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Investigatiile unor cercetatori au demonstrat ca peptidele bioactive
obtinute din proteine alimentare manifesta proprietati antimicrobiene,
antihipertensive, antitrombotice si de diminuare a nivelului de
colesterol, de imbunatitire a absorbtiei minerale, precum si efect
imunomodulator [1]. Un interes sporit fata de identificarea unor noi
peptide bioactive de origine naturald a permis comunitatii stiintifice sa
cerceteze nu doar plantele, dar si algele ca o resursd abundenta de
substante cu efect benefic asupra organismului uman.

Spirulina este pe larg utilizatd in ultimele decenii nu doar in
alimentatie, dar si in scopuri medicinale, datorita proprietatilor sale
nutritive si curative inalte. Un interes aparte din punct de vedere
aplicativ prezinta ficobiliproteinele (proteine-pigmenti) din spirulina,
in special C-ficocianina, care posedd un sir de proprietati bioactive,
astfel ca efect antitumoral, activitate antivirald si antioxidanta, actiune
hematopoietica, antialergica si imunomodulatorie [2-6]. Cu toate ca a
fost stabilita activitatea antitumorald a ficocianinei, totusi cercetarile
referitoare la activitatea biologicd a peptidelor obtinute prin hidroliza
enzimatica a ficocianinei sunt intr-un numar foarte limitat [7,8]. Exista
oportunitati enorme de a valorifica eficient peptidele bioactive
obtinute din ficocianind pentru utilizarea lor in tratamentul, prevenirea
si atenuarea diferitelor afectiuni, inclusiv a cancerului. Scopul lucrérii
a constituit studiul capacitatii antioxidante a peptidelor produse din
ficocianind la hidroliza ei cu tripsina si pepsina.

Materiale si metode de investigatii. Ficocianina a fost extrasa si
purificata conform schemei descrise anterior [8]. Hidroliza ficocia-
ninei a fost efectuata cu tripsina sau papaina in raport de 1:10 si 1:100,
in decurs de 6 ore. Hidroliza enzimaticd a solutiei de ficocianina
(3mg/ml) a fost efectuatd in solutie 0,5M NaCl, pH 8,0, in prezenta
mercaptoetanolului (2mcl/ml), la temperatura de 30°C. Dupa dializa
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proteina nehidrolizata a fost separata de fractia peptidica prin filtrare
cu centricon (cut-off <30 kDa). Continutul de peptide a fost deter-
minat prin metoda Lowry. Fractiile obtinute au fost péstrate la -20°C
si decongelate inainte de utilizare.

Activitatea antioxidantd a fractiilor de peptide a fost determinata
prin metoda ABTS".

Rezultate si discutii. Obtinerea hidrolizatelor de peptide din
ficocianina a inclus etapele;

* Prepararea solutiei sau suspensiei de ficocianind supusa hidroli-
zel;

» Ajustarea pH-ului de hidroliza (acid/alcalin) in functie de enzima
utilizata pentru hidroliza si selectarea temperaturii optime, precum si a
raportului enzima/proteind si a duratei de hidroliza;

* Inactivarea enzimei;

* Procesul de posthidroliza (separarea hidrolizatului de peptide de
fractia proteicd nehidrolizatad, separarea fractiilor de peptide,
determinarea lor calitativa si cantitativa,

* Concentrarea si conservarea peptidelor bioactive.

in hidrolizatele peptidice ale ficocianinei, obtinute dupa separarea
proteinel nehidrolizate lafiltrare prin centricon (cut off 30kDa), a fost
determinata activitatea lor antioxidanta, fiind precedatd de determina-
rea cantitativa a continutului de peptide prin metoda Lowry si stan-
dardizarea probelor (Tab.).

Tabel
Capacitatea antioxidanta a fractiilor de peptide obtinute din
ficocianind la hidroliza ei cu tripsina si papaina, determinata prin

metoda ABTS" (Abs 734nm)

Nr. Proba de polipeptide obtinute din % de inhibitie
probel ficocianina (0,5 mg/ml)
analizate

1 Proba de referintd — ficocianina 56,70

2 Hidrolizat cu tripsina — 1 (<30kDa) 83,27

3 Hidrolizat cu tripsind — 2 (<30kDa) 89,37

4 Hidrolizat cu tripsind — 3 (<30kDa) 65,69

5 Hidrolizat cu papaind — 1 (<10kDa) 13,86

6 Hidrolizat cu papaina — 2 (<30kDa) 97,02
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Studiul comparativ a hidrolizatelor peptidice ae ficocianinei
(Tab.) scoate in evidenta activitatea antioxidantd maxima a hidro-
lizatului cu papaina (97,02% de inhibitie), care intrece valoarea probei
de referinta (56,7%) de 1,71 ori. Hidrolizatele peptidice cu tripsinadin
trei experimente diferite (probele 2, 3 si 4) atesta, de asemenea, valori
relativ nalte (83,27; 89,37 si 65,69% inhibitie, respectiv), ce depasesc
capacitatea antioxidanta a ficocianinei de 1,15-1,57 ori. Hidrolizatul
peptidic cu papaind cu masa moleculara <10kDa poseda o capacitate
antioxidanta minima (13,86%). Rezultatele obtinute indica asupra fap-
tului ca la separarea peptidelor bioactive din ficocianind prin filtrare
cu centricon este rationald utilizarca membranei cu dimensiunile
porilor mai mari (cut-off <30kDa), deoarece permite obtinerea unui
spectru mai larg de peptide. Astfel, se evit pierderile cauzate de
acumularea unor peptide pe suprafata membranei la filtrare din cauza
gradientului de presiune, ceea ce afecteaza transportul lor selectiv prin
membrana cu pori de dimensiuni mai mici (cut-off <10kDa).

Dupa cum am mentionat supra si conform datelor din literatura,
varierea spectrului de peptide poate fi realizatd la hidroliza
ficocianinei cu enzime de specificitate diferita si depinde si de alfi
factori. Pentru a optimiza procesul hidrolitic de producere a peptidelor
antioxidante din ficocianini cu alcalaza, cercetitorii chinezi au studiat
efectul raportului [E]/[S], a temperaturii si duratei de enzimoliza
asupra gradului de hidroliza. Conditiile de hidrolizd optime pentru
prepararea peptidelor din ficocianind au fost urmatoarele: temperatura
enzimolizei — 44.9°C, durata— 6,4 oresi [E])/[S] — 3,6%. In acest caz, a
fost obtinut un hidrolizat de peptide din scocianina cu o capacitate de
anihilare a radicailor anionului de superoxid de 75,39% [7]. Astfd,
rezultatele cercetarilor noastre demonstreaza ca peptidele produse din
ficocianind la hidroliza ei cu tripsina si papaina poseda valori sporite
ale capacitatii antioxidante si care intrec valoarea capacitatii
antioxidante a ficocianinei de 1,15-1,57 ori si de 1,71 ori, respectiv.
Hidrolizatul papaic cu continut de peptide cu masa molecucard mai
joasa (cut-off <10kDa) a manifestat o capacitate antioxidanta de circa
4 ori mai joasd, comparativ cu cea a ficocianinei, fapt cauzat de
pierderea unor peptide acumulate pe membrana pe parcursul filtrarii.

Concluzii:

1. Pigmentul purificat ficocianina si hidrolizatele peptidice pro-
duse la enzimoliza ficocianinei cu tripsina si pepsina (separate de
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proteina nehidrolizata la filtrare prin membrand (cut-off<30kDa))
poseda o capacitate antioxidanta inalta, valorile maxime fiind atestate
cu preponderenta pentru hidrolizatele peptidice.
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