE
ery and a purity of 1.8. This represents a 2.6-fold
ase in purity relative to the initial purity of the
 crude extract after cell disruption (i.e. 0.7). The
rnatant from the isoelectric precipitation was also
ined. However, the purity of BPE did not increase
only low BPE recovery (less than 25%) was
ved. Thus the BPE crude precipitate obtained
oelectric precipitation at pH 4.0 was selected to
 ATPS. The purity and top phase recovery of
 from PEG/dextran and PEG/phosphate ATPS
ed with resuspended BPE precipitate obtained
oelectric precipitation are illustrated in Table 3.
1450/dextran 500 and PEGlOOO/phosphate were
ted based upon results from tnis work and from a
ious report by our group19 respectively. It is clear
PEG/phosphate was superior to PEG-dextran

S in increasing BPE purity after isoelectric
ipitation. For the selected PEG/dextran, although
 BPE recovery was achieved (i.e. 92-95%;
e 3), no significant benefit in protein purity was
ined by exploiting precipitation and ATPS. BPE
y obtained from isoelectric precipitation did not
ase when extraction with PEG/dextran ATPS was
ied (i.e. purification factor 1.0-1.2; Table 3). In
rast, PEG/phosphate ATPS extractions resulted
 increase of 2.1-2.3 in the purity of the initial

 precipitate loaded into the systems (i.e. 1.8).
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Figure 1. Purity and recovery of B-phycoerythrin (BPE) produced by Porphyridium cruentum from a precipítate obtained by isoelectric
precipitaron. The BPE recovery (D) and purity (•) from the precipítate (produced as reponed in the Experimental section) are expressed relative to
the system pH. The BPE recovery was estimated relative to the original amount of BPE initially present in the crude extract. The BPE purity is
defined as the absorbance ratio Asts n

Table 3. Purity and top phase recovery of B-phycoerythrin from ATPS loaded with Porphyridium cruentum crude extract obtained by isoelectric
precipitation3

System

PEGIOOO/phosphate

PEG1450/dextran500

PEG
(% w/w)

29.5
18.0
12.0
14.0

Saltor
dextran (% w/w)

9.0
15.0
12.0
11.0

Purity of B-
phycoerythrin

4.1 ± 0.2
3.7 ± 0.2
1.8 ±0.1
2.1 ±0.2

Top phase recovery of
B-phycoerythrin (%)

95 ±3.0
88 ±2.0
95 ±2.0
92 ± 2.0

Purification
factor

2.3
2.1
1.0
1.2

3 For all systems the pH and concentration of crude extract of BPE in the ATPS were kept constant at 7.0 and 40% (w/w) respectively. The volume
ratios for both PEG/phosphate systems were kept constant at 1.0 and for both PEG/dextran systems were greater than 1.0 (¡.e. 1.6 and 2.3 as in
Table 2). The top phase BPE recovery is expressed relative to the original amount of BPE from crude extract loaded into the systems. The BPE
purity is defined as the absorbance ratio ^545tm/Azeonm, while the purification factor is trie ratio between the BPE purity obtained at the top phase
of the system and that from the BPE crude extract (i.e. purity of the BPE in the initial crude extract was 1.8) loaded into the ATPS.
PEGIOOO/phosphate comprising 29.5% (w/w) PEG,
9.0% (w/w) phosphate, a volume ratio (Fr) equal
to 1.0, a system pH of 7.0 and loaded with 40%
(w/w) of the BPE extract generated by precipitation
achieved the highest protein purity, resulting in
highly purified (purity >4.0) BPE (Table 3). This
result represents a 5.9-fold increase in purity over
the BPE crude extract from cell disruption (purity
0.7) after precipitation and ATPS (purity 1.8
and 4.1 respectively; Table 4). It is possible that
the addition of the precipitation stage eliminated
additional contaminant proteins, resulting in a better
performance of the PEG/phosphate ATPS extraction.
Apparendy, die máximum capacity of PEG/dextran to
accumulate BPE in the top phase for this particular
system was already achieved and, since the general
mechanism of the partitioning of BPE in PEG/dextran
ATPS is not clear, further characterisatíon is required
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al objectíve of recovering highly purified BPE was
dy achieved, so additional experiments involving
/dextran ATPS were not pursued. However, it
ticipated that better results would be expected
extended experiments with PEG/phosphate

S involving additional system parameters after
pitation. This assumption is based on the
ased BPE purity of a crude extract from disrupted
uentum reponed when a process for the primary
ery of BPE was developed using PEG/salt
S.15

e general process proposed for die recovery of
y purified BPE from P. cruentum is presented
 simplified manner in Fig. 2. This process
aracterised by three unit operations for the
stream processing to produce BPE widí a purity
1. Although die process reponed by Bermejo
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Table 4. Protein recovery and purity from each unit operation of the process for the recovery of B-phycoerythrin (BPE)a

Process stage

Cell disruption
Total volume (dm3)
Biomass concentration (g dm~3)
Total biomass (g)
BPE concentration (mg drrT3)
BPE purity (4545nm/X\280nm)
Total BPE (mg)

Precipitation
HCI addition (dm3)
Total volume (dm3)
Biomass concentration (g dm"3)
Total biomass (g)
BPE concentration (mg dnT3)
BPE purity ^545nm/A>80nm)
Total BPE (mg)

PEG/phosphate ATPS extracten
PEG + PO4 addition (dm3)
Total volume (dm3)
Biomass concentration (g dm~3)
Total biomass (g)
BPE concentration (mg drrr3)
BPE purity ^545 nm/^280 nm)
Total BPE (mg)

Inlet
stream

0.10
250
25.0

0.01
0.10

250
25.0

220
0.70

22.0

0.16
0.11

230
25.0

140
1.80

17.0

Outlet Recovery from Process
stream each stage (%) recovery (%)

0.10
250
25.0

220
0.70

22.0 100 100

0.11
230
25.0

140
1.80

17.0 77.0 77.0

0.27
93
25.0
50.0
4.1

16.0 95.0 72.0

Purification
factor

1.0

2.6

5.9
3 The biomass concentration after cell disruption is expressed as wet weight/volume. The purity, concentration and recovery of BPE from each step
were estimated as described in the Experimental section. The purification factor is the ratio between the BPE purity obtained after and before each
unit operation.

Fermentation
Porphyridium

cruentum
fe*

1
Cell disniptíon ^

BPE precipitation

T
^-¿

Supernatant ' .Isoelectnc pH

i w'
PEG/phosphate

ATPS
extractíon

adjustmentbyHCl PEG + PO4
addition *

B-phycoeiythrin (BPE)
(4.1 purity)

BPE process recovery of 72%

Figure 2. Simplified representaron of the proposed process using aqueous two-phase systems for the recovery of B-phycoerythrin produced by
Porphyridium cruentum. A biomass recovery step after fermentation is added to elimínate the supematant. The biomass paste is then resuspended
and processed for cell disruption by sonication. Precipitation by pH reduction is achieved by addition of 0.1 mol dm~3 HCI. After precipitation a
stock solution of PEG and phosphate is added for ATPS extraction. Process information on the streams from each unit operation is detaiied in
Table 4.
et al.10 also considered three unit operations to obtain
purified BPE, two of them are chromatography
steps that raised potential constraints regarding the
economics and the complex nature of the process.
In contrast, the proposed ATPS process involves
unit operations that are simple and easily adaptable
on a large scale (i.e. precipitation and ATPS). The
protein recovery and purity obtained after each process
stage are illustrated in Table 4. The information
presented considere the increase in volume caused by
the addition of HCI and chemical-forming phases in
the precipitation and ATPS stages respectively. The
total amount of processed wet biomass throughout
the entire process was assumed to remain constant

and
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acc
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of 
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a c
and
cau
the 
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pre
 no losses were considered between each unit
ration. However, BPE recovery valúes take into
ount the losses occurring during each of the
erent streams of die process. The estimation
the mass balance of the proposed process was
ed upon lOOcm3 of 25% (wet w/v) disrupted

ass. After cell disruption an extract resulted with
oncentration and purity of BPE of 220 mg dm~3

 0.7 respectively (Table 4). Isoelectric precipitation
sed a dilution of the BPE crude extract by

addition of O.lmoldm"3 HCI (10% of the
me of the extract). The process stream from

cipitation exhibited a concentration and purity of
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BPE of 140mgdm~3 and 1.8 respectívely. A 2.6-
fold increase in purity of the BPE was obtained from
this stage. The total amount of BPE obtained from
the precipitation stage (i.e. 17mg) represents 77%
recovery of the BPE contained in the crude extract.
ATPS produced a process stream with 16 mg of highly
purified (purity 4.1) BPE. It can be anticipated that
with this proposed process approximately 0.64mg
of BPE can be potentially produced from l.Og of
wet biomass. The research presented here resulted
in a recovery process that increased the protein
purity up to 5.9 times with respect to the purity of
the initial crude extract, producing an overall BPE
recovery of 72% with a purity of 4.1 and potential
economic valué as high as US#50/mg (Table 4). A
direct comparison of the newly proposed process
with the existing protocol involving chromatography
steps10 highlights the superiority of the current
approach. This novel process greatly simplifies the
way in which BPE produced by P. cruentum can
be recovered, with significant scope for commercial
application.

CONCLUSIONS
This paper reports a simplified process based upon
isoelectric precipitation and aqueous two-phase sys-
tems for the fractionation of cell homogenate of
P. cruentum to obtain highly purified (purity >4.0)
B-phycoerythrin. It has been shown that PEG/sulphate
and PEG/dextran ATPS are unsuitable for the devel-
opment of a process to recover highly purified BPE. In
contrast, PEG/phosphate ATPS proved to be suitable
for the recovery of purified BPE after an additional
stage of isoelectric precipitation. Processing of cell
homogenate of P. cruentum by isoelectric precipitation
resulted in an increase in purity of the target pro-
tein from the BPE crude extract and enhanced the
performance of the subsequent ATPS. The operat-
ing conditions established for the PEG1000/phosphate
ATPS extraction resulted in a process for the recov-
ery and purification of BPE from P. cruentum. These
conditions concentrated the protein preferentially to
the top PEG-rich phase and the contaminaras to
the opposite phase. The recovery process developed
involved the use of the conventional technique of iso-
electric precipitation prior to PEG/phosphate ATPS
extraction, which further increased the purity of BPE
by the elimination of contaminan! proteins. Overall,
the results reponed here demónstrate the potential
application of ATPS together with isoelectric pre-
cipitation for the recovery of purified BPE as a
first step in the development of a commercial pro-
cess.
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New aqueous two-phase systems based
on poly(ethylene oxide sulf ide) (PEOS)
and potassium phosphate for the potential
recovery of proteins
Tanhia Hernandez-Mireles and Marco Rito-Palomares*
Centro de Biotecnología, Departamento de Biotecnología e Ingeniería de Alimentos, Instituto Tecnológico y de Estudios Superiores de
Monterrey, Ave. Eugenio Garza Sada 2501 Sur, Monterrey, NL 64849, México

Abstract: A new aqueous two-phase system (ATPS) based on a degradable polymer called poly(ethylene oxide
sulfide) with a molecular weight of 33 000 gmol'1 (identified as PEOS-12) and potassium phosphate was exploited
for the potential recovery of proteins. An initial characterisatíon of the ATPS was achieved by the construcción of
a phase diagram for the PEOS-12/phosphate system. The protein partítíoning behaviour of lysozyme and bovine
serum albumin (BSA), selected as single model proteins, and B-phycoerythrin (BPE) produced by Porphyridium
cruentum in the new ATPS under increasing tíe Une length (TLL) conditions at constant phase volume ratío (Fr)
and system pH was investígated. Both single proteins parütioned in the new ATPS, initially exhibitíng bottom
phase preference; however, lysozyme changed phase preference when TLL was increased. Fractíonatíon of a
complex model (productíon of BPE by P. cruentum) using PEOS-12/phosphate ATPS was performed to evalúate
the potential protein recovery from fermentation broth or cell homogenate. The proposed new ATPS proved to
be suitable for the potential recovery of BPE from crude extract of P. cruentum. In general, a system comprising
Fr = 1.0,18% (w/w) PEOS-12,8% (w/w) phosphate and 30% (w/w) TLL atpH 7.0 provided conditions to concéntrate
BPE into the bottom phase (i.e. partitioning behaviour of BPE; lnATBpE = -1.8) with a protein recovery of 84%.
The fíndings reported here demónstrate the potential application of the new ATPS for the recovery of proteins
from complex biological suspensions.
© 2006 Society of Chemical Industry

Keywords: poly(ethylene oxide sulfide); protein recovery; aqueous two-phase systems
INTRODUCTION
Aqueous two-phase extractíon represents a powerful
technique for separation, concentration and purifica-
tion of proteins, cells or organdíes and other biological
producís. Aqueous two-phase systems (ATPS) have
been extensively exploited to sepárate and purify
proteins, without significant denaturing effects, from
crude materials such as cell extracts, downstream
broths and culture nitrales, because insoluble cell
debris usually accumulates in one of ihe iwo phases.1
ATPS are formed when, for example, lwo hydrophilic
bul incompatible polymers such as poly(ethylene gly-
col) (PEG) and dextran or a hydrophilic polymer and a
salí (e.g. phosphale, citrale, sulfate) are simulianeously
dissolved in waier. Polymer/sali ATPS are commonly
preferred over polymer/dexiran ATPS because of their
lower cost, lower viscosity and shorter time required
for phase separation.1'3

In order to improve some of the advantages
of ATPS, aliemative two-phase systems have been
developed.4"6 A detailed evaluation of these new
types of ATPS and their applications is given in
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omplexity associated with the preparation of the
fied systems, the cost of the resulting processes
the effect on the overall process recovery are
rs that have to be considered in the generic
cation of these alternative ATPS. In this context
ynthesis of a new PEG derivative degradable
ductive conditions, poly(ethylene oxide sulfide)
S), was reported recently.7 However, this new
er was presented in the light of its importance

livery systems, because it facilítales solubilisation
ng-term circulation of drugs, genes or proteins.

eneral, PEG is one of the most widely used
ers in fields such as drug or gene delivery,8'9 cell

n,10 protein PEGylation,11 etc. Although PEG
s no toxicity in mammalian cells because of the
ce of degradable ether bonds in its backbone,
pplication of PEG for controlled reléase in drug
ery on the basis of degradable bonds is limited.7
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The new PEG derivative PEOS has disulfide bonds
within the PEG backbone which make it stable in the
oxidative environment of the cell exterior, but it can be
degradad in the cell interior. Such properties make it
useful as a drug delivery material in which the polymer
degrades after cell uptake. In this context the potential
combined benefits of protein partítion and delivery by
using PEOS as a chemical forming phase of a new
ATPS represent an interestíng alternative to pursue.

In the present study the potential use of PEOS
and potassium phosphate to establish a new ATPS
for the recovery of proteins was investigated. A
PEOS/phosphate binodal curve was constructed as a
first step in the characterisation of the new ATPS. The
protein partítioning behaviour in the PEOS/phosphate
ATPS was examined using single model systems
characterised by two commercial purified proteins
(lysozyme and bovine serum albumin). A repre-
sentatíve complex model system (production of B-
phycoerythrin by Porphyridium cruentum) was selected
to evalúate the potential of the new ATPS for the
fractionation of proteins of microbial origin. This
research provides an insight into the applicatíon of
the new ATPS based on PEOS for protein recovery,
with potential benefits to the field of drug deliv-
ery.

EXPERIMENTAL
Characterisation of PEOS/phosphate two-phase
system
PEOS with a molecular weight of 33 000 g mor1

(identífied as PEOS-12) was synthesised in the Chem-
istry Department of ITESM, Monterrey, México fol-
lowing the protocol recently reponed by Lee et al.1
Briefly, tosylated oligo ethylene oxide (Sigma Chemi-
cals, St Louis, MO, USA) was thioacetylated, deacety-
lated by NH3 and polymerised in dimethyl sulfoxide
solution to yield PEOS-12. Stock solutions of PEOS-
12 (50% w/w) and dipotassium hydrogen orthophos-
phate/potassium dihydrogen orthophosphate (30%
w/w) were used to estímate the PEOS-12/phosphate
binodal curve by the cloud point method.12 The sys-
tem tíe Une length (TLL), which represents the length
of the Une that connects the compositíons of the top
and bottom phases of a defined ATPS, was calculated
as described by Albertsson.13

Experimental systems
In order to perform the partitioning experiments in
the new ATPS, two types of experimental vehicle were
selected, namely single model systems characterised
by stock solutions of commercial purified proteins
(lysozyme and bovine serum albumin (BSA); Sigma
Chemicals) and a complex model system characterised
by a crude extract of B-phycoerythrin (BPE) from cell
homogenate of P. cruentum. The alga was cultívated
in the culture médium previously defined by Bermejo
et al.,1* following a protocol previously described by
Benavides and Rito-Palomares.15 Briefly, P. cruentum
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rown in batch culture (1 dm3 Erlenmeyer flasks)
-25°C under natural light conditíons; agitatíon
aeration were provided with an airflow rate

.2cm3s~1 using a peristaltic pump (Élite 799,
C. Hagen Corp., Mansfield, MA, USA). The
were allowed to grow for 30days and were
harvested by centrifugation (Eppendorf 5415C,
bury, NY, USA) at 1000 x g for 5min. After
sting, cell disruption was carried out in a 50 cm3

 test tube using a sonicator (Branson 1510,
ón Ultrasonic Corp., Danbury, CT, USA).
fragmentatíon was verified using an optical

oscope (Olympus CK2 Olympus, Melville, NY,
. The homogenate obtained as a result of cell
ption of the P. cruentum biomass was referred
 BPE crude extract and included the cell debris
rated.

ous two-phase experiments
onvenience, ATPS were prepared on a fixed mass
. Predetermined quantities of stock solutions of
S-12 (50% w/w) and potassium phosphate (30%
(see Table 1) were mixed with either a single

el system (containing a 2mgcm~3 stock solution
mmercial purified protein, either lysozyme or

 or a complex model system (containing 10%
BPE crude extract from cell homogenate of

ruentum) to give a final weight of 1.5g. The
 solutions (PEOS-12 or salt) were mixed and
hases were dispersed by gentle mixing for 30min
 °C. Fine adjustment of the pH was made by

tion of orthophosphoric acid or sodium hydr oxide.
plete phase separation was achieved by low-
 batch centrifugation at ISOOx^ for 20min
 °C. Estímales of the volumes of the top and
m phases and soüds were made in graduated
ifuge tubes. The volumes of the phases were
 to estímate the volume ratio (volume of the
hase/volume of the bottom phase, Fr). Samples
 carefully extracted from the BPE crude extract
from the top and bottom phases of the ATPS
diluted for biochemical analysis. The protein
entration in the samples was estímated following
ethod of Bradford.16 Subsequently the protein

tion coefficient (concentration of protein in the
phase/concentration of protein in the bottom
e, K) was calculated. The top and bottom phase
in recoveries were estimated as the amount of
in present in the upper or lower phase (volume
e phase x protein concentration in the phase)
expressed relative to the original amount loaded
the system. The results reported are averages
ree independent experiments, and errors were
ated to be a máximum of ±10% of the mean
.

ULTS AND DISCUSSION
rder to initiate the characterisation of the new
S, a phase diagram or binodal curve is needed. A
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Figure 1. Sinodal curve of the poly(ethylene oxide sulfidej/phosphate
system at 25 ± 2 °C and pH 7.0. The four systems (1 -4; see Table 1
for their composition and tie line lengths) were selected with a volume
ratio cióse to 1.0 and increasing tie line length to evalúate the protein
partitioning behaviour in the new ATPS. The binodal curve was
obtained as described in the Experimental section.

binodal curve can be constructed by determining the
compositions of the top and bottom phases of a series
of systems in which the concentrations of chemical
forming phases are varied. In the present study the
cloud point method, an alternative practical approach
for the construction of the binodal curve, was used.
This method exploits the first appearance of turbidity,
which indicates that the system is about to enter the
two-phase área, when a concentrated solution of the
polymer is added to dropwise with a solution of salt.
The binodal curve of the new PEOS-12/phosphate
ATPS obtained by the cloud point method12 is
depicted in Fig. 1. The shape of the curve is similar
to that from traditional PEG/phosphate ATPS with
high-molecular-weight PEG, e.g. 20000gmor1,17 in
which a reduced (with respect to ATPS with low-
molecular-weight PEG) concentration of salt and
polymer is required to form two phases (the binodal
shift to the origin). It has been reported13-18 that,
in polymer/polymer ATPS, phase formation depends
on the hydrated surfaces of the two species being
sufñciently incompatible to genérate phase separation.
In contrast, phase separation in polymer/salt systems
was initially associated with differing interactíons with
the ether dipoles of the polymer chain.19 However,
this explanation has not been widely adopted. Thus
the descriptive mechanism in systems composed of
polymer and salt remains unclear.20'21 In this study,
once the binodal curve of the new ATPS was
established, four systems (1-4 in Fig. 1 and Table 1)
were identífied in the two-phase área of the diagram
to evalúate the protein partitioning behaviour in
the PEOS-12/phosphate ATPS. These systems were
characterised by increasing TLL (from 30 to 50%
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 1. Systems selected for evaluation of the protein partitioning
iour in the new ATPSa

m

Poly(ethylene
oxide sulfide)
(PEOS-12)

(% w/w)

18.0
19.0
21.0
23.0

Phosphate
(% w/w)

7.8
8.0
8.3
8.5

System
volume
ratio V,

0.9 ±0.10
0.95 ±0.10
1.09±0.10
1.2 ±0.12

Tie line
length (TLL)

(% w/w)

30.0
35.0
42.0
50.0

ems comprising poly(ethylene oxide sulfide) (PEOS-12) of
ular weight 33 000 g mor1 and phosphate (systems 1-4) were
ed to evalúate the impact of increasing TLL on the partitioning
iour of selected proteins. V, was estimated from blank non-
ical systems. The TLLs of the systems were estimated from the
osition of PEOS-12 and phosphate (columns 2 and 3), and all
s were assembled at pH 7.0 as described in the Experimental

n.

), constant volume ratio (Fr cióse to 1.0) and a
m pH of 7.0.
fore studying the potential of the new ATPS for
fractionation of proteins of microbial origin, the
in partitioning behaviour in PEOS-12/phosphate
ms was evaluated using single model systems.
e systems took no account of the influence on
performance of ATPS of the whole range of
ins and contaminants such as pigments and
r biopolymers (lipids, carbohydrates, etc.) and
debris which may be present in a common
entation broth. For the examination of the
tioning behaviour of proteins in the new ATPS,
actical approach exploiting the effect of TLL on
protein partition coefficient was used. Figure 2
trates the impact of increasing TLL on the protein
tion coefficient for both purified proteins and BPE
 the crude extract. It is clear that partitioning of
ins occurred in the new ATPS. As expected
 an ATPS comprising a high-molecular-weight
mer, the majority of the proteins loaded into the
ms concentrated in the lower phase at low TLL
30% w/w). In the case of lysozyme the results
ed that increasing TLL caused the partition

ficient to rise. Furthermore, this particular protein
bited shifting phase preference behaviour (from
om to top phase preference) when TLL increased
 changed from -1.3 to 0.42 as TLL increased
 30 to 50% w/w; Fig. 2). Such partitioning
viour may be explained, as in the case of

itional ATPS, by the low molecular weight of
protein (14 400 g mol"1) associated with changes
e free volume22 and density of the phases.12 The
ity of the PEOS-12-rich phase was estimated as
 g cm~3 and that of the phosphate-rich phase as
gcm-3.
has been reported for several experimental

cles1 that the free volume in the bottom phase
 common PEG/phosphate ATPS decreases when
 is increased.22 As a result, the protein (in this
 lysozyme) in the lower phase may be forced
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Figure 2. Influence of system tie line length (TLL) on protein
partitioning behaviour in PEOS-12/phosphate ATPS. The TLLs of the
systems were estimated from the composition of PEOS-12 and
phosphate as described in the Experimental section. The protein
partition coefficient of lysozyme (Á), bovine serum albumin (•) and
B-phycoerythrin (•) represents the ratio of the concentration of the
selected protein in the phases and is expressed as In K and relative to
TLL For all systems the volume ratio (estimated from non-biological
systems) and pH were kept constant at 1.0 and 7.0 respectively.

to migrate to the top phase; such migration was
facilitated by the low size or molecular weight of the
protein. It is important to point out that at low TLL
(i.e. 30% w/w) the partition coefficient of lysozyme
CKLys) was less than 1.0 (üi.K"Lys < 0.0; Fig. 2). A
protein partition coemcient valué (K) less than 1.0 is
obtained when the protein concentration in the lower
phase is greater than that in the upper phase. In the
case of lysozyme loaded into the PEOS-12/phosphate
ATPS, this protein concentrated predominantly in
the phosphate-rich bottom phase (lysozyme bottom
phase recovery of 77% in Table 2). However, when
TLL increased, the protein tended to concéntrate
in the top phase (lysozyme top phase recovery of
59% at TLL of 50% w/w in Table 2). In the case of
the partitioning behaviour of BSA (molecular weight
66 200 g mol"1) in the new ATPS, it is clear that,
regardless of the increment in TLL, a low protein
partition coemcient (UI.KBSA < 0.0) was obtained,

whic
lowe
in T
Such
free 
phos
top P
using
has b
of sh
volum
low 
prob
migr
mole
the a
phas
on s
on th
exclu
in AT
that 
Thu
beha
be a
of m
the f
(i.e. 
12/p

BP
com
the 
a bi
the 
phas
This
into 
(Tab
30 t
of B
—0.
botto
lysoz
eval
were
Rega
and 
h means that the concentration of protein in the
r phase (BSA bottom phase recovery of 91-95%
able 2) was superior to that in the top phase.
 partitioning behaviour may be explained by the
volume available for protein dissolution in the
phate-rich phase. Partitioning of BSA into the
EG-rich phase in common ATPS is favoured by
 PEG of low molecular weight.23 Such behaviour
een attributed to the fact that the interaction net
ort polymer chains generales a lower excluded
e than that created by long chains. PEG of

molecular weight helps to overeóme saturation
lems in the top phase and therefore BSA is able to
ate to the top phase. However, an increase in the
cular mass of PEG in the system causes a shift in
ccumulation of BSA from the top to the bottom
e. The effect of increasing molecular mass of PEG
olute partitioning behaviour has been explained
e basis of protein hydrophobicity24'25 and phase
ded volume.19'26 Clearly, the behaviour of BSA
PS with high-molecular-weight PEG is similar to

observed in the new PEOS-12/phosphate ATPS.
s the suggested explanation for the partitioning
viour of BSA in PEG/phosphate ATPS can also
pplied to the new ATPS. Once the partitioning
odel proteins in the new ATPS was proved,
ractionation of a complex biológica! suspensión
crude extract from P. cruentuni) in the PEOS-
hosphate ATPS was evaluated.
E produced by P. cruentum was selected as a

plex model system to evalúate the potential of
new PEOS-12/phosphate ATPS to fractionate
ológica! suspensión for protein recovery. As in
case of model proteins, BPE exhibited bottom
e preference behaviour (UI.KBPE < 0.0; Fig. 2).
 implies that more than 60% of the BPE loaded
the ATPS concentrated in the lower phase

le 2). Furthermore, an increase in TLL (from
o 50% w/w) caused the partition coemcient
PE to rise (ÜI.KBPE increased from —1.85 to

80). However, a shift in phase preference from
m to top phase (like the one observed for
yme) was not observed within the range of TLL

uated. In the case of cell debris, such contaminants
 concentrated at the interface (data not shown).
rding the potential protein recovery, for single
complex model systems a total mass balance
Table 2. Influence of system tie line length on protein recovery from PEOS-12/phosphate ATPS3

Tie line
length (TLL)
(% w/w)

30.0
35.0
42.0
50.0

Top phase
recovery of

lysozyme (%)

21 .5 ± 2.0
26.4 ± 2.0
41 .5 ± 4.0
59.0 ±5.0

Bottom phase
recovery of

lysozyme (%)

77.0 ±7.0
61 .3 ± 6.0
47.6 ±4.0
30.0 ±3.0

Top phase
recovery of

BSA (%)

6.2 ± 0.5
3.2 ±0.3
3.8 ± 0.3
3.0 ± 0.3

Bottom phase
recovery of

BSA (%)

93.3 ± 4.0
91.0 ±4.0
91.0 ±4.0
95.0 ± 5.0

Top phase
recovery of B-

phycoerythrin (%)

14.0 ±1.2
15.0 ±1.5
16.0 ±1.5
29.0 ± 2.0

Bottom phase
recovery of B-

phycoerythrin (%)

84.7 ± 4.0
65.0 ± 4.0
68.0 ± 4.0
64.0 ±4.0

aThe composition of the systems is given in Table 1. The top and bottom phase recoveries are expressed relative to the original amount of
each selected protein (i.e. lysozyme, bovine serum albumin (BSA) and B-phycoerythrin) loaded into the systems. For all systems the volume ratio
(estimated from non-biological experimental systems) and system pH were kept constant at 1.0 and 7.0 respectively.
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was not met for all the selected ATPS (sum of top
and bottom phase protein recoveries of Table 2 for
each protein). This phenomenon can be associated
with protein precipitation or concentration at the
interface.27 In general, from the ATPS studied, a
system comprising Fr=1.0, 18% (w/w) PEOS-12,
8% (w/w) phosphate and 30% (w/w) TLL at pH
7.0 provided conditíons to concéntrate BPE into the
bottom phase (i.e. partitioning behaviour of BPE;
IH.KBPE = —1-8) with a protein recovery of 84%
(Fig. 2 and Table 2). It is clear that partitioning of
BPE in the new PEOS-12/phosphate ATPS has been
shown, thus invitíng consideration of the potential
generic applicatíon of this ATPS for the recovery
of proteins from crude extracts. The proposed new
ATPS represents a useful technique to concéntrate
particular target proteins in either the top or the
bottom phase of the system. A potential process in
which the target protein concentrated in the top phase
will benefit from the degradability of the polymer
(PEOS-12) for drug delivery7 can be developed. In
this case, once the protein of interest is concentrated
in the PEOS-rich top phase, polymer removal can be
achieved by exploiting the degradable nature of the
new polymer. In contrast, bottom phase target protein
preference can benefit from the new ATPS in a back-
extraction scheme of a two-stage ATPS approach.1
We have successfully exploited the potential of the
new ATPS to partítion proteins with outcomes similar
to those observed in well-known ATPS. However,
at this stage the partitioning behaviour and the
mechanism governing the partitioning of proteins in
PEOS-12/phosphate ATPS cannot be fuUy explained
and further characterisatáon is required to clarify such
phenomena in order to raise further the practical
applicatíon of the technique for process development
and enhancement.

CONCLUSIONS
To our knowledge, this is the first study to report the
phenomenon of protein partitioning in a new PEOS-
12/phosphate ATPS. The initial characterisation of the
phase diagram of this new system based on PEOS-12
was achieved. It was shown that the selected proteins
partitioned preferentially to the bottom phase of the
ATPS. A shift in phase preference of lysozyme was
observed when TLL was increased. The new PEOS-
12/phosphate ATPS preved to be suitable for the
potential recovery of BPE from the crude extract of
P. cruentum. Overall, a system comprising Fr = 1.0,
18% (w/w) PEOS-12, 8% (w/w) phosphate and 30%
(w/w) TLL at pH 7.0 concentrated BPE into the
bottom phase (i.e. partitioning behaviour of BPE;
UI.KBPE = —1.8) with a protein recovery of 84%. The
proposed new ATPS represents a useful technique
to concéntrate particular target proteins in either the
top or the bottom phase of the system. Although
characterisation of the performance of the PEOS-
12/phosphate ATPS can be improved by further
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igation, these findings demónstrate the potential
ation of the new ATPS for the recovery of
s from complex biológica! suspensions.
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