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Dezvoltarea si aplicarea tehnologiilor de inginerie enzimatica, folosind enzimele pentru hidroliza ficocianinei si
producerea peptidelor bioactive, deschide noi perspective de utilizare a lor in calitate de agenti anticancer, antimicro-
bieni, antioxidativi, antihipertensivi etc. Largirea spectrului de peptide produse in baza enzimolizei ficocianinei poate fi
efectuata prin utilizarea in acest scop a enzimelor proteolitice cu specificitate diferita. In lucrare sunt analizate spectrele
UV ale hidrolizatelor triptice sumare ale ficocianinei si descrise unele metode de separare si analiza a fractiilor peptidice
din hidrolizat.
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ALGAL BIOACTIVE PEPTIDES AND THEIR PERSPECTIVE USE AS THERAPEUTIC AGENTS

Development and application of enzyme engineering technologies using enzymes for the hydrolysis of Phycocyanin
and production of bioactive peptides opens up new prospects for their use as anticancer, antimicrobial, antioxidant,
hypotensive agents. Diversification of the range of produced peptides can be performed by the enzymolysis and using
of the proteolytic enzymes with diverse specificity for this purpose. The paper presents the UV spectra of summary
tryptic phycocyanin hydrolysates and some methods of separation and analyzing of peptide fractions.
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Introducere

In ultimele decenii peptidele sunt pe larg utilizate in calitate de agenti anticancerigeni, antioxidanti, anti-
microbieni, antihipertensivi, cito- si imunomodulatorii [2-3,5]. Peptidele bioactive pot fi obtinute atit prin
sinteza chimica, cét si din surse naturale de origine vegetala si animala. In legdtura cu faptul ci multe proteine
alimentare, inclusiv cazeina, provoaca unele efecte adverse, inclusiv alergii nu doar la copii, dar si la varstnici,
ele sunt substituite de peptide produse prin fermentatia proteinelor [11].

Cu toate ca multe specii de alge si cianobacterii, in special Spirulina platensis, se caracterizeaza printr-un
continut bogat de proteine, totusi sunt intr-un numar limitat cercetarile destinate utilizarii algelor ca surse de
peptide bioactive, obtinute prin hidroliza enzimatica a proteinelor.

Este cunoscut ca stresul oxidativ este un factor important in geneza multor boli, cum ar fi cancerul, mala-
diile cardiovasculare si cele degenerative. Utilizarea intensa a medicamentelor sintetice anti-aging (anti-im-
batranire) poate provoca efecte secundare asupra organismului. Prin urmare, este important de a utiliza anti-
oxidanti si remedii naturale cu efecte benefice asupra organismului. Un rol incontestabil in acest context re-
vine ficocianinei, extrase si purificate din biomasa de spirulina [7,11,11,22,]. Au fost deja efectuate numeroase
studii privind activitatea antioxidanta a ficocianinei [4,8,20]. Ea are multe functii biologice, cum ar fi efect
anticancer [6,9,15,28], activitate antibacteriana [22], antimalarie [19] si alte activitati [20]. Astfel, cercetarile
efectuate in ultimul deceniu au scos in evidentd céd ficocianina poate intarzia senescenta, manifestd efect
antitumoral si antimicrobian si poate fi utilizatd ca remediu natural in profilaxia si tratarea diverselor maladii.

In ultimii ani a sporit interesul cercetitorilor fatd de proteinele functionale sau peptidele bioactive din
algele marine [13]. Acest fapt se datoreaza proprietatilor lor specifice cu efecte benefice asupra sanatatii.

In ce priveste strategia de obtinere a peptidelor bioactive din proteine algale marine, ea este discutati
detaliat de unii autori si este bazata pe hidroliza enzimatici a extractului proteic [21]. Intregul proces include
etapele: uscarea biomasei algale, distrugerea peretilor celulari, extragerea componentelor solubile intracelu-
lare, tratarea extractului prin hidroliza proteolitica si obtinerea hidrolizatului proteic, izolarea si purificarea
peptidelor din hidrolizat si determinarea secventei aminoacide si a masei moleculare ale acestora.

Recent, unii cercetatori si-au concentrat eforturile asupra investigarii unor noi peptide produse din Spirulina
platensis, Spirulina maxima si Chlorella vulgaris.
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Printre primele cercetari referitoare la obtinerea unor fractii peptidice prin digestia pepticd a proteinelor
din Chlorella vulgaris si Spirulina platensis pot fi mentionate cele efectuate de K.Suetsuna si J.R. Chen [26].
Fractiile peptidice au fost purificate prin cromatografie de schimb ionic si gel-filtrare si s-a stabilit efectul lor
de inhibare a enzimei de conversie a angiotensinei 1 (ACE). Administrarea orald a fractiilor peptidice la so-
bolanii hipertensivi in doza de 200 mg / kg de greutate corporala a condus la efecte antihipertensive marcate.
Separarea ulterioara a fractiilor peptidice prin cromatografie HPLC a permis obtinerea urmatoarelor peptide
bioactive, derivate de la Chlorella vulgaris: 1le-Val-Val-Glu, Ala-Phe-Leu, Phe- Ala-Leu, Ala-Glu-Leu si
Val-Val-Pro-Pro-Ala. In cazul hidrolizatului din Spirulina platensis au fost identificate peptidele Ile-Ala-Glu,
Phe-Ala Leu, Ala-Glu-Leu, Ile-Ala-Pro-Gly si Val-Ala-Phe [26].

Sunt raportate si alte studii referitoare la obtinerea peptidelor bioactive prin hidroliza cu pepsind a deseu-
lui proteic din biomasa de Chlorella pyrenoidosa si stabilitd activitatea biologica a peptidelor partial purifi-
cate [25,29]. Purificarea peptidelor din hidrolizat a fost efectuata prin salifierea in doua trepte, precum si gel-
filtrarea pe SephacrylS-100 cu obtinerea a 6 fractii peptidice. Fractia B (neadsorbitd pe Sephacryl), cu cea
mai naltd activitate anticancer, a fost supusa purificarii suplimentare prin cromatografie pe coloanele de
Q-sepharose si CM-sepharose CL-6B. La ultima etapa de purificare s-a efectuat elutia peptidelor cu gradient
linear de 0-1,0 M NaCl. A fost obtinutd o fractie peptidica partial purificatd ce manifesta o activitate anti-
oxidanta 1nalta si un efect inhibitor asupra enzimei de conversie a angiotensinei [25].

A fost cercetat de asemenea si efectul asupra citochininelor la sobolani a peptidelor produse prin hidroliza
peptica a proteinei extrase din spirulina. S-a stabilit cd peptidele obtinute prin hidroliza proteinei din spirulina
joacd un rol important in reglementarea functiei imunitare prin controlul nivelului de citokine [29].

Mai este raportat un studiu referitor la izolarea si purificarea unei peptide Ile-Gln-Pro cu activitate
inhibitoare asupra enzimei de conversie a angiotensinei [(ACE) cu o valoare IC (50) de 5,77+ 0,09 microM.
Aceasta peptidd a fost obtinuta prin hidroliza extractului din Spirulina platensis cu alcalaza, apoi a fost supusa
purificarii prin cromatografia de gel-filtrare si cea cu faza inversa HPLC(RP-HPLC) in doud etape. Peptida a
demonstrat rezistenta la digestie in vitro cu proteaze gastrointestinale. Administrarea orala a Ile-GIn-Pro intr-
o doza del0 mg/kg s-a soldat cu diminuarea semnificativa a ponderii tensiunii arteriale si sistolice (TAS) si
diastolice (DBP) la sobolanii hipertensivi (SHR) la 4, 6, si 8 ore dupa tratament. Rezultatele obtinute indica
asupra faptului ca peptida Ile-Gln-Pro din Spirulina platensis cu activitate inhibitoare asupra ACE ar putea fi
utilizatd In prevenirea si tratamentul hipertensiunii [16].

Au fost studiate si proprietatile bioactive ale hidrolizatului extractului brut de spirulina, obtinut in rezul-
tatul enzimolizei acestuia cu proteaza SM98011. Extractul de proteind totala din spirulind in solutie tampon
fosfat a fost tratat cu proteaza SM98011 la incubare la 50° cu agitare constanta, timp de 5 ore. Dupa stoparea
reactiei prin incubare la 90° timp de 15 minute s-a efectuat centrifugarea la 10.000xg la 4°, timp de 20 min.
Hidrolizatul obtinut a manifestat o activitate de anihilare a radicalilor liberi cu mult mai Tnalta (SA% =33,28%),
comparativ cu proteina netratatd enzimatic (SA% =12,15 nmg/ml) [31].

Au fost identificate incd doud peptide LDAVNR(P1) si MMLDEF(P2) obtinute din hidrolizatul enzimatic
al proteinei din Spirulina maxima i cercetatd actiunea lor antialergica. Rezultatele obtinute au permis a con-
cluziona ca peptidele P1 si P2 din S.maxima pot fi candidati promitatori pentru utilizare in terapii antialergice,
contribuind la dezvoltarea de noi aditive alimentare bioactive pentru ameliorarea bolilor alergice [27].

O peptida cu capacitate Tnalta de chelatare a fierului a fost purificata din hidrolizatele proteice ale extractului
de spirulind. Proteina a fost hidrolizata, folosind doua enzime — alcalaza (Alcalase®) si o exopeptidaza
(Flavourzyme), iar gradul de hidroliza a fost determinat utilizand un test cu acidul trinitrobenzensulfonic si
SDS-electroforeza in gel de poliacrilamida. Hidrolizatele proteice din spirulind au fost supuse ultrafiltrarii
pentru a izola componentele sub 3kDa, care au fost apoi fractionate prin cromatografie pe coloancle de
Q-Sefaroza si Sephadex G-15. A fost determinata capacitatea de chelatare a fierului a fiecarei fractii obtinute,
iar peptida cu cea mai inaltd activitate a fost izolata si identificatd. Secventa de aminoacizi a peptidei a fost
identificata ca fiind Thr-Asp-Pro-lle (Leu)-Ala-Ala-Cys-lle (Leu), care are o greutate moleculara de 802 Da.
Datorita capacitatii sale de a lega fierul, peptida izolata poate fi utilizatd ca un supliment nutritiv de fier [12].

Pentru a evalua efectele ficocianinei din S.platensis si ale hidrolizatelelor sale triptice asupra cresterii ce-
lulare si activitatii Caspazei-3 a celulelor HeLa, au fost efectuate teste cu tetrazoliu galben MTT (3-(4, 5-di-
methylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide), care este redus de catre celulele metabolic active
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(MTT), precum si prin metoda ELISA. Rezultatele au scos in evidenta cé ficocianina purificata si hidroliza-
tele sale triptice au efecte de inhibare evidente asupra proliferarii celulelor HeLa in vitro. Ratele de inhibare
a ficocianinei si hidralizatelor sale (100 mg/l) asupra celulelor HeLa sunt 29,2% si 56,5%, respectiv. De
asemenea, s-a constatat ca activitatea Caspazei-3 a celulelor HeLa tratate cu ficocianina (100 mg/l) dupa 12 ore
creste in mod evident [30].

In urma analizei rezultatelor cercetirilor expuse mai sus se poate constata ci din proteinele algale, inclusiv
din Spirulina sp., la enzimoliza au fost produse peptide cu un spectru larg de activitati biologice. Totodata, in
pofida progreselor atinse in cercetarea si identificarea unor peptide bioactive, obtinute prin hidroliza extrac-
telor sumare proteice din spirulina, in prezent sunt in numar foarte redus cercetarile referitoare la peptidele
bioactive preparate din ficocianina.

Asadar, pentru obtinerea si explorarea peptidelor bioactive potentiale la etapele initiale este necesara faci-
litarea extractiei proteinelor prin distrugerea peretilor celulari algali. Acest proces poate fi realizat atat printr-
un procedeu asistat de enzime, cat si prin metode mecanice, cum sunt ultrasonicarea, congelarea/ decongelarea
suspensiei algale. La randul lor, peptidele bioactive pot fi obtinute din surse alimentare proteice prin trei
moduri: (1) hidroliza cu enzime digestive de la animale; (2) hidroliza cu enzime proteolitice recoltate de la
microorganisme sau plante si (3) hidroliza cu microorganisme proteolitice in timpul fermentarii [13]. Cercetarile
au demonstrat utilizarea eficienta 1n acest scop a hidrolizei pentru obtinerea peptidelor si din alge brune [10].
Alti factori care determind eficacitatea proteolizei in vitro sunt conditiile fizico-chimice selectate pentru
fiecare enzimd, cum ar fi valorile optime ale temperaturii si pH-ului [21], precum si durata hidrolizei. Pentru
fractionarea hidrolizatelor proteice pot fi utilizate metode de separare a peptidelor in fractii cu mase moleculare
diferite, cum ar fi ultrafiltrarea (UF) prin membrane cu diferite dimensiuni ale porilor sau gel-filtrarea, precum
si determinarea masei moleculare relative a peptidelor prin metoda electroforetica in gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Pentru purificarea suplimentara si izolarea unor peptide individuale este utilizata cu succes
cromatografia lichidd de inaltd performanta cu faza inversd (RP-HPLC) [16]. Pentru a caracteriza structurile
si masele moleculare ale peptidelor bioactive sunt utilizate atdt metode contemporane, cum ar fi cromatografia
lichidad — spectrometria de masa (LC-MS) si spectrometria de masa in tandem (MS-MS), cat si metode tradi-
tionale, cum sunt electroforeza, spectrofotometria UV-VIS si metode clasice de determinare a proteinelor.

Aplicarea tehnologiilor de producere a peptidelor bioactive, folosind enzimele proteolitice pentru hidro-
liza ficocianinei, face cercetarea In acest domeniu mai valoroasa din punct de vedere aplicativ. Studiile supli-
mentare referitoare la activitatea biologica a peptidelor deschid noi perspective de utilizare a lor in calitate de
medicamente anticancer si cu alte efecte terapeutice. Se poate presupune ca peptidele obtinute din ficocianina
ar putea manifesta efecte terapeutice si mai pronuntate, comparativ cu ficocianina.

Avand in vedere actualitatea problemei abordate si numarul limitat de publicatii referitoare la obtinerea

fractiilor peptidice din ficocianina.

Material si metode

Extragerea si purificarea ficocianinei. Ficocianina a fost extrasa cu apa distilatd din biomasa de Spirulina
platensis, supusi in prealabil congelarii-decongelarii repetate pentru distrugerea peretilor celulari. In acest
scop, la 1 volum suspensie de spirulind (20 mg/ml) s-a adaugat 4 volume de apa distilata si dupa agitarea
suspensiei la 4°C in decurs de 30 min. proba a fost supusa centrifugarii la 6000 rot/min. Extractul de ficocia-
nind a fost supus fractiondrii cu (NH4),SO4 1n 2 etape: pana la 25% saturatie, dupa care precipitatul a fost
inlaturat, iar la supernatant a fost addugat (NH4),SO, pand la 50% saturatie. Precipitatul a fost separat prin
centrifugare la 6000 rot/min si dizolvat in solutie 3 M NaCl, pH 8,0. Purificarea ficocianinei a fost efectuata
pe coloana de phenyl-separose (J = 1,7cm, h = Scm), echilibratd cu solutie 3 M NaCl, pH 8,0. Viteza de
elutie 50 ml/ora. Elutia a fost efectuatd consecutiv cu solutie 1, 0,5, 0,25, 0,1 M NaCl, respectiv, apoi cu H,O.
Detectarea si Inregistrarea fractiilor proteice eluate din coloana a fost efectuatd la Uvicord (UV-1, LKB) la
280 nm cu ajutorul 2210 Recorder (LKB). Regenerarea coloanei de phenyl-sepharose a fost efectuata cu:
H,0, 1% SDS, 10% alcool etilic si H,O. Puritatea ficocianinei la fiecare etapa de purificare a fost evaluata
prin raportul Agyo/Azso.

Obtinerea hidrolizatului de ficocianind. Hidroliza ficocianinei a fost efectuata cu tripsind in raport de
1:20 in decurs de 24 ore. Hidroliza enzimatica a solutiei de ficocianind (3 mg/ml) a fost efectuatda in 0,5 M
solutie NaCl, pH 8,0, in prezenta mercaptoetanolului (2 mcl/ml), la temperatura de 30°C. Dupa dializa a fost
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analizat UV-VIS spectrul ficocianinei hidrolizate pana la inlaturarea proteinei nehidrolizate si dupa inlatura-
rea proteinei nehidrolizate prin filtru centricon (10 kDa).

SDS-electroforeza in gel de poliacrilamida. Ficocianina obtinutd in rezultatul purificarii a fost precipi-
tatd cu acid tricloracetic, spalata cu acetona si dizolvata in solutie tampon pentru proteind. SDS-electroforeza
a fost efectuata In gel de poliacrilamida de 15% in sistemul Laemli [25]. Pentru determinarea masei molecu-
lare a proteinelor au fost utilizati marcheri Eichprotein cu mase moleculare: 14,3, 20,1, 26,6, 39,2 si 55,6 kDa.
Fractiile peptidice din hidrolizatele ficocianinei au fost analizate cu ajutorul tricine SDS-electroforezei [23].
Pentru determinarea masei moleculare a proteinelor au fost utilizati marcheri Eichprotein cu mase molecu-
lare: 2,56, 6,38, 8,24, 14,6, 17, 2, 20,1 i 26,6 kDa.

Benzile proteice 1n gelul de poliacrilamida au fost fixate cu amestec etanol:apa:acid acetic (5:5:1) si colo-
rate cu Coomassie G-250 (Serva, Germania) in decurs de 10-20 min., cu spalarea ulterioara a gelului cu so-
lutie 7% CH3;COOH. Scanarea gelulilor a fost efectuata la Image Scanner I1I. Masele moleculare ale benzilor
electroforetice au fost determinate utilizand programa Kodak.

Rezultate si discutii

Pentru obtinerea si explorarea peptidelor bioactive la etapele initiale, este necesara facilitarea extractiei
ficobiliproteinelor din biomasa de spirulina prin distrugerea peretilor celulari. Acest proces a fost realizat
prin congelarea/decongelarea suspensiei algale. Urmatoarea etapd a procesului a constat in obtinerea prepara-
tului de ficocianina pura. In acest scop, extractul sumar de ficobiliproteine a fost supus salifierii in doua etape si
purificarii prin cromatografie pe coloana de Phenyl-sepharose. Analiza electroforetica a preparatelor de fico-
cianind obtinute prin fractionare cu (NH4),SO, (25-50% ) scoate in evidenta prezenta a doud benzi abundente
cu masele molare aparente 17,8 si 19,5 kDa ce apartin subunitatilor a si B ale ficocianinei si alte benzi poli-
peptidice cu mase moleculare mai jos de 14 kDa si agregate cu mase moleculare de circa 40 kDa. Dupa puri-
ficarea prin cromatografie, preparatul de ficocianind contine in principal doua benzi ce constituie subunitatile
a si B, ceea ce demonstreaza ca cromatografia asigura inlaturarea proteinelor balast si obtinerea preparatului
cu un grad de puritate Tnalt (A620 / A280 = 4,0).

kD
—. 531

T

— 2.0

— 4.3

1 2 3

Fig.1. SDS-electroforeza ficocianinei purificate prin fractionare cu 25-50% SA (1),
cromatografie pe coloana de Phenyl-Sepharose (2) si markerii Eichprotein, kDa (3).

Preparatul de ficocianind a fost supus hidrolizei cu tripsina, in raport de 1:20. Dupé separarea proteinei

nehidrolizate prin fltru centricon (masa moleculard 10 kDa), hidrolizatul a fost analizat prin scanarea
spectrului UV-VIS (Fig.2).
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Fig.2. Spectrele UV-VIS ale hidrolizatelor peptidice ale ficocianinei obtinute la tratarea cu tripsina (1: 20)
pana la (a) si dupa inlaturarea proteinei nehidrolizate (b) prin filtru centricon.
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Se observa diminuarea picului cromoforului la 616 nm pana la disparitia lui aproape completd, precum si
a celui al proteinei la 280 nm. Se majoreaza ponderea peptidelor dupa hidroliza, ceea ce duce la cresterea
absorbantei 1n intervalul 190-220 nm.

Cromatografia HPLC cu fazi inversa pe coloana de Sephasil Peptide C8 (echilibrata cu 0,1%CF;COOH/H,O
(v/v)) cu utilizarea gradientului liniar 0,1%CF;COOH si 50% acetonitril in 0,1%CF;COOH a permis sepa-
rarea peptidelor in 3 fractii principale (Fig.3).
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Fig.3. Profilul peptidelor din hidrolizatul triptic al ficocianinei separate prin metoda cromatografica HPLC pe coloana
de Sephasil Peptide C8 la determinare: a — prin metoda Lowry (A750) si b — prin determinarea absorbantei la 205 nm.
Vfractiei =2,5 ml, viteza de elutie =1 ml/min.

Identificarea fractiilor peptidice dupa cromatografie a fost efectuata prin doud metode: dupa absorbanta la
205 nm si prin metoda Lowry. La compararea celor doud metode utilizate pentru determinarea peptidelor,
putem constata cd metoda bazatd pe masurarea absorbantei la 205 nm este cu mult mai sensibila, comparativ
cu metoda Lowry. Conform datelor din literatura, s-a stabilit ca absorbanta la 205 nm se datoreaza prezentei
legaturilor peptidice si a fost propusa formula empirica de determinare a proteinei individuale, bazata pe ma-
surarea absorbantei la 280 si 205 nm [24]. Sunt raportate si alte tentative de determinare a proteinelor (pepti-
delor) si propuse formule de calcul dupd Abs 205 si 225 nm [32]. Rezultatele obtinute confirma posibilitatea
utilizérii ambelor metode pentru determinarea peptidelor atat in fractii separate prin cromatografie (Fig.3),
cat si 1n hidrolizatele initiale ale ficocianinei.

Analiza spectrului peptidic al hidrolizatului triptic al ficocianinei obtinut la separare prin electroforeza in
tamponul tris-tricina in gel de poliacrilamida in trei straturi (4, 10 si 16%) (Fig.4) scoate in evidentd prezenta
a 4 benzi peptidice cu masele moleculare 1,84, 3,46, 5,49 si 6,33 kD, precum si benzile abundente cu mase
moleculare 17,8 si 19,5 kDa ale subunititilor ficocianinei ramase nehidrolizate si care se separa la filtrare
prin centricon, inainte de a efectua cromatografia pe coloana de Sephasil Peptide C8. Se observa diminuarea
cantitatii B subunitatii ficocianinei, comparativ cu cea a subunidtii, care ramane abundenta si dupa hidroliza
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cu tripsina (Fig.4). Deci, putem presupune cd B subunitatea este mai sensibild la hidroliza, ceea ce poate fi
explicat prin particularitatile ei structurale si accesibilitatea mai mare a legaturilor peptidice pentru hidroliza.

1

(e e
. 146

S — :

Fig.4. Tricine SDS-electroforeza hidrolizatului triptic al ficocianinei in gel de poliacrilamida.

Asadar, rezultatele cercetarilor efectuate privind posibilitatea obtinerii peptidelor in urma hidrolizei trip-
tice a ficocianinei au scos in evidenta ca la actiunea tripsinei asupra ficocianinei (1:20) in prezenta mercap-
toetanolului dupa 24 ore are loc hidroliza partiala a ficocianinei, cu preponderenti a B subunititii. In rezultat
se obtine partea proteicad nehidrolizata si fractiile peptidice cu masele moleculare mai joase de 10 kDa. Restul
nehidrolizat ar putea fi supus hidrolizei ulterioare cu papaind sau pepsind pentru a obtine un spectru mai va-
riat de peptide cu diverse proprietati terapeutice.

Concluzii

1. A fost obtinut hidolizatul triptic al ficocianinei si a fost analizatd componenta lui calitativa prin metoda
electroforeticd in tampon de tris-tricind i prin scanarea spectrului UV-VIS.

2. A fost evaluat profilul fractiilor peptidice obtinute la hidroliza ficocianinei dupa separarea lor prin croma-
tografie HPLC cu faza inversa pe coloana de Sephasil Peptide C8 (prin metoda Lowry si dupd absorbanta
la 205 nm).

3. Tripsina asigura hidroliza partiald a ficocianinei, in special a B subunitétii, i este rational de a rata restul
proteic nehidrolizat cu alte enzime proteolitice.
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