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A fost efectuată evaluarea comparativă a hidrolizatelor papainice şi triptice ale ficocianinei şi Se-ficocianinei în 

urma separării prin metoda HPLC cu faze inverse pe coloana de ResourceTMRPC. A fost analizat profilul cromatografic 
al hidrolizatelor papainice şi triptice ale ficocianinei la separare prin gel-filtrare pe coloana de sefadex G-50. Spectrele 
UV-VIS ale fracţiilor peptidice obţinute la separarea prin gel-filtrare a hidrolizatelor ficocianinei au scos în evidenţă 
prezenţa peptidelor legate cu cromoforul.  

Cuvinte-cheie: ficocianină, Se-ficocianină, hidroliză, peptide, separare. 
 
EVALUATION OF PEPTIDES SPECTRUM AT FRACTIONATION OF ENZYMATIC HYDROLYSATES 
OF PHYCOCYANIN AND Se-PHYCOCYANIN BY CHROMATOGRAPHIC METHODS  
A comparative evaluation of papain and trypsin hydrolysates of phycocyanin and Se-phycocyanin after separation 

by HPLC with reverse phase on the ResourceTMRPC column was performed.The chromatographic profile of peptides 
from the trypsin and papain hydrolysates of phycocyanin at separation by gel filtration on Sephadex G-50 column was 
analyzed. UV-VIS spectra of peptides fractions obtained by gel filtration separation of phycocyanin hydrolysates revealed 
the presence of chromopeptides.  
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Introducere 
În conformitate cu cercetările recente, cianobacteria Spirulina platensis şi, în special, proteina pigment – 

C-ficocianina pot acţiona în calitate de eliminatori de specii reactive de oxigen şi pot diminua acumularea de 
radicali liberi in vivo. Mai mult ca atât, ficocianina poate întârzia senescenţa, diminua procesele de formare a 
celulelor canceroase şi posedă acţiune antihipertensivă [1]. Prin urmare, este oportună utilizarea spirulinei nu 
doar ca supliment alimentar, dar şi ca sursă de obţinere a ficocianinei, precum şi a hidrolizatelor ei peptidice 
pentru utilizare în profilaxia şi tratarea unor afecţiuni cauzate de radicalii liberi, inclusiv a cancerului.  

Un rol important în acest context ar putea reveni spirulinei îmbogăţite cu seleniu legat organic, precum şi 
ficocianinei cu conţinut de Se. Biodisponibilitatea înaltă a seleniului la administrarea spirulinei îmbogăţite  
cu seleniu şi a Se-ficocianinei a fost demonstrată în unele studii anterioare, efectuate pe şobolani [2]. Pentru 
obţinerea biomasei de spirulină cu un conţinut bogat de Se, mai mulţi cercetători au utilizat cultivarea spiru-
linei în prezenţa Na2SeO3 [3-8]. 

Cercetările noastre recente au demonstrat posibilitatea utilizării Fe2Se3O9·6H2O pentru obţinerea biomasei 
de spirulină cu conţinut bogat de seleniu [9,10]. Prezintă interes nu doar elaborarea procedeelor de obţinere a 
biomasei de spirulină îmbogăţite cu seleniu şi Se-ficobiliproteine, dar şi a peptidelor din Se-ficocianină prin 
hidroliza enzimatică, pentru a fi utilizate în calitate de remedii naturale în profilaxia şi tratarea cancerului. 

Scopul lucrării constă în evaluarea spectrului de peptide din hidrolizatele enzimatice ale ficocianinei şi 
Se-ficocianinei la fracţionare prin metode cromatografice. 

Pentru realizarea scopului au fost trasate următoarele obiective: 
• fracţionarea peptidelor prin gel-filtrare pe coloana de sefadex G-50 şi/sau separarea lor de restul de 

proteină nehidrolizată (în cazul hidrolizatelor triptice); 
• UV-VIS spectrul fracţiilor după gel-filtrare pe coloana de sefadex G-50; 
• cromatografia HPLC cu faze inverse pe coloana de Resource RPC şi evaluarea comparativă a spectru-

lui de peptide obţinute la hidroliza papainică şi triptică a ficocianinei şi Se-ficocianinei. 
Material şi metode  
Cultivarea şi obţinerea biomasei de spirulină îmbogăţite cu seleniu. Cultivarea cianobacteriei Spirulina 

platensis a fost efectuată conform procedeului descris anterior [9]. Biomasa a fost separată de lichidul cultural 
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prin filtrare, spălată cu 1,5% soluţie acetat de amoniu şi apă bidistilată. Biomasa obţinută a fost suspendată în 
apă (20 mg/ml) şi supusă congelării.  

Extragerea şi purificarea ficocianinei şi Se-ficocianinei. Ficocianina a fost obţinută conform protocolu-
lui descris anterior [11]. Extractul sumar de Se-ficocianină a fost obţinut prin extragere cu apă bidistilată din 
biomasa de Spirulina platensis îmbogăţită cu seleniu, supusă în prealabil congelării-decongelării repetate 
pentru distrugerea pereţilor celulari. În acest scop, la 1 volum suspensie de spirulină (20 mg/ml) au fost adău-
gate 2 volume de apă distilată şi, după agitarea suspensiei la 4oC timp de 15-30 min., proba a fost supusă cen-
trifugării la 10000 rot/min. Extractul de Se-ficocianină a fost supus fracţionării cu (NH4)2SO4 în două etape: 
până la 25% saturaţie, după care precipitatul a fost înlăturat, iar la supernatant a fost adăugat (NH4)2SO4 până 
la 50% saturaţie. Precipitatul a fost separat prin centrifugare la 6000 rot/min şi dizolvat în soluţie 3M NaCl, 
рН 8,0. Purificarea ficocianinei а fost efectuată pe coloana de phenyl-sepharose (Ø = 1,7сm, h = 5сm), echi-
librată cu soluţie 3M NaCl, рН 8,0. Viteza de eluţie 80 ml/oră. Eluţia a fost efectuată consecutiv cu soluţie de 
1M, 0,5 NaCl şi H2O, respectiv. Se-ficocianina a fost colectată în principal la eluţie cu 1M NaCl. Puritatea 
ficocianinei la fiecare etapă de purificare a fost evaluată prin raportul A620/A280. 

Obţinerea hidrolizatului de ficocianină şi separarea fracţiilor peptidice. Hidroliza ficocianinei a fost 
efectuată cu tripsină şi papaină în raport de (1:10) în decurs de 10 ore, la temperatura de 30oC. Hidroliza enzi-
matică a soluţiei de ficocianină (3 mg/ml) a fost efectuată în 0,5M soluţie NaCl, pH 8,0, în prezenţa mercapto-
etanolului (2 mcl/ml), la temperatura de 30oC. Hidroliza cu papaină a fost stopată prin adăugarea inhibitorului 
E64, iar fracţia de proteină parţial hidrolizată era absentă. După gel-filtrare pe coloana de sephadex G-50 (Sigma 
Aldrich ) a fost efectuată dializa probelor de peptide şi analizat spectrul UV-VIS al fracţiilor polipeptidice. Din 
hidolizatele ficocianinei şi Se-ficocianinei cu tripsina fracţia proteinei parţial hidrolizate a fost în prealabil sepa-
rată de peptide la filtrare prin centricon (cut-off < 30 kDa). Cromatografia HPLC cu faze inverse a fost efectuată 
pe coloana de ResourceTM RPC (Sigma Aldrich), efectuând eluţia peptidelor în gradient de concentraţii de 
acetonitril în soluţie de 0,1% CF3COOH: sol. A – 0,1% CF3COOH în H2O şi B – 50% sol. A şi 50% acetonitril.  

SDS-electroforeza în gel de poliacrilamidă. Ficocianina obţinută în rezultatul purificării a fost precipitată 
cu acid tricloracetic, spălată cu acetonă şi dizolvată în soluţie tampon pentru proteină. SDS-electroforeza a fost 
efectuată în gel de poliacrilamidă de 15% în sistemul Laemli [12]. Pentru determinarea masei moleculare a 
proteinelor au fost utilizaţi marcheri Eichprotein cu mase moleculare 14,3, 20,1, 26,6, 39,2 şi 55,6 kDa. Ben-
zile proteice în gelul de poliacrilamidă au fost fixate cu amestec etanol: apă: acid acetic (5:5:1) şi colorate cu 
Coomassie G-250 (Serva, Germania) în decurs de 10-20 min., cu spălarea ulterioară a gelului cu soluţie 7% 
СН3СООН. Scanarea gelulilor a fost efectuată la Image Scanner III. Masele mоleculare ale benzilor electrofo-
retice au fost determinate utilizând programa Kodak.  

Rezultate şi discuţii 
Hidrolizatele ficocianinei cu papaina au fost supuse separării prin gel-cromatografie pe coloana de G-50, 

iar soluţiile eluate, care se deosebeau după culoare, au fost separate în 4 fracţii aparte, care au inclus şi cele  
2 picuri proeminente (fracţia 2 – primul pic şi fracţia 3 – al doilea pic) (Fig. 1a). La separarea hidrolizatului 
triptic al ficocianinei prin gel-filtrare (Fig. 1b) se observă 4 picuri, primul dintre care este colorat în albastru 
se eluează după volumul liber şi poate reprezenta restul de proteină nehidrolizată, după care urmează 2 picuri 
peptidice (fr. 2 şi 3) şi ultima – fracţia 4, care, probabil, reprezintă fracţia de aminoacizi liberi.  

 

                              
        a   b 

Fig.1. Gel-filtrarea pe coloana de sefadex G-50 a hidrolizatelor peptidice  
obţinute la hidroliza ficocianinei cu papaina (a) şi tripsina (b). 
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A fost trasat spectrul UV-VIS al fracţiilor colectate separat după gel-filtrare şi efectuată analiza lor com-
parativă (Fig. 2a şi 2b). Spectrul UV-VIS al fracţiilor peptidice 3 şi 4 din hidrolizatul papainic diferă de frac-
ţiile 1 şi 2 prin prezenţa a 2 maximumuri de absorbţie la 620 şi 350 nm, caracteristice pentru cromopeptide. 
Prezenţa cromopeptidelor în hidrolizat a fost observată şi de Swanson la analiza spectrului de absorbţie al 
peptidelor obţinute la hidroliza ficocianinei cu tripsina [13]. Din rezultatele obţinute se observă că absorbanţa 
peptidelor la 280 nm variază de la caz la caz, valorile maxime fiind înregistrate în fracţiile 3 şi 4, ceea ce 
demonstrează predominarea peptidelor legate cu cromoforul. 

 
                                               a                                                                                              b 

Fig.2. Evaluarea spectrului UV-VIS al fracţiilor peptidice obţinute la gel-filtrare.  
a) hidrolizatul papainic al ficocianinei: fr.1 – cul. oranj, fr.2 – cul. roşie, fr.3 – cul. verde şi fr.4 – cul. albastră;  

b) hidrolizatul triptic al ficocianinei: fr.2 – cul. roşie şi fr. 3 – cul. albastră. 
 
Scanarea spectrului UV-VIS al fracţiilor obţinute la gel-filtrare în cazul hidrolizatului triptic al ficocianinei 

(Fig. 2b) a scos în evidenţă că cele 2 picuri (fr. 2 şi 3, Fig. 1b) sunt peptide legate cu cromoforul. Totuşi, în 
rezultatul hidrolizei are loc modificarea cromoforului în fracţiile peptidice şi apariţia unui platou întins în 
diapazonul de 450-620 nm şi a 2 picuri proeminente la 420 nm. Prezenţa picului de absorbţie la 420 nm ar 
putea aparţine unor cromopeptide izomere [14]. Acest fapt poate fi legat de transformarea cromoforului în 
condiţii de hidroliză mai avansată a subunităţilor α şi β. A fost detectată şi prezenţa unei fracţii cu masa mole-
culară relativ joasă în hidrolizatul triptic, care posibil denotă prezenţa aminoacizilor liberi (Fig. 1b).  

Pentru evaluarea comparativă a componenţei peptidice, hidrolizatele ficocianinei şi Se-ficocianinei cu papai-
na şi tripsina au fost supuse cromatografiei prin metoda HPLC cu faze inverse pe coloana de ResourceTM RPC. 
(Vcol=3ml, 1 ml/min, gradient: sol. A – 0,1% CF3COOH în H2O şi B – 50% sol. A şi 50% acetonitril), fiind 
filtrate prealabil prin centricon (cut-off< 30kDa). În ambele hidrolizate papainice se observă prezenţa în 
principal a 3 fracţii de peptide şi doar în hidrolizatul ficocianinei (în cantităţi minime) a unei fracţii neadsorbite, 
care se eluează cu tamponul iniţial (Fig. 3a).  
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Fig.3. Evaluarea comparativă a profilului peptidelor din hidrolizatele ficocianinei şi Se-ficocianinei cu papaina (a) şi 
tripsina (b) după separarea lor prin cromatografia HPLC cu faze inverse pe coloana de ResourceTM RPC. 
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Peptidele din fracţiile obţinute după separarea pe coloana de ResourceTM RPC a 
hidrolizatelor papainice şi triptice (Fig. 3a şi 3b) au fost determinate cantitativ prin 
metoda Lowry, iar în rezultatul analizei profilului peptidelor din ambele hidrolizate 
triptice putem constata că ele conţin şi fracţii de peptide care ar putea avea proprietăţi 
similare (fr. 7-13). Totuşi, în cazul hidrolizatului triptic al ficocianinei spectrul pepti-
delor este diferit de cel al hidrolizatului Se-ficocianinei şi conţine suplimentar încă 2 
fracţii: una nedsorbită şi alta care se eluează la aplicarea gradientului cu concentraţii 
mai înalte de acetonitril (fr. 15-18).  

Studiul comparativ al electroforegramelor ficocianinei şi Se-ficocianinei a scos în 
evidenţă prezenţa şi în componenţa Se-ficocianinei a celor 2 subunităţi - α şi β cu 
mase moleculare identice cu cele ale ficocianinei (Fig.4). Rezultate similare au fost 
relatate şi de cercetătorii chinezi la compararea benzilor electroforetice ale preparate-
lor purificate de ficocianină şi Se-ficocianină [15]. 

Aşadar, rezultatele obţinute în prezenta lucrare au scos în evidenţă similaritatea 
profilului fracţiilor de peptide obţinute la hidroliza ficocianinei şi Se-ficocianinei cu 
papaina la separarea lor prin HPLC cu faze inverse. Totodată, se observă un spectru 
mai variat de peptide în cazul hidrolizatului triptic al ficocianinei, comparativ cu cel 
al Se-ficocianinei. Prin analiza spectrelor UV-VIS a fost demonstrată prezenţa cromo-
peptidelor în hidrolizatele papainic şi triptic ale ficocianinei. 

Concluzii 
1. Evaluarea comparativă a hidrolizatelor papainic şi triptic ale ficocianinei şi Se-ficocianinei în urma se-

parării prin metoda HPLC cu faze inverse pe coloana de ResourceTM RPC a scos în evidenţă anumite particu-
larităţi specifice: prezenţa a 3 fracţii peptidice similare după profilul de eluţie în hidrolizatul papainic şi un 
spectru mai variat de peptide în cazul hidrolizatului triptic al ficocianinei, comparativ cu cel al Se-ficocianinei. 

2. A fost efectuată separarea cromatografică prin gel-filtrare pe coloana de sefadex G-50 a hidrolizatelor 
papainic şi triptic ale ficocianinei. Spectrele UV-VIS ale fracţiilor peptidice obţinute la separea prin gel-filtrare 
au scos în evidenţă prezenţa peptidelor legate cu cromoforul.  
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