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Elaborarea unor procedee de obţinere a peptidelor bioactive din ficocianină prin intermediul hidrolizei proteolitice 

prezintă un interes sporit pentru cercetători în contextul utilizării acestora în calitate de remedii anticancer şi pentru alte 
proprietăţi terapeutice. Peptidele derivate din ficocianină ar putea manifesta proprietăţi terapeutice mult mai pronunţate 
comparativ cu ficocianina. În prezenta lucrare sunt studiate dinamica proteolizei ficocianinei cu papaina şi mecanismul 
de hidroliză a acestei proteine.  
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MECHANISM OF PROTEOLYSIS OF C-PHYCOCYANIN, BIOACTIVE PROTEIN FROM SPIRULINA, 
UNDER THE ACTION OF PAPAIN 
The elaboration of the procedures of obtaining of bioactive peptides derived from phycocyanin, as a result of it 

proteolytic hydrolysis presents great interest for researchers in the terms of theirs use as anti-cancer drugs and for other 
therapeutic properties. It can be assumed that peptides derived from phycocyanin could manifest more pronounced 
therapeutic effects compared to phycocyanin. Dynamics of phycocyanin proteolisis by papain, as well as mechanism of 
phycocyanin hydrolysis were studied in the present work. 
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În ultimii ani se observă un interes sporit la nivel mondial faţă de potenţialul terapeutic al peptidelor bio-

active pentru explorarea activităţii lor biologice in vivo. Peptidele bioactive pot manifesta anumite proprietăţi 
utile, cum ar fi activităţile antioxidante, antimicrobiene, antihipertensive, cito- şi imunomodulatorii în siste-
mul organismului viu. Există oportunităţi enorme de a valorifica eficient peptidele bioactive pentru utilizarea 
lor în tratamentul, prevenirea şi ameliorarea diferitelor afecţiuni, inclusiv a cancerului [13,25]. 

Din punct de vedere nutriţional, peptidele sunt mai biodisponibile decât proteinele sau aminoacizii 
liberi [21]. În plus, s-a stabilit că peptidele cu greutate moleculară mică obţinute prin hidroliză sunt mai 
puţin alergene decât proteinele native, ceea ce explică şi faptul, de ce hidrolizatele de proteine din lapte sunt 
utilizate pe scară largă în formularea alimentelor hipoalergenice pentru sugari [11,12]. Există o mare varietate 
de activităţi fiziologice induse de peptide bioactive, ceea ce este condiţionat de numărul, ordinea şi proprie-
tăţile aminoacizilor prezenţi în peptidă [1,2,7]. Prin urmare, peptidele bioactive sunt candidaţii potriviţi pentru 
o nouă eră a produselor farmaceutice, mai ales datorită efectelor secundare minime şi acţiunii benefice asupra 
organismului.  

Un interes sporit faţă de identificarea unor noi peptide bioactive de origine naturală, care să înlocuiască 
substanţele medicamentoase, produse pe cale chimică, a permis comunităţii ştiinţifice să cerceteze algele ca 
o sursă abundentă de substanţe cu efect benefic asupra organismului uman [17,21,23]. Conform datelor din 
literatură, din reziduul proteic rezultat la procesarea biomasei de Chlorella vulgaris şi Spirulina platensis a 
fost obţinut un peptid cu proprietăţi antioxidante şi care s-a dovedit a fi inhibitor al enzimei de conversie a 
angiotensinei [27,30].  

Rezultatele numeroaselor cercetări au scos în evidenţă că ficobiliproteinele, în special ficocianina, posedă 
un şir de proprietăţi bioactive, astfel ca: efect antitumoral, activitate antivirală şi antioxidantă, acţiune hema-
topoetică, antialergică etc. [3,5,6,9,10,14,22,26]. Cu toate că a fost stabilită activitatea antitumorală a fico-
cianinei [18,29], totuşi publicaţiile privind obţinerea peptidelor prin hidroliza enzimatică a ficocianinei şi 
proprietăţile lor bioactive sunt într-un număr foarte limitat [4,8,31,34]. Utilizarea hidrolizei enzimatice pentru 
obţinerea peptidelor bioactive din ficocianină şi studiul mecanismului acestui proces va permite lărgirea 
spectrului de remedii naturale cu calităţi sanogene mai pronunţate. 
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Material şi metode  
Biomasa cianobacteriei Spirulina р1аtensis a fost obţinută la cultivare pe mediul nutritiv Zarrouk, la 30оС 

şi la iluminarea 2000-3000 lx. Cultura a fost agitată periodic în decurs de 10 zile. După filtrare biomasa a 
fost spălată de 2-3 ori cu apă bidistilată, suspendată în apă şi congelată. Ficocianina a fost extrasă şi purificată 
conform protocolului descris anterior [4]. 

Hidroliza ficocianinei cu papaina (ASC, Sigma) a fost realizată la diferite raporturi enzimă / substrat  
(1:200 şi 1:10, w/w). Hidroliza cu papaina a fost efectuată în soluţia tampon standard (0,037 M fosfat-
citrat, pH 5,6 (ajustat la tăria ionică de 0,5 prin adăugarea NaCI), ce conţinea 0,02% NaN3, 1 mM EDTA şi 
10 mM ME). Hidroliza a fost efectuată la 30°C. Evoluţia în timp a hidrolizei ficocianinei a fost urmărită prin 
analiza eşantioanelor de probe din amestecul de incubare la intervale stabilite. Reacţia a fost stopată prin 
adăugarea acidului tricloracetic (TCA) la o concentraţie finală de 5% (g/v). După centrifugare, precipitatele 
rezultate au fost spălate de 3 ori cu exces de acetonă rece, uscate la aer şi analizate prin SDS-PAGE. 

Electroforeza în gel poliacrilamidă în prezenţa dodecil sulfatului de sodiu (SDS-PAGE), a proteinelor intacte 
şi a fragmentelor de polipeptide după proteoliză s-a realizat în PAG de 15% în sistemul tampon Laemmli [15]. 

Pentru separarea peptidelor cu greutate moleculară joasă (1-20 kD) din hidrolizatul ficocianinei a fost 
utilizată metoda de SDS-PAGE în tamponul Tris-tricină cu utilizarea sistemului de gel discontinuu  
(4-10-16.5% PAAG) conform metodei Shägger [25]. Pentru determinarea masei moleculare aparente a poli-
peptidelor au fost utilizaţi markerii PageRuler (Thermo Scientific, SUA, Eichprotein (Roche) şi SD-SDS 
Marcaj (GE Healthcare, SUA). 

Cantitatea de proteină în fracţii şi preparate a fost determinată prin metoda Lowry [16]. Proteina restantă din 
hidrolizate, după precipitare cu acid tricloracetic, a fost determinată prin legarea colorantului Briliant blue [32].  

Concentrarea hidrolizatelor de ficocianină şi separarea proteinei nehidrolizate a fost efectuată la centri-
fugare prin filtre Vivaspin (Sartorius Stedium Biotech) de 20 sau 2 ml (cut off 10 şi 30 kD) la 5000 rpm, la 
temperatura de 15оС în decurs de 40 min.  

Analiza densitometrică. Electroforegramele au fost scanate (Image Scanner III, GE Healthcare) şi canti-
tăţile molare relative ale polipeptidelor detectate prin metoda SDS-PAGE au fost calculate utilizând masele 
lor moleculare şi concentraţiile ponderii relative, determinate prin densitometria electroforegramelor, utili-
zând Phoretix 1D Gel Analysis, v.5.10 (www.totallab.com/products/1d/). 

Analiza bioinformatică. Nivelul de accesibilitate la solvent a resturilor aminoacide din structura ter-
ţiară a proteinei (ca % de accesibilitate la solvent a restului X în tripeptida GXG) a fost calculată utilizând 
http://cib.ct.ocha.ac.jp/biotool/ASA/. Programul DeepView/Swiss-PdbViewer v.3.7. a fost utilizat pentru 
construirea diagramei pe bandă (strip chart) a structurii terţiare a ficocianinei. Punctele sensibile la atacul 
proteolitic din secvenţa aminoacidă a ficocianinei au fost calculate cu utilizarea programului PeptideCutter 
(http://web.expasy.org/peptide_cutter/).  

Rezultate şi discuţii 
Mecanismul de proteoliză a ficocianinei. Preparatele de ficocianină hidrolizată cu papaina au fost analizate 

prin metoda SDS-PAGE (Fig.1). Papaina, o enzimă cu specificitate largă, hidrolizează profund ficocianina, 
formând 4 grupuri de peptide (p1-p4) cu o vastă heterogenitate, principala bandă peptidică fiind p3 (Fig.1). 
În rezultatul analizei legăturilor peptidice (PeptideCutter program) în fiecare subunitate α şi β a ficocianinei, 
care ar putea fi supusă scindării, au fost găsite mai mult de 40 puncte sensibile la acţiunea papainei (Fig.2). 
                                                  A              B 

                        
 

Fig.1. SDS-PAGE a preparatelor de ficocianină hidrolizată cu papaina în raport 1:200 (A) şi 1:10(B). 
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Molecula C-ficocianinei constă din doi homo-hexameri ai subunităţilor αβ, a căror structură este realizată 
exclusiv din α-helixuri (Fig.2). Catenele omoloage α- şi β, diferite după masa moleculară (respectiv, 17,6 kDa 
şi 18,1 kDa), sunt structural echivalente. Astfel, la combinarea structurilor spaţiale ale catenelor α- şi β, 
abaterea medie-pătratică (RMSD) a poziţiei 133 a Cα-atomilor resturilor aminoacide este de 1,35 Ǻ. Cele trei 
resturi de cisteină (α-catena, Cys84; β-catena, Cys 82 şi Cys153) sunt conectate cu cromoforii (Fig.2).  
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Fig.2. Diagrama pe bandă a structurii terţiare a αβ subunităţii C-ficocianinei pdb|1gh0. Partea întunecată a diagramei 
corespunde α-catenei (M1-S162), ce conţine cromoforul α84, partea colorată în alb (M1-S172) – β-catena, ce conţine 

cromoforii β82 şi β153. Sferele indică poziţia resturilor Gln70 (α-catena) şi Gly147 (β-catena),  
caracterizate printr-o accesibilitate crescută la solvent. 

 
Hidroliza C-ficocianinei cu papaina decurge în două etape (Fig.3). La etapa iniţială are loc o reducere re-

lativ rapidă a cantităţii proteinei reziduale însoţită de apariţia în hidrolizat a unor fragmente de catene poli-
peptidice cu masele moleculare aparente de 5,4-6,9 kDa (Fig.1). Prin urmare, prima fază a modificărilor cali-
tative ale substratului indică hidroliza C-ficocianinei după mecanismul de proteoliză limitată. Proteoliza ulte-
rioară are loc ca o reacţie de ordinul pseudo întâi (porţiunea liniară a dependenţei). Acest lucru demonstrează 
că la a doua etapă are loc clivajul proteinei în profunzime, exclusiv după mecanismul one by one [28]. 
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Fig.3. Modificarea conţinutului proteinei restante cu masă moleculară înaltă  

pe parcursul hidrolizei C-ficocianinei cu papaina. 
 

Astfel, înainte de începerea celei de a doua faze de hidroliză, proteoliza limitată a proteinei este însoţită 
de formarea produsului final – ficocianina-P. Prin extrapolarea porţiunii liniare a modificării cantitative la 
momentul respectiv, putem obţine o valoare relativ medie a masei moleculare a C-ficocianinei-P, egală cu 
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82,3% din masa proteinei native. C-ficocianina-P este heterogenă în componenţa sa, incluzând atât α- şi  
β-catenele intacte, cât şi fragmente ale acestora (Fig.1). Analiza structurii C-ficocianinei intacte scoate în evi-
denţă prezenţa în moleculă a resturilor de aminoacizi cu accesibilitate crescândă la solvent în fiecare dintre α- 
şi β-catene ale homo-dodecamerului: Gln70 în α-catena (0,843±0,03%) şi Gly147 în β-catena (0,935± 0,05%). 
Aceste resturi aparţin buclelor alungite între α-helixurile (helix-buclă-helix) expuse la suprafaţa moleculei 
(Fig.2). Disponibilitatea crescută a restului de aminoacid la solvent (ASA) în structura proteinei [20] sugerează 
sensibilitatea potenţială la proteoliza limitată [33].  

Prin urmare, este foarte probabil că acţiunea iniţială a papainei prin proteoliza limitată a C-ficocianinei 
este însoţită de scindarea legăturilor peptidice în buclele respective. La acţiunea ulterioară a enzimei are loc, 
probabil, scindarea suplimentară în afara buclei, iar acest lucru duce la formarea de fragmente cu masa mole-
culară relativ scăzută şi a proteinei cu masă moleculară joasă. Eventual, compoziţia acestor peptide include 
Cys84 (α-catena) şi Cys153 (β-catena) legate cu cromoforul (Fig.2). 

Produsele peptidice ale C-ficocianinei după proteoliză cu papaina. Pentru precizarea masei molecu-
lare aparente a peptidelor obţinute în rezultatul hidrolizei cu papaina (1:10) fracţia a fost dializată, uscată şi 
dizolvată în tamponul Tris-tricină. Electroforeza a fost efectuată în sistemul de gel discontinuu (4-10-16.5% 
PAAG) [25].  
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Fig.4. Separarea peptidelor ficocianinei obţinute la proteoliză cu papaina prin SDS-PAGE în sistemul Tris-tricină  
(5, 10 şi 16,5% gel). M – markeri; 0-600 min. – timpul de hidroliză; P1-P4 – fragmente de peptide. 

   
Au fost detectate 4 benzi polipeptidice cu greutăţi moleculare mai mici de 8,2kD (Fig.4, p1-p4). Masele 

moleculare ale peptidelor au fost determinate prin densitometrie (Tab.1). S-a constatat că zona abundentă p3 
reprezintă peptida cu masa moleculară aparentă de 3,017 kDa. După analiza densitometrică a produselor de 
hidroliză proiectate pe datele structurii terţiare a C-ficocianinei, punctele de scindare cu papaina se află între 
helixurile din α-catena.  

Astfel, formarea fragmentului de peptidă din α-catena ce conţine cromoforul α84, ca urmare a proteolizei 
limitate a C-ficocianinei, este foarte probabilă. Peptidele obţinute vor fi utilizate pentru analiza ulterioară a 
activităţii lor biologice posibile. 

Tabel 
Masele moleculare aparente ale polipeptidelor ficocianinei obţinute la proteoliză cu papaina 

(determinate prin analiza densitometrică) 
Nr. liniei/ 

timpul reacţiei, 
min. 

Catena, 
fragmentul 

1 
/0 

2 
/30 

3 
/60 

4 
/180 

5 
/300 

6 
/600 

β-catena/α-catena 16,65 16,67 16,88 16,65 16,65 16,54 
p1 - - 11,180 11,580 10,320 8,591 
p2 - - 5,527 5,297 5,146 5,070 
p3 - 3,626 3,420 3,284 3,083 3,017 

Masa moleculară 
aparentă a 
peptidelor, 
kDa 
  p4 - - 1,994 1,872 1,691 1,691 

Notă. Masele moleculare ale peptidelor formate la proteoliză sunt marcate în italic, peptida principală – italic, bold. 

M  
 

  
17,2 
14,6 
8,24 
6,38 
 
2,56 

p1
p2 
p3 
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Concluzii 
Mecanismul de hidroliză a ficocianinei cu papaina se realizează pe două căi: proteoliza limitată şi coope-

rativă. Proteoliza limitată a proteinei este însoţită de formarea produsului final ficocianina-P şi fragmente 
polipeptidice. Proteoliza ulterioară are loc ca o reacţie de ordinul pseudo-întâi după mecanismul one by one. 
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