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Resumo: A Spirulina platenis ¢ uma microalga de crescente interesse comercial devido a sua aplicabilidade
nas areas de nutrigdo, alimentos e farmacia. Dentre as diversas biomoléculas encontradas em sua composicao,
destaca-se a ficocianina (PC), estrutura protéica responsavel pelo mecanismo de absor¢do da luz para conversio
em biomassa. A PC ¢ uma biliproteina com propriedade de fluorescéncia que a permite ser empregada em ensaios
imunoloégicos ¢ biomédicos. Realizou-se neste trabalho um estudo para identificacdo da PC na microalga seca
em po através das técnicas de espectroscopia de UV-Vis e difratometria de raios X. Os resultados mostraram que
com a utilizacdo destas técnicas apesar de ndo se encontrar isolada, a PC pode ser identificada na composi¢do da
microalga seca, apds simples preparacdo de amostra. Isso demonstra que nao ha necessidade de prévia purificacdo
da Spirulina para a identificacdo da PC na sua composicao.
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USE OF UV-VIS SPECTROSCOPY AND X-RAY DIFFRACTOMETRY IN THE IDENTIFICATION OF
PHYCOCYANIN FROM MICROALGAE

Abstract: Commercial interest in exploiting the microalga Spirulina platensis is growing, due to its applicability in
the areas of nutrition, food and pharmacy. Phycocyanin (PC) is one of the biomolecules found in the composition
of Spirulina, a protein structure responsible for the transformation of light into biomass. PC has fluorescence
properties that allow them to be used in immunoassays and other biomedical assays. In this work two techniques
were used to identify the PC in the dry powdered microalga: UV-Vis spectroscopy, and X ray diffraction. The
results showed that by using these techniques it is possible to identify the PC in the composition of microalgae dry,
after simple sample preparation.
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1. Introducao

Além de ser uma fonte de proteinas, contendo entre 50 e 70% em massa, a microalga Spirulina platensis
possui em sua composicao lipideos, minerais e vitaminas considerados importantes para o organismo de animais
¢ humanos (MORAES, et al. 2010; PATEL, et al. 2005). Esta microalga tem despertado interesse ndo apenas para
utilizagdo como ingrediente nutricional e como corante natural para alimentos e cosmético, mas também por causa
de suas propriedades positivas em tratamentos terapéuticos de doencas como Alzheimer e Parkinson e na pre-
vengdo de cancros orais e cutaneas (CHEN, et al. 2006). A microalga Spirulina pertence ao grupo Cianobacteria,
de microalgas azuis, unicelulares capazes de se agregar formando filamentos. E facilmente cultivivel em 4gua, e
comercialmente pode ser usada como uma fonte barata de biliproteinas (MORENO, et al. 1997; MORAES, et al.
2010).

O pigmento denominado ficocianina (PC) ¢ responsavel pela cor verde-azulada da Spirulina, e encontra-
se conjugado a proteinas, ficobiliproteinas (PBP), responsaveis pelo mecanismo de absorc¢ao da luz para conversio
em biomassa (PATEL, et al. 2005; MORAES, et al. 2010). As PBP sdo soluveis em agua, por conseguinte, podem
ser facilmente isolados (PATEL, et al. 2005), e sd3o organizadas em estruturas uniformes compactas, os ficobilis-
somas (PBS), que sdo dispostos de maneira regular sobre a superficie exterior das lamelas fotossintéticas. A PC ¢é
eficiente em absorver comprimentos de onda na regido do vermelho, amarelo, laranja e verde e tem propriedade
de fluorescer, sendo por isso util em aplicagdes biomédicas como marcador quimico através da sua ligagdo com
anticorpos ¢ em numerosas aplicagdes em citometria de fluxo, histoquimica, ensaios imunoldgicos e de detecgao
de espécies reativas de oxigénio (MORAES, et al. 2010; MORENO, et al. 1997, BENEDETTI, et al. 2006; SWE-
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ET, et al. 1977). A Figura 1 apresenta a estrutura da PC. A PC tem um alto valor agregado, e sua produgio pode ser
considerada um empreendimento atraente (MORAES, et al. 2010).

Figura 1. Estrutura da Ficocianina. (Fonte: Wikipedia.org).

A identificag@o deste pigmento pode ser realizada por espectroscopia de UV-Vis, pois se sabe que possui
um maximo de absor¢do em 620 nm e; devido a sua estrutura, pode ser cristalizada, e com isso também pode ser
identificada através de difratometria de raios X (BENEDETTI, et al. 2006; SWEET, et al. 1977).

Difragdo de raios-X é uma técnica analitica ndo destrutiva, que fornece informacdes detalhadas sobre
a estrutura interna de substancias cristalinas, que podem ser moléculas simples ou polimeros, solidificados em
condicdes especificas. E muito empregada para a identificagio de estruturas de proteinas (KATRIONA, 2001). A
espectroscopia de UV-Vis por sua vez é empregada como técnica analitica para determinagdo da pureza da PC,
avaliando-se a razao da absor¢do em A=280 nm e A=620 nm (PATEL, et al. 2005; CHEN, et al. 2006).

Neste trabalho, foram utilizadas essas duas técnicas de caracterizagdo para a identificagdo do pigmento
PC em Spirulina comercial de cultivo brasileiro (Fazenda Tamandud, PB). O objetivo foi verificar se a determi-
nagdo da PC pode ser realizada sem o prévio processamento e purificagao da Spirulina, desta forma estas técnicas

foram utilizadas para identificacdo qualitativa.

2. Materiais e Métodos

2.1. Espectroscopia de UV-Vis

Amostras de Spirulina em p6 comercial obtida da Fazenda Tamandua (PR) foram suspensas em 100 mM
de tampao fosfato de sddio pH 7 nas concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5 e 5% (m/v), e homogeneizados num banho de
ultra-sons durante 15 minutos. Depois disso, a suspensdo foi filtrada usando papel de filtro de porosidade de 25 um
e os espectros de absor¢do das solugdes foram obtidos em um equipamento de UV-Vis Shimadzu UV-160 IPC em
cubetas de quartzo, e 1 cm do caminho 6tico.

2.2. Difratometria de Raios X

A caracterizag@o de Spirulina por difratometria de raios X foi realizada através de um ensaio a temperatu-
ra ambiente com angulos 26 entre 5 e 40 (0,5°min™). O equipamento utilizado foi Shimadzu XRD-6000, operando
a30kV e 30 mA com Cu Ka radiagdo de 0,154 nm.

3. Resultados e Discussido

Difractometria de raios X da Spirulina foi feita para investigar a formagao cristalina da PC. O difractogra-
ma (Figura 2) mostra uma grande proeminéncia amorfa com valor maximo de 20 de 20,5°. Essa estrutura amorfa
esta relacionada com a composicdo predominante hemicelulosica e menos celuldsica de carboidratos das algas
verde-azulandas (DOMOZYCH, et al., 1980). Em adigdo a isto, existe uma pequena elevagdo em 20 de 10,5° e um
pico acentuado definido em 26 de 28,5°. Este pico agudo em 28,5° esta provavelmente relacionado com as forma-
¢oes cristalinas da PC conjugada com a PBP na Spirulina, concordando com a literatura relata que a PC de muitas
espécies de algas verde-azulandas pode ser isolada e cristalizada, inclusive a da Spirulina platensis (MORENO
etal., 1997; SWEET, 1977). Na Spirulina estudada neste trabalho, esta proteina PBP pode ter sido cristalizada no
tratamento de secagem desta Spirulina comercial, que ¢ vendida para a suplementagao de alimentos em forma de

po seco.
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Figura 2. Difratometria de raios X da Spirulina platensis.

Os espectros de absor¢do de solugdes com concentragdes crescentes de Spirulina sdo mostrados na Figura
3. A forte capacidade de absor¢do da PC a 620 nm ¢ relacionada com a cor verde-azulada de proteinas soltveis que
sdo subunidades da PC. Além do pico caracteristico de PC em 620 nm, fortes picos de absorbancia inferiores a 300
nm confirmam a presenca de muitas outras proteinas celulares (PATEL et al., 2005; CHEN et al, 2000).
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Figura 3. Caracterizagdo por UV-Vis da Spirulina platensis.

4. Conclusoes

A proteina ficocianina, de importante valor comercial e diversas aplicagodes, foi identificada em Spirulina
platensis comercial em po, sem ser previamente isolada ou purificada de seu extrato bruto em po6. Foram utilizadas
as técnicas de espectroscopia de UV-Vis e difratometria de raios X, qualitativamente. Isso demonstra que ndo ha
necessidade de prévia purificacdo do composto para a identificagdo de PC.
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