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RESUMO 

 

A biomassa microalgal é uma fonte potencialmente atrativa para obtenção de diversos 
bioprodutos, dentre eles a C-ficocianina e a anidrase carbônica. C-ficocianina é um pigmento 
fotossintético acessório da família das ficobiliproteínas e tem sido utilizada como corante 
natural na indústria de alimentos. A anidrase carbônica é uma metaloenzima que catalisa a 
hidratação reversível do dióxido de carbono (CO2) com alta eficiência, sendo utilizada para 
captação de CO2 através de sistemas biológicos. Os métodos de extração, separação, purificação 
e a qualidade da matéria-prima desempenham papéis importantes durante o processo. Muitos 
métodos podem ser aplicados para purificação de bioprodutos, tais como precipitação, 
ultrafiltração, sistema aquoso bifásico ou a combinação destes seguido de uma ou mais etapas 
cromatográficas. A precipitação utilizando sulfato de amônio é uma das técnicas mais adotadas, 
tanto em escala laboratorial como industrial. A ultrafiltração tem ganhado importância na 
purificação de bioprodutos, pois pode ser aplicada na produção em larga escala e é simples de 
ser realizada. Além disso, esta técnica é normalmente realizada à temperatura ambiente, o que 
minimiza o dano térmico ao produto. Neste estudo, as técnicas de precipitação com sulfato de 
amônio e ultrafiltração foram utilizadas para purificar simultaneamente C-ficocianina e 
anidrase carbônica a partir de biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52. No primeiro 
artigo, foi estudado a precipitação direta utilizando diferentes faixas de saturações de sulfato de 
amônio (40, 50 e 60%) e diferentes valores de pH (6, 7 e 8). Através de um delineamento fatorial 
22 com pontos centrais verificou-se que para alcançar um maior fator de purificação para 
anidrase carbônica e C-ficocianina deve-se utilizar pH 8 e saturação de sulfato de amônio de 
60%, obtendo-se fator de purificação de anidrase carbônica e C-ficocianina de 572,2 e 2,6 
vezes, respectivamente, valores esses associados a uma elevada recuperação, 90% e 3233% 
para C-ficocianina e anidrase carbônica. Além disso, C-ficocianina com pureza de grau 
alimentar (0,71) foi obtida. Os dois bioprodutos foram separados, uma vez que C-ficocianina 
foi obtida na fração precipitada e anidrase carbônica na fração sobrenadante.  A influência do 
sulfato de amônio na atividade enzimática da anidrase carbônica (U/mL) também foi avaliada, 
onde a atividade da anidrase carbônica (U/mL) aumentou conforme o incremento na 
concentração de sal. No segundo artigo, fez-se uso da precipitação fracionada com sulfato de 
amônio e também verificou-se que foi possível separar C-ficocianina e anidrase carbônica. Para 
purificação simultânea dos dois bioprodutos os melhores resultados obtidos foram utilizando 
pH 8 e fracionamento na faixa de 0-20% / 20-50% de saturação de sulfato de amônio. Nestas 
condições foram obtidos fator de purificação de 347,0 vezes e recuperação de 3049% para 
anidrase carbônica e fator de purificação de 2,0 vezes e recuperação de 85% para C-ficocianina 
com pureza de 0,75. Não foi possível purificar simultaneamente C-ficocianina e anidrase 
carbônica utilizando ultrafiltração. Ao utilizar tubos Vivaspin® 15 Turbo, pode-se concluir que 
a membrana de 50 kDa permitiu a passagem dos dois bioprodutos e a de 100 kDa reteve os dois 
bioprodutos devido à incrustação da membrana. Ao se utilizar membrana de 100 kDa na 
ultrafiltração com célula também pode-se perceber que tanto a C-ficocianina quanto a anidrase 
carbônica permaneceram na fração retida, fazendo com que estas condições não se apliquem ao 
processo de separação. 

 

Palavras-chave: Bioprodutos. Precipitação por sal. Spirulina platensis. Ultrafiltração.  
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SIMULTANEOUS PURIFICATION OF C-PHYCOCYANIN AND CARBONIC 
ANHYDRASE 

 
ABSTRACT 

 
Microalgal biomass is a potentially attractive source for the obtaining of several bioproducts, 
among them C-phycocyanin and carbonic anhydrase. C-phycocyanin is a photosynthetic 
accessory pigment of the phycobiliproteins family and has been used as a natural dye in the 
food industry. Carbonic anhydrase is a metalloenzyme that catalyzes the reversible hydration 
of carbon dioxide (CO2) with high efficiency, being used to capture CO2 through biological 
systems. The methods of extraction, separation, purification and the raw material’s quality play 
important roles during the process. Many methods may be applied in the purification of 
bioproducts, such as precipitation, ultrafiltration, aqueous biphasic system or their combination, 
followed by one or more chromatographic steps. Precipitation using ammonium sulfate is one 
of the most widely used techniques, both in laboratorial and industrial scale. Ultrafiltration has 
gained importance in the purification of bioproducts since it can be applied in large scale 
production and is simple to perform. In addition, this technique is usually performed at ambient 
temperature, which minimizes thermal damage to the product. In this study, ammonium sulfate 
precipitation and ultrafiltration techniques were used to simultaneously purify C-phycocyanin 
and carbonic anhydrase from the wet biomass of Spirulina platensis LEB-52. In the first article, 
direct precipitation was studied using different ranges of ammonium sulfate saturations (40, 50 
and 60%) and different pH values (6, 7 and 8). Through a factorial design 22 with central points, 
it was verified that, in order to reach a higher purification factor for carbonic anhydrase and  
C-phycocyanin, pH 8 and an ammonium sulfate saturation of 60% must be used, obtaining 
purification factors of carbonic anhydrase and C-phycocyanin of 572.2 and 2.6 times, 
respectively, values associated with high recoveries, 90% and 3233% for C-phycocyanin and 
carbonic anhydrase. In addition, C-phycocyanin with food grade purity (0.71) was obtained. 
The two bioproducts were separated, since C-phycocyanin was obtained in the precipitated 
fraction and carbonic anhydrase in the supernatant fraction. The influence of ammonium sulfate 
on the enzymatic activity of carbonic anhydrase (U/mL) was also evaluated, where the carbonic 
anhydrase activity (U/mL) increased as the salt concentration increased. In the second article, 
fractional precipitation with ammonium sulfate was used and it was also found that it was 
possible to separate C-phycocyanin and carbonic anhydrase. For simultaneous purification of 
the two bioproducts the best results were obtained using pH 8 and fractionation in the range of 
0-20%/20-50% ammonium sulfate saturation. Under these conditions, a purification factor of 
347.0 times and recovery of 3049% for carbonic anhydrase and purification factor of 2.0 times 
and recovery of 85% for C-phycocyanin with purity of 0.75 were obtained. It was not possible 
to simultaneously purify C-phycocyanin and carbonic anhydrase using ultrafiltration. When 
using Vivaspin® 15 Turbo tubes, it can be concluded that the 50 kDa membrane allowed the 
passage of the two bioproducts and the 100 kDa membrane retained the two bioproducts due to 
membrane incrustation. When using a 100 kDa membrane in cell ultrafiltration, it could also be 
seen that both C-phycocyanin and carbonic anhydrase remained in the retained fraction, so that 
these conditions do not apply to the separation process. 
 

 

Keywords: Bioproducts. Precipitation by salt. Spirulina platensis. Ultrafiltration.
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1.     INTRODUÇÃO 

 

A população humana vem crescendo rapidamente e, como consequência, podemos 

citar a demanda crescente de alimentos, energia e água que passarão a ser sérios desafios 

mundiais para as próximas décadas (KING; INDERWILDI; WILLIAMS, 2010). Além disso, 

as preocupações com as mudanças climáticas e a dependência excessiva de combustíveis fósseis 

estão direcionando o investimento para alternativas mais sustentáveis (IPCC, 2014; 

SUBHADRA; GRINSON, 2011). A conscientização oriunda dessas restrições vem chamando 

a atenção para o investimento em iniciativas de pesquisa e comercialização de microalgas 

(WALTZ, 2009) a partir das biorrefinarias, instalações que integram os processos de conversão 

de biomassa em vários produtos e energia comercializáveis, otimizando o uso de recursos e 

minimizando o desperdício, gerando assim maiores benefícios e rentabilidade (JUNG et al., 

2013). 

As microalgas são organismos fotossintéticos unicelulares que estão naturalmente 

presentes em diferentes ambientes aquáticos, incluindo rios, lagos, oceanos e solos, podendo 

ser utilizados como matéria-prima para a produção de uma infinidade de bioprodutos 

(STEPHENSON, 2011). A Spirulina é uma cianobactéria fotossintética planctônica que forma 

grandes populações em corpos de água tropicais e subtropicais que contenham uma quantidade 

elevada de sais como carbonato e bicarbonato com pH alcalino 9,5 (SJORS; ALESSANDRO, 

2010). Dentre os diversos compostos que podem ser obtidos através da biomassa de Spirulina 

destacam-se a anidrase carbônica (AC) e a C-ficocianina (C-FC). 

C-ficocianina é uma ficobiliproteína que quando isolada de Spirulina platensis pode 

ser utilizada como ingrediente, nutriente e corante natural para alimentos (RODA-SERRAT, 

2017) e cosméticos (ARIEDE et al., 2017). Além disso, pode ser usada como agente terapêutico 

potencial em doenças induzidas pelo estresse oxidativo (BHAT; MADYASTHA, 2001). 

A anidrase carbônica (EC 4.2.1.1) é uma metaloenzima que em sua maioria contém 

um átomo de zinco em sua conformação, é amplamente distribuída na natureza e catalisa a 

hidratação reversível de dióxido de carbono (CO2) em íons carbonato (HCO3
-). Nas plantas, 

está envolvida na fixação fotossintética do CO2 (SUPURAN, 2013), podendo ser utilizada no 

desenvolvimento de medicamentos para os tratamentos de glaucoma, obesidade, osteoporose, 

epilepsia e câncer (SUPURAN, 2012; SUPURAN, 2008).  

Devido às diversas aplicações em vários campos, torna-se essencial desenvolver 

um método fácil e rentável para a purificação de bioprodutos de origem microalgal a fim de 
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atender a crescente demanda (BERMEJO et al., 2002). A purificação de produtos 

biotecnológicos pode ser feita por uma combinação de diferentes técnicas, tais como 

precipitação, ultrafiltração, sistema aquoso bifásico ou a combinação destes (LING et al., 2004), 

seguidos de uma ou mais etapas cromatográficas, como cromatografia de troca iônica, de 

afinidade, de interação hidrofóbica ou de adsorção. A finalização geralmente é feita com etapa 

de filtração em gel, secagem, cristalização ou liofilização do produto de interesse (KILLIKIAN; 

PESSOA JR, 2005). 

A precipitação por sal pode ser usada para a remoção inicial de proteínas e 

concentração inicial da amostra, mas a aplicação do procedimento de precipitação é 

estritamente dependente das características e das propriedades da proteína em questão. Um sal, 

geralmente sulfato de amônio, é adicionado ao extrato na concentração que causa a precipitação 

de proteínas (BUYEL et al., 2014). 

Existem diversos fatores envolvidos no processo de separação e fracionamento de 

proteínas por ultrafiltração: interação soluto-soluto, interação soluto-membrana, polarização, 

modo de transporte do soluto, entre outros vários fatores que podem ser responsáveis pelo 

fracionamento de proteína (ZUÑIGA et al., 2003). Separações com membranas não requerem 

aditivos, e podem ser realizadas em baixas temperaturas, com menor consumo de energia em 

comparação com outros processos de separação térmica (SAXENA et al., 2009).  

O grupo de pesquisa do laboratório de Micribiologia e Biosseparações desta 

universidade já vem desenvolvendo estudos com diferentes métodos para a purificação de  

C-ficocianina, como: precipitação (SILVA et al., 2009), sistema aquoso bifásico (ANTELO et 

al., 2010), separação por membranas (FIGUEIRA, 2014), cromatografia de troca iônica em 

coluna de leito fixo (FIGUEIRA, 2014; MORAES; KALIL, 2009; SILVEIRA et al., 2008) e 

de leito expandido (FIGUEIRA, 2014; MORAES et al., 2011). Além disso, alguns estudos 

aplicam diferentes combinações das técnicas de purificação supracitadas (MORAES; 

BURKERT; KALIL, 2010). Entretanto, a purificação de anidrase carbônica de origem 

microalgal não é amplamente difundida, sendo encontrados na literatura poucos estudos 

abordando este assunto (HILTONEN et al, 1995; KARLSSON et al., 1995). Uma vez que 

ambos bioprodutos - C-ficocianina e anidrase carbônica - podem ser obtidos a partir da 

biomassa microalgal de Spirulina platensis e considerando o potencial uso comercial destes 

dois biocompostos, torna-se promissor e inovador estudar métodos de purificação simultânea 

de C-ficocianina e anidrase carbônica. 
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2.     OBJETIVOS 

 

2.1!  OBJETIVO GERAL 

 

Purificar simultaneamente, a partir de biomassa microalgal de Spirulina platensis 

LEB-52, os bioprodutos C-ficocianina e anidrase carbônica por diferentes técnicas utilizando 

precipitação com sulfato de amônio e ultrafiltração.  

 

2.2!  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

•! Avaliar a influência da saturação de sulfato de amônio e pH no processo de 

purificação simultânea de C-ficocianina e anidrase carbônica por precipitação com sulfato de 

amônio. 

•! Avaliar a precipitação fracionada com sulfato de amônio em diferentes faixas de 

saturação e valores de pH, a fim de estabelecer a melhor condição para o processo em termos 

de fator de purificação, recuperação e pureza para C-ficocianina e fator de purificação e 

recuperação para anidrase carbônica.  

•! Separar C-ficocianina e anidrase carbônica por ultrafiltração utilizando dois 

métodos (sistema convencional e tubos Vivaspin® Turbo) com diferentes membranas com 

massas molares de corte de 50 e 100 kDa. 
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3     REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1   CIANOBACTÉRIAS 

 

Segundo a classificação de Woese e Fox (1977), os micro-organismos dividem-se 

em três reinos: eucariontes, arqueobactérias e eubactérias, pertencendo a esta última a divisão 

Cyanophyta, as algas “verdes-azuis” (HOEK et al., 1995; PELCZAR et al., 1993). As 

cianobactérias, anteriormente mencionadas como algas “verdes-azuis”, contém pigmentos 

encontrados em tilacoides. Os tilacoides são envolvidos pelo citoplasma e não são membrano-

limitados. Estes micro-organismos apresentam como característica a ausência de membrana 

nuclear (são procarióticos), de retículo endoplasmático, de mitocôndrias e de aparelho de Golgi, 

presença de peptoglicano e ácido diaminopimélico na parede celular, sensibilidade a infecções 

por vírus e morfologia em geral semelhante a das bactérias (PELCZAR et al., 1993).  

 Distribuídas no solo, água doce e ambiente marinho, as cianobactérias são 

importantes membros das comunidades fitoplanctônica e perifítica (OLIVER; GRANF, 2000). 

Ainda, muitas espécies ocorrem em habitats extremos, como fontes termais, lagos hipersalinos 

e desertos (WEHR; SHEATH, 2015). As cianobactérias crescem de uma maneira muito simples 

e podem ser cultivadas usando energia solar, luz artificial, água e fonte de elementos essenciais 

como carbono, fósforo, enxofre, nitrogênio, potássio e ferro (MARKOU; VANDAMME; 

MUYLAERT, 2014). 

Devido a sua capacidade de fixar nitrogênio, as cianobactérias devem ter sido as 

primeiras colonizadoras de desertos, cavidades vulcânicas e regiões polares, onde trabalharam 

com os líquens na fixação do nitrogênio nas rochas. As cores das cianobactérias incluem 

amarelo-dourado-claro, pardo, vermelho, verde esmeralda, azul, violeta e azul escuro, devido a 

presença de uma vasta quantidade de pigmentos, incluindo carotenoides, clorofila e 

ficobiliproteínas (HENRIKSON, 1994). Dentre as ficobiliproteínas estão a ficocianina, a 

aloficocianina e a ficoeritrina.  

 

3.2!   Spirulina platensis 

 

Spirulina é classificada como uma bactéria aeróbia fotossintética, da divisão 

filogenética das eubactérias, pertencente ao grupo I: Cianobactérias; Sub-secção III: ordem 

Oscillatoriales; Gênero I: Spirulina. Assim, é uma célula tipicamente procariótica com parede 
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celular, membrana celular, ribossomo e região nuclear, sem núcleo verdadeiro (BROCK; 

MADIGAM, 1991). É uma alga verde-azulada que se desenvolve em águas fortemente 

alcalinas, possui tamanho microscópico e é constituída por células de 2 a 8 µm de comprimento, 

que formam uma espiral, o que origina seu nome. É unicelular e descendente das primeiras 

formas fotossintéticas surgidas a aproximadamente 3 bilhões de anos, sem mudanças evolutivas 

(SHIMAMATZU, 2004). 

A microalga Spirulina platensis é usada na nutrição humana devido ao seu alto teor 

proteico e excelente valor nutritivo (DESMORIEUX; DECAEN, 2005; RANGEL-YAGUI et 

al., 2004; SPOLAORE et al., 2006). É também uma fonte valiosa de ácidos graxos essenciais 

(não sintetizados por seres humanos) (ZHANG et al, 2011). Segundo Ambrosi et al. (2008), 

Spirulina e os seus componentes possuem uma diversidade de atividades nutricionais e 

terapêuticas que fazem dela, além de um excelente suplemento alimentar, uma fonte potencial 

para emprego na prevenção e no tratamento de várias enfermidades. Dessa forma, constitui uma 

alternativa eficiente para o desenvolvimento de produtos nutracêuticos, os quais podem reduzir 

os efeitos colaterais originados pelos medicamentos usuais. Estudos realizados isolando 

compostos antioxidantes de Spirulina sp. (por exemplo, β-caroteno, astaxantina e outros 

carotenoides) demosntraram o potencial de proteção contra stress oxidativo, causador de um 

amplo espectro de doenças e envelhecimento (BARROW; SHAHIDI, 2008). 

Spirulina platensis tem sido comercializada desde o início da década de 80. Na 

época o sucesso comercial da Spirulina fez com que houvesse o desenvolvimento de empresas 

de produção tanto no Extremo Oriente, principalmente Tailândia e Taiwan, como nos Estados 

Unidos. As “Earthríse Farms”, fazendas localizadas próximo a Salton Sea, criaram a primeira 

empresa de produção de Spirulina nos Estados Unidos com capital de risco dos japoneses 

(BENEMANN, 1990). O produto era exportado primariamente para o Japão, onde, além de ser 

usado como alimento natural, era submetido à extração para obter o pigmento C-ficocianina, 

usado como corante em produtos como gomas de mascar, sorvetes e bebidas (KATO, 1987).�

Assim, em um período relativamente curto de tempo, a indústria de biotecnologia de microalgas 

adquiriu crescente e significante diversidade. No ano de 2005 o valor de mercado da Spirulina 

seca foi estimado em U$ 40 milhões (SINGH; BHUSHAN; BANERJEE, 2005).   

As microalgas são compostas por três principais componentes: proteína, 

carboidratos e lipídios. A composição proximal de diferentes microalgas, incluindo a de 

Spirulina platensis, está citada na Tabela 1. 
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Tabela 1!– Composição proximal de diferentes microalgas (base seca). 
 

Microalga Proteína (%) Carboidrato (%) Lipídios (%) 

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 

Chlamydomonas rheinhardii  48 17 21 

Chlorella vulgaris  51-58 12-17 14-22 

Chlorella pyrenoidosa  57 26 2 

Spirogyra sp.	
  6-20 33-64 11-21 

Dunaliella bioculata  49 4 8 

Dunaliella salina  57 32 6 

Prymnesium parvum  28-45 25-33 22-39 

Tetraselmis maculata  52 15 3 

Porphyridium cruentum  28-39 40-57 9-14 

Spirulina platensis  46-63 8-14 4-9 

Spirulina maxima  60-71 13-16 6-7 

Synechoccus sp.  63 15 11 
Fonte: Suganya et al. (2015). 

 

As proteínas são parte dos constituintes principais das microalgas e variam o 

percentual de acordo com a espécie. A proteína é um dos produtos considerado importante para 

as biorrefinarias de microalgas e pode ser usada para nutrição humana ou animal 

(VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013). Os carboidratos contidos nas algas são compostos 

principalmente de glicose, celulose e vários tipos de polissacarídeos. Entre estes, os 

polissacarídeos têm funções biológicas como moléculas de armazenamento, proteção e 

estruturais (AIKAWA et al., 2012). As microalgas podem acumular uma elevada percentagem 

de lipídios, dependendo das condições do cultivo, tais como a razão de carbono/ nitrogênio 

(C/N) no meio de cultivo (FAKAS et al., 2009; ZHANG et al., 2011) ou condições de stress, 

como alta temperatura, mudança de pH, elevada concentração de sal dentre outros (KWAK et 

al., 2016). As microalgas são capazes de produzir uma maior produtividade lipídica em 

comparação com outras culturas energéticas, o que as tornam atraentes como matéria-prima 

para a produção de biodiesel e suplementos alimentares saudáveis (YEH; CHANG, 2012). 
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3.3   FICOBILIPROTEÍNAS 

 

Ficobiliproteínas são pigmentos solúveis em água, muito estáveis em pH fisiológico 

e altamente fluorescentes, encontradas em cianobactérias e algas vermelhas, podendo 

representar mais de 60% do conteúdo de proteína solúvel total, ou quase 20% da massa seca 

total da alga (BOGORAD, 1975). Estes compostos absorvem luz, em uma ampla variação de 

comprimentos de onda na parte visível do espectro, e transferem a energia de excitação para o 

centro da reação na membrana fotossintética para conversão em energia química. As 

ficobiliproteínas podem ser divididas em três principais classes dependendo das propriedades 

de absorção: ficoeritrinas (PE, λmáx = 540 - 570 nm), ficocianinas (PC, λmáx = 610 - 620 nm) e 

aloficocianina (APC, λmáx = 650 - 655 nm). Algumas cianobactérias tem um quarto tipo de 

biliproteína no lugar de PE, a ficoeritrocianina. Visualmente, a ficoeritrina aparece na cor roxa, 

as ficocianinas possuem coloração azul, e as aloficocianinas são azuis com uma insinuação para 

o verde (SEKAR; CHANDRAMOHAM, 2008). 

Um dos mais importantes requerimentos para obtenção de ficobiliproteínas de 

cianobactérias é encontrar um procedimento ótimo de extração e purificação. Técnicas usadas 

para extrair e purificar proteínas também são aplicadas às ficobiliproteínas, mas o procedimento 

de purificação que funciona bem para ficobiliproteína de um organismo pode não ser a melhor 

escolha para a ficobiliproteína de outro organismo (ABALDE et al., 1998). O grande interesse 

nestas biomoléculas está na aplicação como corantes naturais. C-ficocianina, por possuir 

coloração natural azul, possui diversas aplicações como corantes em alimentos e cosméticos, 

dependendo do seu grau específico de pureza, que pode variar de 0,7 a 4,0, com respectivo 

aumento de seu valor comercial (SEKAR; CHANDRAMOHAN, 2008). 

Diversos estudos mostram as aplicações biotecnológicas das ficobiliproteínas 

(Quadro 1). As aplicações estendem-se desde a indústria alimentícia, onde estas podem ser 

utilizadas, como corante natural nos alimentos (JESPERSEN et al., 2005; PATEL et al., 2004; 

SENTHILKUMAR et al., 2013; ZHOU et al., 2015), até a farmacêutica, onde são exploradas, 

dentre outras, suas propriedades anticancerígena (SHANAB et al., 2012) e anti-inflamatória 

(ROBERTSON et al., 2015). 

 

3.3.1! C-ficocianina 

 

C-ficocianina é um pigmento azul fotossintético presente em cianobactérias como 

a Spirulina platensis.  C-ficocianina é formada por uma parte proteica e grupamento cromóforo, 
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sendo que esta proteína consiste em subunidades chamadas α e β. Existem diferentes estruturas 

cristalinas para diferentes ficocianinas, ou seja, as subunidades podem ser associadas em 

monômeros (αβ), em trímeros (αβ)3 e hexâmeros (αβ)6 de massas molares na faixa de 18 e 20 

kDa, respectivamente (PATEL et al., 2005; NAKAMOTO; HONMA, 2006). 

 

Quadro 1 – Aplicações biotecnológicas de ficobiliproteínas. 
 

Aplicação Referências 

Corante alimentício (alimentos) 
 

JESPERSEN et al., 2005; PATEL et al., 2004; 
SENTHILKUMAR et al., 2013; ZHOU et al., 
2015 
 

Substâncias antioxidantes (alimentos) 
 

ROCHA et al., 2007 

Terapia fotodinâmica 
 

DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003 

Substâncias antioxidantes (saúde) 
 

SONI; VISAVADIYA; MADAMWAR, 2009 

Agente protetor de danos degenerativos 
 

RIMBAU et al., 1999 

Suplementação humana 
 

IANG; CHEN; CHEN, 2004 

Nutrição animal CHUNTAPA; POWTONGSOOK; 
MENASVETA, 2003 
 

Cosméticos 
 

STOLZ; OBERMAYER, 2005 

Atividade anticancerígena SHANAB et al., 2012 

Atividade anti-inflamatória ROBERTSON et al., 2015 

Anti-envelhecimento KYADARI et al., 2013 
 

A ficocianina, também conhecida como C-ficocianina, cujo prefixo refere-se à 

origem cianobacterial, é um pigmento fotossintético da família das ficobiliproteínas (SONI et 

al, 2006). Devido à sua coloração azul e juntamente com a clorofila a, que possui coloração 

verde, são responsáveis pela coloração azul-esverdeada das cianobactérias (MINKOVA et al, 

2003). Tem máximo de absorção visível entre 615 e 620 nm e máximo de emissão de 

fluorescência em ~ 650 nm. Sua massa molar varia entre 60.000 e 240.000 Daltons (BENNETT; 

BOGORAD, 1973) e apresenta ponto isoelétrico entre 4,6 e 5,2 (ABALDE et al., 1998; 

SANTIAGO-SANTOS et al., 2004). A C-ficocianina de Spirulina platensis LEB-52 é estável 

na faixa de pH de 5,0 - 7,0, e em temperaturas de 10 °C a 25 °C (SILVA, 2005).  
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Estudos têm mostrado que a C-ficocianina age como estimulante do sistema 

imunológico, aumentando a contagem de leucócitos, cuja função principal é manter a saúde dos 

órgãos do corpo, proteger contra o câncer e úlceras (KYADARI et al., 2013; SHANAB et al., 

2012; SONI; VISAVADIYA; MADAMWAR, 2009; VONSHAK, 1997). Quando purificada, 

C-ficocianina apresenta ação antioxidante frente aos radicais hidroxílicos (ESTRADA et al., 

2001). Tem sido também avaliada sua capacidade como agente antitumoral e anti-inflamatório 

(REDDY et al., 2003).  

A pureza de C-ficocianina é avaliada utilizando a razão entre a absorbância a 620 

nm pela absorbância a 280 nm. Quando esta é superior a 4,0, este bioproduto apresenta grau 

analítico. No entanto, quando este valor é superior a 0,7, o mesmo pode ser utilizado como um 

biocorante na indústria de alimentos e cosméticos (KUDDUS et al, 2013). O custo da  

C-ficocianina de grau alimentar (pureza maior do que 0,7) é de cerca de U$ 0,21 por grama, 

enquanto que o custo de grau analítico (pureza superior a 4,0) chega a U$ 6.200,00 por grama 

(SOLEY INSTITUTE, 2017).  

A necessidade da obtenção de C-ficocianina de diferentes graus de pureza faz com 

que o desenvolvimento de diferentes processos de purificação se tornem essenciais, a fim de 

reduzir tempo através de processos com o menor número de etapas e a maior recuperação de 

produto possível. A precipitação com sulfato de amônio combinada com uma variedade de 

princípios cromatográficos tem sido empregada para se obter C-ficocianina com grau analítico 

e alimentício (MINKOVA et al., 2003; MINKOVA et al., 2007; SONI et al, 2006). Sistema 

aquoso bifásico também é um método eficiente utilizado para purificação C-ficocianina�(RITO-

PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001) resultando em extratos puros e com rendimentos 

elevados (PATIL et al., 2006; PATIL; RAGHAVARAO, 2007). Figueira (2014) extraiu  

C-ficocianina com pureza elevada utilizando cromatografia de troca iônica em leito expandido 

seguido por diafiltração/ultrafiltração, e obteve C-ficocianina com grau analítico (pureza > 4,0) 

utilizando, a partir do extrato clarificado, a sequência envolvendo precipitação, 

diafiltração/ultrafiltração, cromatografia de troca iônica em leito fixo e diafiltração/ 

ultrafiltração. 

 

3.4     ANIDRASE CARBÔNICA 

 

A anidrase carbônica (EC 4.2.1.1) é uma metaloenzima que catalisa a 

interconversão do dióxido de carbono (CO2) e íons de bicarbonato (HCO3
-) em muitos 

organismos (Equação 1) (BADGER; PRICE, 1994; KHALIFAH, 1971). 
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 (1) 

 Esta enzima está presente em várias espécies, desde bactérias e algas até 

vertebrados superiores (SMITH; FERRY, 1999). A anidrase carbônica existe em diferentes 

formas, com diferentes estruturas e massa molares. Além disso, sua atividade enzimática é 

variável e dependente da sua fonte de origem. Está entre uma das mais rápidas enzimas 

conhecidas, por exemplo, uma molécula de anidrase carbônica de eritrócito humano pode 

catalisar 1,4!106 moléculas de CO2 em um segundo (KHALIFAH, 1971).  

A anidrase carbônica desempenha diferentes papéis fisiológicos, embora a reação 

catalisada por ela seja, preferencialmente, a mesma, a hidratação do CO2 e a desidratação do 

ácido carbônico (VERPOORTER et al., 1967). Na mineralização do CO2, ocorre primeiramente 

a hidratação do CO2 e posterior fixação na forma de minerais de carbonato. Porém a reação de 

hidratação é a mais lenta e é limitante da velocidade (BOND et al., 2001). Assim, a anidrase 

carbônica pode ser utilizada como catalisador biológico para aumentar a velocidade desta 

reação (MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007). 

Além disto, a anidrase carbônica atua em uma série de funções bioquímicas, tais 

como a regulação do pH do sangue, a gliconeogênese e está principalmente envolvida no 

transporte de CO2 a partir de tecidos para os pulmões (GULER; CAPASSO; SUPURAN, 2015). 

Além destas reações, a anidrase carbônica ainda participa da hidratação de acetaldeídos e 

hidrólise de alguns ésteres (PANDA; GOWRISHANKAR, 2005). Existe uma grande demanda 

de soluções alternativas para mitigação de CO2 na atmosfera, principal gás de efeito estufa. 

Entre as estratégias que podem ser utilizadas, pode-se citar a captura enzimática e sequestro de 

CO2 (ORES et al., 2012; RAMANAN et al., 2009). A anidrase carbônica pode ser estudada 

para uso nesses sistemas devido à sua alta eficiência para catalisar a hidratação reversível de 

CO2 ao bicarbonato (LI et al., 2012; ORES et al., 2012; RAMANAN et al., 2009; SHARMA; 

BHATTACHARYA, 2010, VINOBA et al., 2012).  

Ores et al. (2012) purificaram anidrase carbônica com extração por 

etanol/clorofórmio e precipitação com sulfato de amônio. A purificação de anidrase carbônica 

por extração por etanol/clorofórmio resultou em atividade enzimática de 2623 U/mL, 

recuperação de 98% e fator de purificação de 104 vezes. A fração precipitada por saturação de 

sulfato de amônio a 60% mostrou atividade enzimática de 2162 U/mL, recuperação de 66% e 

fator de purificação de 1,4 vezes. A enzima purificada por ambas técnicas  mostraram  potencial 

na captura de dióxido de carbono.  

Diferentes métodos de purificação da enzima anidrase carbônica vem sendo 

2 2 3CO H O HCO H! ++ " +
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estudados ao longo dos anos (Quadro 2). Vale ressaltar que somente os estudos de Hiltonen et 

al. (1995) e Karlsson et al. (1995) foram realizados com anidrase carbônica extraída a partir de 

microalgas. A função da anidrase carbônica em cianobactérias é aumentar a concentração de 

dióxido de carbono em torno da enzima fotossintética ribulose-bifosfato carboxilase (Rubisco). 

O dióxido de carbono é usado pela Rubisco para iniciar a primeira reação do ciclo de Calvin, a 

carboxilação da ribulose-bifosfato (BADGER; PRICE, 1992; VAN-HILLE et al., 2003).  

 

Quadro 2 – Métodos de purificação para a enzima anidrase carbônica. 
 

Organismo Método de purificação Referência 

Eritrócito de 

Porquinho da Índia 

Precipitação com sulfato de amônio e 

cromatografia de exclusão (Sephadex G-75) 

CARTER; 

PARSONS, 1970 

Eritrócito de Truta-

arco-íres 

Etanol/ clorofórmio, cromatografia de 

exclusão (Sephadex G-75) e cromatografia 

de troca iônica 

HALL, 1983 

Eritrócito humano 
Cromatografia de afinidade (Sepharose-4B-

L-sulfanilamida) 
DEMIR, 1997 

Estômago bovino 
Cromatografia de afinidade (Sepharose-4B-

L-sulfanilamida) 
DEMIR, 2005 

Eritrócito bovino 
Etanol/clorofórmio e precipitação com 

sulfato de amônio 
ORES, 2012 

Coccomyxa sp. 

Precipitação com sulfato de amônio seguido 

de cromatografia de troca iônica e 

cromatografia de interação hidrofóbica 

HILTONEN et al., 

1995 

Chlamydomonas 

reinhardtii 

Precipitação com sulfato de amônio e 

cromatografia de troca iônica 

KARLSSON et al., 

1995 

 

3.5     PURIFICAÇÃO DE BIOPRODUTOS 

 

A purificação de produtos biotecnológicos produzidos por células de animais ou 

microbianas constitui uma etapa complexa do processo, dadas as variadas características dos 

meios de cultivo e das biomoléculas de interesse, como ácidos orgânicos, antibióticos, 
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polissacarídeos, aminoácidos, peptídeos e proteínas (KILIKIAN; PESSOA JR, 2005). Para 

produtos intracelulares é necessário efetuar o rompimento celular prévio, tornando o processo 

de purificação de biomoléculas mais difícil em comparação aos bioprodutos extracelulares. 

Assim, a purificação de uma determinada proteína pode requerer muitas etapas para remover 

um grande número de contaminantes (NELSON; COX, 2006). 

Para obter um produto homogêneo e puro, a presença de contaminantes deve ser 

removida ou reduzida para níveis aceitáveis. Caracterizar a natureza do contaminante é um dos 

principais desafios da purificação (FISCHER et al., 2012). Muitas estratégias têm sido 

propostas para otimizar e encurtar o processo de downstream utilizando materiais de menor 

custo ou reduzindo o número de etapas de processo. A regra geral para se projetar o processo 

de downstream é que as etapas iniciais de processo de produtos biológicos devem estar em 

conformidade com a plataforma de produção, enquanto etapas posteriores devem ser adaptadas 

às propriedades da proteína de interesse (GECCHELE et al., 2014).   

A purificação pode ser dividida em quatro etapas genéricas: separação de células e 

seus fragmentos do meio de cultivo (clarificação); concentração e/ou purificação de baixa 

resolução; purificação de alta resolução; e, finalmente, operações para acondicionamento final 

do produto. A cromatografia de troca iônica está inserida na purificação de alta resolução, que 

compreende a separação de classes de moléculas com características físico-químicas 

semelhantes, como as proteínas (KILLIKIAN; PESSOA JR, 2005). No entanto, a fim de manter 

a eficiência, a purificação não deve conter mais de três etapas de processo (LOJEWSKA et al., 

2015). 

A purificação de C-ficocianina utilizando diferentes técnicas é bem discutida. Patel 

et al. (2005) utilizaram precipitação fracionada com sulfato de amônio (0-25% e 25-50% de 

saturação) seguido por cromatografia de troca iônica, onde obtiveram ao final do processo 

extrato com pureza de 4,42 e recuperação de 45,6%. Chen et al. (2016) utilizaram a combinação 

de precipitação fracionada e cromatografia de troca iônica para purificar o bioproduto e 

obtiveram pureza de 4,33 no extrato com recuperação de 33%. Moraes (2006) estudou a 

purificação de C-ficocianina de Spirulina platensis por precipitação fracionada e por 

cromatografia de troca iônica em leito expandido e obteve extrato com pureza de grau alimentar 

para ambas as técnicas. Na etapa de precipitação fracionada obteve as melhores respostas na 

faixa de 0-20 / 20-50% de saturação de sulfato de amônio, pureza de 0,88 e 83,8% de 

recuperação. A fim de estudar a influência de diferentes parâmetros sobre a purificação de  

C-ficocianina. Silva (2005) otimizou a etapa de precipitação na purificação do bioproduto 

através de um planejamento experimental e obteve extrato com 0,89 de pureza, fator de 
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purificação de 1,7 vezes e recuperação de 91,2%. Sala (2017) extraiu C-ficocianina 

seletivamente utilizando EDTA como agente de ruptura celular e tampão tris-SO4 (50 mM e 

pH 7,4) como agente extrator, e obteve já nesta etapa extrato com pureza acima de 0,7, após  

C-ficocianina foi purificada e concentrada por ultrafiltração utilizando os tubos Vivaspin® 15 

Turbo com retenção nominal da membrana de 50 kDa, ao témino do processo foi obtido extrato 

co pureza de 1,62 e  recuperação de 93%. Um estudo amplo sobre a integração de diferentes 

técnicas de purificação para C-ficocianina foi realizado por Figueira (2014), onde o autor 

concluiu que para a obtenção do bioproduto com grau analítico (pureza > 4,0), deve ser 

aplicado, a partir de extrato clarificado, as etapas de precipitação, diafiltração/ultrafiltração, 

cromatografia de troca iônica em leito fixo e diafiltração/ultrafiltração. O extrato apresentou 

uma recuperação global de 41,6%.  
Já a purificação de anidrase carbônica de origem microalgal não é muito discutida, 

foram encontrados somente os estudos de Hiltonen et al. (1995) e Karlsson et al. (1995). 

Hiltonen et al. (1995) purificaram anidrase carbônica utilizando cromatografia de troca iônica 

a fim de isolar e caracterizar o DNA da alga Coccomyxa sp. Karlsson et al. (1995) purificaram 

anidrase carbônica de Chlamydomonas reinhardtii utilizando precipitação com sulfato de 

amônio, cromatografia de troca iônica e cromatografia de interação hidrofóbica a fim de 

relacionar a anidrase carbônica presente na alga com as da espécie humana.  

 

3.5.1! Precipitação de proteínas 

 

Precipitados de proteínas são agregados de diferentes moléculas proteicas, grandes 

o suficiente para serem observadas a olho nu, e sedimentam sob valor de força centrífuga 

relativamente baixa. A precipitação é um método importante de separação amplamente 

utilizado na purificação de proteínas, esta pode ser realizada por agentes como sais neutros, 

solventes orgânicos, polímeros com alta massa molar ou por ajuste apropriado do pH. A 

precipitação é baseada na solubilidade das proteínas, visto que estas são classificadas de acordo 

com o comportamento que apresentam quando presentes em diferentes solventes (KILIKIAN; 

PESSOA JR, 2005). 

Este método pode ser utilizado para a remoção de impurezas e concentração da 

amostra inicial, mas a aplicação do procedimento de precipitação é estritamente dependente das 

características da proteína de interesse e das proteínas contaminantes. Este método permite 

remover até 90% das proteínas da célula. Um sal, normalmente sulfato de amônio, é adicionado 
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ao extrato em concentração que provoca a precipitação de proteínas. Às vezes é possível 

precipitar a proteína alvo usando calor em vez de sal, mas exige que a proteína seja termoestável 

(BUYEL et al., 2014). Em casos raros, é desejável utilizar a precipitação pelo pH, mas a 

proteína deve ser estável em pH extremo (LOW; O`LEARY; PUJAR, 2007).  

A precipitação simples, ou em um único estágio, tem valor como técnica de 

concentração, entretanto a precipitação fracionada tem sido largamente utilizada 

industrialmente para purificação. O fracionamento em “dois-cortes” ou “dois-estágios” é o mais 

utilizado: consiste em um primeiro corte, em que se adiciona o precipitante em concentração 

suficiente para remover os contaminantes menos solúveis que a proteína de interesse; remove-

se o precipitado formado; adiciona-se mais precipitante; de modo a aumentar sua concentração 

na fase líquida e promover a precipitação da proteína desejada na fase precipitada, com os 

contaminantes mais solúveis que a proteína de interesse permanecendo em solução 

(KILIKIAN; PESSOA JR, 2005). 

 O sal sulfato de amônio é comumente utilizado como agente precipitante, pois 

apresenta alta solubilidade e apresenta propriedades não-desnaturantes para a maioria das 

proteínas. A adição de pequenas quantidades de sais neutros a uma solução proteica geralmente 

aumenta a solubilidade – efeito salting in. Entretanto, o aumento da concentração de sal acima 

no nível ótimo leva a uma desestabilização das proteínas em solução e eventualmente promove 

a sua precipitação. Este efeito é conhecido como salting out. Em altas concentrações, os sais 

competem efetivamente com as moléculas de proteína pela hidratação da água. Isto promove o 

aumento nas interações proteína-proteína, predominando as interações entre resíduos 

hidrofóbicos na superfície da molécula de proteína adjacente. Tal aumento na interação 

proteína-proteína resulta na precipitação (WALSH, 2014). 

A purificação dos biocompostos anidrase carbônica (KARLSSON et al., 1995) e  

C-ficocianina (CHEN et al., 2016; MINKOVA et al., 2003; MORAES et al., 2011; PATEL et 

al., 2005; SILVA et al., 2009) a partir de biomassa microalgal utilizando precipitação com 

sulfato de amônio é discutida na literatura. No entanto, a purificação simultânea destes ainda 

não foi estudada.  

 

3.5.2! Ultrafiltração 

 

A ultrafiltração por membrana consiste no transporte de soluções através de 

membranas semipermeáveis com poros de diâmetro de 1 a 500 nm, sob pressão de 

transmembrana de 100 a 500 kPa e fluxo de permeado de 10 a 200 L/hm²,  sendo utilizada na 
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separação de espécies em soluções aquosas pela massa molar, forma e/ou carga. Neste processo, 

a água e outras moléculas pequenas passam pela membrana, enquanto que moléculas de 

tamanho superior ao diâmetro do poro da membrana ficam retidas sobre esta (CUTLER, 2004; 

ROE, 2001; SCHMIDELL et al., 2001). As membranas de ultrafiltração podem ser feitas de 

polímeros, materiais cerâmicos e metálicos, sendo esta última a menos utilizada em aplicações 

de larga escala. A maioria dos processos de ultrafiltração fazem o uso de membranas 

poliméricas, constituídas principalmente de polissulfona, polietersulfona e celulose. O processo 

de ultrafiltração pode ser controlado por dois parâmetros principais, o fluxo de permeado e a 

rejeição da membrana (CUI, 2005).  

Membranas de ultrafiltração foram projetadas para proporcionar alta retenção de 

proteínas e outras macromoléculas. Qualquer espécie capaz de atravessar os poros da película 

pode, assim, passar livremente pela membrana. Este arranjo permite uma combinação única de 

seletividade e excepcional rendimento em pressão moderada (CUTLER, 2004). Estes processos 

com membrana envolvem a filtração de soluções biológicas contendo proteínas, peptídeos, 

aminoácidos, sais e outros compostos como ácidos orgânicos, açúcares e vitaminas. Alguns 

exemplos incluem a concentração de proteínas de soro de leite durante a produção de uma 

variedade de produtos lácteos, filtração de vinho e na purificação de biocompostos (DARNON 

et al., 2003).  

Em sistemas de ultrafiltração pode ser usado dois diferentes modos de operação. O 

primeiro é conhecido como fluxo perpendicular (dead-end), onde não ocorre o descarte do 

concentrado durante a produção do permeado, fazendo com que o material retido permaneça na 

superfície da membrana, gerando um aumento na pressão e diminuição do fluxo (OLIVEIRA, 

2010). A polarização por concentração e incrustações (fouling) é um problema comum durante 

o processo de filtração ocasionando a perda de desempenho da membrana. O acúmulo de uma 

camada polarizada é causado pelo aumento da concentração de solutos perto da superfície da 

membrana, devido à sua rejeição pela barreira semipermeável e ocorre imediatamente após a 

filtração ser iniciada (PEEVA et al., 2012). O material retido da superfície pode ser removido 

por retrolavagem ou limpeza química, mas na maioria dos casos compromete a integridade da 

membrana irreversivelmente (METCALF; EDDY, 2007). Outro modo de operação é 

denominado fluxo tangencial (cross flow), onde o escoamento da água de entrada ocorre 

paralelamente à superfície da membrana; a diferença de pressão através da membrana permite 

a permeação de parte da água e a outra parte não permeada pode ser recirculada (OLIVEIRA, 

2010).  

O sucesso do fracionamento de proteínas usando ultrafiltração baseia-se tanto na 
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minimização da incrustação da membrana quanto na obtenção de seletividade suficientemente 

elevada de separação. A ultrafiltração opera em condições relativamente baixas de temperatura 

e pressão, não envolve mudança de fase ou adição de aditivos químicos, podendo ser aplicada 

na concentração de moléculas biológicas sem que ocorra a sua desnaturação ou degradação em 

demasia, tendo como maior vantagem o alto rendimento do produto (CUI, 2005).  

Existem estudos sobre a utilização de processo de purificação por membranas para 

C-ficocinanina. Chaiklahan et al. (2011) demonstraram o potencial de separação e purificação 

pelos processos de ultrafiltração e microfiltração, obtendo C-ficocianina de grau alimentar 

(pureza de 1,1) e aproximadamente 82% de recuperação com a utilização de ultrafiltração. Jesus 

(2016) removeu até 57,8% da matéria orgânica natural em suspensão no meio de cultivo de 

Asthrospira platensis utilizando membrana de ultrafiltração de 5 kDa. Figueira (2014) obteve 

extrato de C-ficocianina a partir da biomassa seca de Spirulina platensis LEB-52 com pureza 

de 0,95 utilizando ultrafiltração com membrana de 50 kDa, já ao integrar a diafiltração/ 

ultrafiltração após etapa de precipitação Figueira (2014) obteve extrato com pureza de 2,1. Sala 

(2017) purificou e concentrou C-ficocianina extraída seletivamente a partir da biomassa úmida 

de Spirulina platensis LEB-52 por ultrafiltração utilizando os tubos Vivaspin® 15 Turbo com 

retenção nominal da membrana de 50 kDa e obteve pureza acima de 1,5. Não foram encontrados 

na literatura trabalhos que purificaram anidrase crabônica a partir de biomassa microalgal 

utilizando ultrafiltração. Com base no exposto até o momento, julga-se necessário o estudo da 

purificação simultânea da anidrase carbônica e da C-ficocianina obtidas a partir de biomassa de 

Spirulina LEB-52, uma vez que na literatura são encontrados apenas estudos de extração 

simultânea (SALA, 2017; ORES, 2014) dos mesmos. 
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PURIFICAÇÃO SIMULTÂNEA DE ANIDRASE CARBÔNICA E C-FICOCIANINA 

UTILIZANDO PRECIPITAÇÃO COM SULFATO DE AMÔNIO 

 

RESUMO 

 

Spirulina platensis é uma cianobactéria que vem sendo comercializada em vários países devido 
a aplicabilidade de seus constituintes, principalmente proteínas e vitaminas. Diversos 
compostos podem ser obtidos a partir da biomassa de Spirulina, dentre estes destacam-se a 
ficobiliproteína C-ficocianina (C-FC) e a enzima anidrase carbônica (AC). C-ficocianina é um 
corante azul natural que possui aplicação comercial nas indústrias de alimentos e de cosméticos. 
A anidrase carbônica catalisa a reação reversível de hidratação do dióxido de carbono (CO2) 
em íons bicarbonato (HCO3

-), e por este motivo a AC pode ser utilizada para aplicação na 
captação de CO2, podendo contribuir para redução da quantidade deste gás emitido na 
atmosfera. Os procedimentos de purificação de bioprodutos a partir de extratos de algas podem 
envolver diversas etapas, como por exemplo a precipitação por sal. Esta técnica é uma das 
operações mais adotadas tanto em escala laboratorial como industrial. O sal usualmente 
utilizado para precipitar proteínas é o sulfato de amônio, este é de baixo custo e pode ser 
posteriormente retirado por diálise ou diafiltração para que se possa continuar com as etapas de 
purificação. Neste estudo a influência de duas variáveis, pH e saturação de sulfato de amônio, 
na purificação simultânea de anidrase carbônica e C-ficocianina foi avaliada. Para tanto, foi 
realizado um delineamento fatorial 22 com pontos centrais, e as respostas estudadas foram 
concentração, fator de purificação, recuperação e pureza para C-ficocianina, bem como 
atividade enzimática, fator de purificação e recuperação para anidrase carbônica. O processo de 
purificação permitiu a separação dos dois bioprodutos, obtendo-se C-ficocianina na fração 
precipitada e anidrase carbônica na fração sobrenadante. O pH e a saturação de sulfato de 
amônio afetaram significativamente a purificação de C-ficocianina e anidrase carbônica em 
termos de fator de purificação, enquanto que para as demais respostas não exerceram influência 
significativa. A melhor condição para a separação e purificação dos dois bioprodutos foi 60% 
de saturação de sulfato de amônio e pH 8. Nestas condições foi possível obter C-ficocianina 
com pureza de grau alimentar (0,71), concentração de 2,0 mg/mL, fator de purificação de 2,6 
vezes e recuperação de 90%, e anidrase carbônica com atividade enzimática de 0,91 U/mL, 
fator de purificação de 572,2 vezes e recuperação de 3233 %, valores estes explicados através 
de um ensaio realizado com adições crescentes de sulfato de amônio.  
 

 

Palavras-chave: Bioprodutos. Precipitação por sal. Spirulina platensis.  
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1     INTRODUÇÃO 

 

O uso de microalgas para a extração de produtos de alto valor é considerado 

vantajoso uma vez que elas podem ser cultivadas utilizando água, CO2 atmosférico, carbono, 

nitrogênio, oxigênio, hidrogênio, dentre outros como fonte de nutriente. As microalgas são 

capazes de bio-sequestrar o CO2 proveniente dos gases de combustão gerados pelas usinas, 

podendo contribuir para uma grande redução das emissões de gases de efeito estufa (CHEAH 

et al., 2015), bem como sua biomassa também pode ser utilizada para a obtenção de cosméticos, 

alimentos (WANG et al., 2015), combustíveis, produtos químicos e compostos de alto valor 

agregado (CHRISTENSON; SIMS, 2011). 

Dentre os diversos compostos que podem ser obtidos da biomassa de Spirulina 

destacam-se a anidrase carbônica (AC) e a C-ficocianina (C-FC) (ORES; AMARANTE; 

KALIL, 2016). A C-ficocianina é uma ficobiliproteína que pode ser utilizada como pigmento 

natural em alimentos, tais como goma de mascar, produtos lácteos, geleias (SANTIAGO-

SANTOS et al., 2004), sorvetes, sobremesas e bebidas não alcoólicas (SONANI et al., 2016), 

também apresenta uma variedade de efeitos benéficos a saúde, como ação antioxidante, anti-

inflamatória (DENG; CHOW, 2010), antitumoral (LI et al., 2015), dentre outros. A anidrase 

carbônica é uma metaloenzima que vem sendo utilizada em sistemas de captura enzimática em 

sua forma livre ou imobilizada, pois atua catalisando com alta eficiência a hidratação reversível 

do dióxido de carbono (CO2) (BOND et al., 2001; DAVY, 2009; ORES et al., 2012). Com o 

objetivo de reduzir os gases de efeito estufa, várias estratégias de mitigação, as quais baseiam-

se em reações naturais do CO2 nos organismos vivos, têm sido investigadas (FIGUEROA  

et al., 2008). A anidrase carbônica também é alvo de estudo no desenvolvimento de 

medicamentos para os tratamentos de glaucoma, obesidade, osteoporose, epilepsia, bem como 

câncer (SUPURAN, 2008; SUPURAN, 2012; SUPURAN, 2013).  

Devido às diversas aplicações em vários campos, torna-se essencial desenvolver 

um método fácil e econômico para a purificação de bioprodutos de origem microalgal a fim de 

atender a crescente demanda (BERMEJO et al., 2002). A precipitação é uma das operações 

mais adotadas, tanto em escala laboratorial quanto industrial para purificação de proteínas. Esta 

técnica é considerada um processo de purificação inicial podendo envolver precipitação por sal 

ou por solvente, acarretando alterações na solubilidade da proteína (NELSON; COX, 2006). 

Por ser acessível economicamente, o sulfato de amônio é um dos sais mais utilizados para 

precipitar proteínas, podendo ser eliminado posteriormente da suspensão para que se possa 

continuar com as etapas de purificação (KILIKIAN; PESSOA JR, 2005).  
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Na literatura são encontrados diversos trabalhos que avaliam a purificação de �

C-ficocianina, porém somente alguns estudam a técnica de precipitação por sal. Figueira (2014) 

utilizou diferentes sequências de purificação para obter C-ficocianina de grau analítico. Para 

isto utilizou precipitação com sulfato de amônio, diafiltração/ultrafiltração, e cromatografia de 

troca iônica em leito fixo e expandido. Na etapa onde utilizou precipitação com sulfato de 

amônio obteve extrato com pureza de 1,54, fator de purificação de 2,7 vezes e recuperação de 

81,2%. Moraes (2006) estudou a purificação de C-ficocianina de Spirulina platensis por 

precipitação fracionada e por cromatografia de troca iônica em leito expandido e obteve extrato 

com pureza de grau alimentar e analítico, respectivamente. Na etapa de precipitação fracionada 

obteve as melhores respostas na faixa de 0-20 / 20-50% de saturação de sulfato de amônio, 

pureza de 0,72 e 81,7% de recuperação. A fim de estudar a influência de diferentes parâmetros 

sobre a purificação de C-ficocianina Silva (2005) otimizou a etapa de precipitação na 

purificação do bioproduto através de um planejamento experimental e obteve extrato com 0,89 

de pureza, fator de purificação de 1,7 vezes e recuperação de 91,2%.  

Já para anidrase carbônica foi encontrado apenas um estudo que avaliou a 

purificação deste bioproduto extraído a partir de microalgas. Karlsson et al. (1995) purificaram 

anidrase carbônica de Chlamydomonas reinhardtii utilizando precipitação com sulfato de 

amônio, cromatografia de troca iônica e cromatografia de interação hidrofóbica a fim de 

relacionar a anidrase carbônica presente na alga com as da espécie humana. Até o presente 

momento não se tem conhecimento de estudos que purifiquem e/ou separem simultaneamente 

os dois bioprodutos. 

Mediante o exposto, esta etapa do estudo teve por objetivo purificar 

simultaneamente C-ficocianina e anidrase carbônica extraídas a partir do extrato de biomassa 

úmida de Spirulina platensis LEB-52 utilizando precipitação com sulfato de amônio, avaliando 

diferentes saturações de sulfato de amônio e pH durante o processo. 

 

2       MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO 

 

A cepa de cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo 

Laboratório de Engenharia Bioquímica da Escola de Química e Alimentos da Universidade 

Federal do Rio Grande (FURG), foi utilizada para obtenção simultânea dos bioprodutos  

C-ficocianina e anidrase carbônica. Para o preparo do inóculo, cultivo e manutenção da 
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microalga foi utilizado o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). 

 Os cultivos foram realizados em frasco Erlenmeyer de 2 L (volume útil de 1,8 L), 

sendo adicionado 20% (v/v) de inóculo com concentração inicial de 0,75 g/L. A cianobactéria 

foi incubada a 25°C por 32 d (SALA et al., 2018) com aeração realizada por injeção constante 

de ar estéril (0,5 vvm). A iluminância foi de 40,5 µE/m2.s, com fotoperíodo fixado em 12 h 

claro/escuro. Ao término do cultivo, a biomassa foi recuperada por filtração em papel filtro 

qualitativo de fibra vegetal e espessura 0,003 mm (Fitec). 

 

2.2   EXTRAÇÃO SIMULTÂNEA DE C-FICOCIANINA E ANIDRASE CARBÔNICA 

 

O rompimento celular foi realizado através do tratamento ultrassônico conforme 

proposto por Ores, Amarante e Kalil (2016). A biomassa, em concentração de 5 g/L, foi 

ressuspendida em tampão Tris-SO4 50 mM (pH de acordo com o experimento a ser realizado) 

e submetida a ruptura celular e extração utilizando homogeneizador ultrassônico (Sonic Ruptor 

250, Omni International Inc., EUA) com frequência de 20 kHz (ponteira micro com potência 

de 60 W). Durante o tratamento ultrassônico, a amostra foi mantida em banho de gelo, e o 

tempo de ruptura celular foi de 12 min (SALA, 2017). Após o rompimento celular, as 

suspensões foram centrifugadas (4757 ! g, 4 °C e 20 min) e o sobrenadante utilizado para os 

ensaios de purificação, sendo denominado extrato bruto.  

 

2.3   PURIFICAÇÃO SIMULTÂNEA DE C-FICOCIANINA E ANIDRASE CARBÔNICA 

POR PRECIPITAÇÃO COM SULFATO DE AMÔNIO 

 

2.3.1   Delineamento fatorial 22 com pontos centrais 
 

A influência das variáveis pH e saturação de sulfato de amônio (Tabela 1) foi 

avaliada na purificação simultânea de C-ficocianina e anidrase carbônica por precipitação 

utilizando um delineamento fatorial 22 com pontos centrais. Os níveis das variáveis 

independentes foram escolhidos com base em estudos anteriores realizados por Moraes (2006), 

Ores (2012) e Silva et al. (2009). A matriz do delineamento fatorial 22 com pontos centrais está 

apresentada na Tabela 2, totalizando 7 ensaios, incluindo 3 pontos centrais. 
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Tabela 1 - Variáveis independentes e seus níveis reais e codificados estudados no 
delineamento fatorial 22 com pontos centrais. 

 

Variáveis independentes 
Níveis 

-1 0 +1 

X1: pH  6 7 8 
X2: saturação de sulfato de amônio (%) 40 50 60 

 

Em frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo o extrato bruto foi adicionado, de forma 

gradativa, sulfato de amônio ((NH4)2SO4) sólido na concentração de saturação desejada (40, 50 

e 60%), de acordo com Scopes (1994). A adição foi feita sob refrigeração a 4 °C e constante 

agitação nos 30 min iniciais. Após repouso de 2 h (FIGUEIRA, 2014) a 4 °C, as amostras foram 

centrifugadas (4757 ! g, 4 °C e 20 min), o sobrenadante foi separado e o precipitado 

ressuspendido em tampão Tris-SO4 (50 mM) com diferentes valores de pH (6, 7 e 8) em uma 

relação volume de ressuspensão/volume inicial de 0,52 (SILVA, 2005). Nas frações de entrada, 

precipitado e sobrenadante foram determinadas a atividade enzimática de anidrase carbônica, 

concentração de C-ficocianina e de proteínas. 

 

Tabela 2 - Matriz do delineamento fatorial 22 com pontos centrais (valores codificados e reais). 
 

Ensaio X1 X2 
1 -1 (6) -1 (40) 
2 +1 (8) -1 (40) 
3 -1 (6) +1 (60) 
4 +1 (8) +1 (60) 
5 0 (7) 0 (50) 
6 0 (7) 0 (50) 
7 0 (7) 0 (50) 

X1: pH; X2: saturação de sulfato de amônio (%). 

 

2.3.2   Validação do modelo 

 

O modelo preditivo obtido no delineamento fatorial 22 com pontos centrais foi 

validado nas condições onde apresentou o maior fator de purificação para C-ficocianina e 

anidrase carbônica. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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2.4   INFLUÊNCIA DO SAL SOBRE A ATIVIDADE DA ANIDRASE CARBÔNICA 

 

A influência do sal sobre a atividade enzimática da anidrase carbônica foi realizada 

em diferentes faixas de saturação de sulfato de amônio (0, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e 20%). Em frasco 

Erlenmeyer de 50 mL contendo extrato bruto foi adicionado, de forma gradativa, sulfato de 

amônio ((NH4)2SO4) sólido na concentração de saturação desejada, de acordo com Scopes 

(1994). A adição foi feita sob refrigeração a 4 °C e constante agitação nos 30 min iniciais. Após 

repouso de 2 h (FIGUEIRA, 2014) a 4 °C, as amostras foram centrifugadas (4757 ! g, 4 °C e 

20 min) e a atividade da anidrase carbônica foi determinada no sobrenadante. A relação entre o 

aumento da concentração de sal e o valor de atividade foi avaliada. Para verificar a 

reprodutibilidade dos resultados, cada um dos ensaios descritos foi realizado em triplicata. 

 

2.5   DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

 

2.5.1   Concentração e pureza de C-ficocianina 

 

A concentração de C-ficocianina (C-FC, Equação 1) foi calculada como descrito 

por Bennett e Bogorad (1973) com modificações no comprimento de onda (de 615 nm para  

620 nm). A pureza (PE) foi calculada conforme Equação 2. 

 

C-FC=
(A620 – (0,474 × A652))

5,34
 

 

(1) 

PE=
A620

A280
 

(2) 

 

Onde a absorvância a 620 nm (A620) indica a concentração de C-ficocianina, a absorvância a 

652 nm (A652) indica a concentração de aloficocianina e a absorvância a 280 nm (A280) indica a 

concentração de proteína total na solução.  

 

2.5.2   Atividade enzimática de anidrase carbônica 

 

A atividade enzimática da anidrase carbônica foi monitorada através da atividade 

de esterase segundo metodologia de Pocker e Stone (1967), onde a mistura reacional consistiu 
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em 1,8 mL de tampão Tris-SO4 (50 mM e pH 7,4), 0,2 mL de solução enzimática e 1 mL de   

p-nitrofenil acetato (3 mmol/L). Após a adição do substrato, foi registrado o aumento da 

absorvância a 400 nm a cada 30 s por 4 min à temperatura ambiente no espectrofotômetro. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) é definida como a quantidade de enzima necessária para 

liberar 1 µmol de p-nitrofenol por minuto, sob as condições do ensaio. 

 

2.5.3   Concentração de biomassa e determinação de proteínas 

 

A concentração de biomassa foi determinada por leitura de densidade óptica a  

670 nm (COSTA et al., 2002) e conversão para biomassa seca através de curva padrão 

previamente preparada. Para construção da curva padrão, as células foram coletadas por 

centrifugação, lavadas com água destilada e ressuspendidas com água para leitura da 

absorvância. Para determinação da biomassa seca as células lavadas com água destilada foram 

secas a 105 oC até massa constante. A determinação de proteínas foi realizada segundo 

metodologia descrita por Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino como padrão, 

e também foi acompanhada por leitura em espectrofotômetro-UV a 280 nm. 

 

2.6   DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DO PROCESSO 

 

A eficiência do processo foi avaliada em termos de fator de purificação (FP, 

Equação 3) e recuperação (% REC, Equação 4) para C-ficocianina e anidrase carbônica.  

 

FP =
Ce.s.

Ce.e.
 

(3) 

% REC = 
Cs "×"Vs  

Ce" ×"Ve 
 × 100 

         (4) 

 

Onde Ce.s. é a concentração específica de C-FC (mg/mgproteína) ou a atividade específica de AC 

(U/mgproteína) na fração de saída, Ce.e. é a concentração específica de C-FC (mg/mgproteína) ou a 

atividade específica de AC (U/mgproteína) na fração de entrada, Cs é a concentração de C-FC 

(mg/mL) ou atividade de AC (U/mL) na saída, Ce é a concentração de C-FC (mg/mL) ou 

atividade de AC (U/mL) na entrada, Vs é o volume da fração de saída (mL) e Ve é o volume da 

fração de entrada (mL). 
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2.7   ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os efeitos do delineamento fatorial 22 com pontos centrais foram avaliados a um 

nível de confiança de 95%. A análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foi 

realizada nos demais experimentos, a fim de verificar diferenças significativas entre as 

condições estudadas.  

 

3     RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1   DELINEAMENTO FATORIAL 22 COM PONTOS CENTRAIS 

 

Uma vez que cada enzima possui um valor ótimo de pH e diferentes faixas podem 

causar alterações nas mesmas, optou-se por ajustar o valor de pH (6, 7 e 8) do tampão utilizado 

antes do rompimento celular.  Portanto, a Tabela 3 apresenta a atividade de anidrase carbônica, 

concentração e pureza de C-ficocianina, e concentração de proteínas do extrato bruto nos 

diferentes valores de pH de estudo na precipitação com sulfato de amônio. 
 

Tabela 3 - Atividade de anidrase carbônica (AC), concentração e pureza de C-ficocianina  
(C-FC), e concentração de proteínas do extrato bruto em diferentes valores de pH. 

 

pH 
Concentração 

de proteína 
(mg/mL) 

Atividade de AC 
(U/mL) 

Concentração de C-FC 
(mg/mL) 

Pureza 
de C-FC 

pH 6 2,5 0,02 1,1 0,71 
pH 7 2,6 0,01 1,0 0,69 
pH 8 2,0 0,02 1,1 0,67 

 

Silva et al. (2009), através de um planejamento experimental, estudaram diferentes 

faixas de saturação de sulfato de amônio (43,2, 50, 60, 70 e 76,8 %) para purificação de  

C-ficocianina extraída a partir da biomassa seca de Spirulina platensis LEB-52 e concluiram 

que a mesma começa a precipitar a partir de 50 % de saturação de sulfato de amônio. Já Ores 

et al. (2012) purificaram anidrase carbônica a partir de eritrócito bovino, também utilizando 

diferentes faixas de saturação de sulfato de amônio (de 10 a 80%), e verificaram que a enzima 

precipita entre valores de 70 a 80%. Sendo assim, foi possível estabelecer diferentes faixas de 

saturação de sulfato de amônio a fim de obter cada bioproduto em uma fase diferente. As 

Tabelas 4 e 5 mostram a matriz do delineamento fatorial 22 com pontos centrais, com as 
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variáveis independentes (valores reais e codificados), e as respostas estudadas para anidrase 

carbônica e C-ficocianina, respectivamente. Os valores apresentados para anidrase carbônica 

foram os obtidos na fração sobrenadante (Tabela 4) e os resultados apresentados para  

C-ficocianina foram os obtidos na fração precipitada (Tabela 5) após o ensaio de precipitação 

com sulfato de amônio. 

 

Tabela 4 - Matriz do delineamento fatorial 22 com pontos centrais com valores reais e 
codificados e as respostas estudadas para anidrase carbônica (fração sobrenadante). 

 
Ensaios X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 

1 -1 (6) -1 (40) 0,8 0,01 1,9 45 
2 +1 (8) -1 (40) 0,8 0,52 71,3 2058 
3 -1 (6) +1 (60) 0,3 0,08 39,5 342 
4 +1 (8) +1 (60) 0,2 0,91 572,2 3233 
5 0 (7) 0 (50) 0,2 0,04 117,5 1126 

6 0 (7) 0 (50) 0,3 0,03 116,3 1213 

7 0 (7) 0 (50) 0,3 0,03 91,5 1173 
X1: pH; X2: Saturação de sulfato de amônio (%); Y1: Concentração de proteína (mg/mL); Y2: Atividade de 
anidrase carbônica (U/mL), Y3: Fator de purificação; Y4: Recuperação (%). 
 
 

Tabela 5 - Matriz do delineamento fatorial 22 com pontos centrais com valores reais e 
codificados e as respostas estudadas para C-ficocianina (fração precipitada). 

 
Ensaios X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

1 -1 (6) -1 (40) 2,0 1,4 1,5 60 0,72 
2 +1 (8) -1 (40) 1,8 1,5 2,1 72 0,61 
3 -1 (6) +1 (60) 2,2 2,1 2,1 93 0,73 
4 +1 (8) +1 (60) 1,2 2,0 2,6 90 0,71 
5 0 (7) 0 (50) 3,6 2,3 1,6 111 0,73 

6 0 (7) 0 (50) 3,4 2,3 1,7 108 0,73 

7 0 (7) 0 (50) 3,3 2,2 1,7 106 0,72 
X1: pH; X2: Saturação de sulfato de amônio (%); Y1: Concentração de proteína (mg/mL); Y2: Concentração de C-
ficocianina (mg/mL), Y3: Fator de purificação; Y4: Recuperação (%); Y5: Pureza. 
 

Através do delineamento fatorial 22 com pontos centrais, pode ser observado que o 

fator de purificação para anidrase carbônica variou de 1,9 a 572,2 vezes, já para C-ficocianina 

este parâmetro variou de 1,5 a 2,6 vezes. A faixa de recuperação foi de 45 a 3233% para anidrase 

carbônica e de 60 a 111% para C-ficocianina. Verificou-se também, que conforme Rito-
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Palomares; Nunez e Amador (2001) os extratos obtidos de C-ficocianina podem ser 

considerados com pureza de grau alimentar (acima de 0,70), com exceção do ensaio 2 (pH 8 e 

40% de saturação de sulfato de amônio). A atividade da enzima anidrase carbônica variou de 

0,01 a 0,91 U/mL, bem como a concentração de C-ficocianina variou de 1,4 mg/mL a 2,3 

mg/mL. Através da Figura 1 pode-se observar que, independente do pH, a saturação de 60% foi 

mais eficiente para separar a C-ficocianina, já que visivelmente a fração sobrenadante não ficou 

com coloração azul.  

A utilização de sulfato de amônio como agente precipitante é usual antes de se 

aplicar um método mais sofisticado para a purificação de uma proteína. Por outro lado, o passo 

de precipitação muitas vezes provoca alterações no rendimento e na atividade da enzima 

(CHEN et al., 2016; FIGUEIRA, 2014; KANNAUJIYA; SINHA, 2016; MORAES et al., 2011; 

SILVA et al., 2009). De acordo com a Tabela 4, a enzima anidrase carbônica apresentou (Ensaio 

4) atividade de 0,91 U/mL, fator de purificação de 572,2 vezes e recuperação de 3233%. É 

possível observar que com exceção do Ensaio 1, a recuperação da anidrase carbônica (Tabela 

4) foi superior a 100%. Valores de recuperação acima de 100% foram obtidos na purificação 

de β-galactosidase (BRAGA; LEMES; KALIL, 2014), uma vez que durante o processo de 

purificação inibidores enzimáticos podem ser retirados, ou mesmo devido à presença de sal, o 

que pode ajudar a manter a proteína na forma ativa (PAN; YAO; LI, 2001), tornando possível 

que o sal sulfato de amônio tenha interfirido na reação de atividade enzimática da anidrase 

carbônica expressa em termos de esterase. Desta forma, a fim de avaliar a possível interferência 

do sal adicionado na atividade da anidrase carbônica, foi realizado um ensaio aplicando 

diferentes faixas de saturação (0, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e 20%) no extrato bruto (apresentado no 

item 3.2). 

Alguns estudos que avaliam o desenvolvimento de processos para a obtenção de �

C-ficocianina purificada utilizando precipitação com sulfato de amônio (FIGUEIRA, 2014; 

MINKOVA et al., 2003; MORAES et al., 2011; MORAES; KALIL, 2009; KUMAR et al., 

2014; SILVA et al., 2009; SONG; ZHAO; WANG, 2013; YAN et al., 2011) são encontrados, 

no entanto a purificação simultânea da anidrase carbônica e da C-ficocianina ainda não foi 

discutida. A obtenção de processos de purificação que consigam, através de um mínimo número 

de etapas, fornecer dois biocompostos diferentes, é de alto valor industrial e comercial. 

Silva et al. (2009) purificaram C-ficocianina de Spirulina platensis por precipitação 

direta com sulfato de amônio através de um planejamento experimental estudaram as variáveis 

concentração de sulfato de amônio, relação entre o volume de ressuspensão e o volume inicial, 

e valores de pH. O bioproduto foi extraído a partir da biomassa seca utilizando água destilada 
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e a etapa de precipitação teve duração de 14 h, diferente das condições utilizadas neste estudo. 

A maior pureza de C-ficocianina (0,72) foi obtida em 50% de saturação de sulfato de amônio, 

com concentração de 1,69 mg/mL e 90,1% de recuperação.  

 

Figura 1!– Ensaios de precipitação com diferentes valores de pH (6, 7 e 8) e saturação de 
sulfato de amônio (40, 50 e 60%). (a) Ensaio 1: pH 6 e 40%, (b) Ensaio 2: pH 8 e 40%, (c) 

Ensaio 3: pH 6 e 60%, (d) Ensaio 4: pH 8 e 60%, (e) Ensaio 5: pH 7 e 50%.  
 

 
(a)!                                  (b) 

 

 
(c)                                  (d) 

 
(e) 

 

C-ficocianina extraída a partir da biomassa seca de Spirulina platensis (pureza 

inicial de 0,75) foi purificada por precipitação com sulfato de amônio (saturação de 65%), 

apresentando pureza final de 1,5 e 80% de recuperação (KUMAR et al., 2014). Cabe ressaltar 

que no estudo supracitado a extração de C-ficocianina foi realizada por repetidas etapas de 
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congelamento e descongelamento até obtenção da coloração azul, bem como a etapa de 

precipitação com sulfato de amônio foi realizada por 14 h. Minkova et al. (2003) utilizaram 

sulfato de amônio com 70% de saturação para purificar C-ficocianina de biomassa seca de 

Spirulina fusiformis e obtiveram recuperação de 91%. A extração da C-ficocianina foi realizada 

por congelamento a -15 oC e posterior aquecimento a 30 oC por 1 h e a etapa de precipitação 

foi realizada por 14 h. O grande diferencial do presente estudo com os estudos supracitados é a 

utilização da biomassa úmida para a purificação, bem como o processo de extração o qual 

utilizou o ultrassom.  

As respostas fator de purificação, recuperação e pureza foram avaliadas para  

ambos bioprodutos, com excessão da variável pureza para anidrase carbônica. Apenas a 

resposta fator de purificação apresentou modelo para C-ficocianina e anidrase carbônica. Os 

fatores de purificação para anidrase carbônica e C-ficocianina apresentados nas Tabelas 4 e 5 

foram avaliados estatisticamente para estimar os efeitos de cada variável independente sobre as 

respostas ao nível de 95% de confiança (Tabelas 6 e 7). Para o fator de purificação de  

C-ficocianina apenas a interação entre o pH e a saturação de sulfato de amônio não apresentou 

efeito significativo, já para o fator de purificação da anidrase carbônica todas as variáveis, 

inclusive a interação apresentaram efeito significativo.  Os termos que não foram significativos 

(p > 0,05) foram adicionados à falta de ajuste para o cálculo da análise de variância (ANOVA), 

como mostram as Tabelas 8 e 9. 

Conforme observado na Tabela 6 verifica-se que ao passar do nível -1 para o nível 

+1 das variáveis pH e saturação de sulfato de amônio ocorreu um aumento de 301,05 e 269,27 

vezes, respectivamente, no fator de purificação para anidrase carbônica. Com relação a �

C-ficocianina foi possível verificar um incremento de 0,56 e 0,53 vezes no fator de purificação 

ao passar do nível -1 para o +1 as variáveis pH e saturação de sulfato de amônio, 

respectivamente.  

A fim de se obter dois bioprodutos em um único processo, achar a condição que 

melhor se adeque aos dois se torna um pouco difícil, uma vez que cada um se comporta de uma 

maneira. As condições do ensaio 4 foram escolhidas como sendo as que mais se adequaram ao 

processo devido ao fator de purificação ter sido mais elevado em ambos os casos, 2,6 para  

C-ficocianina e 572,2 para anidrase carbônica, valores esses associados a uma elevada 

recuperação, 90% e 3233% para C-ficocianina e anidrase carbônica, respectivamente, além de 

se ter obtido C-ficocianina com pureza de grau alimentar, 0,71. 
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Tabela 6 - Efeitos das variáveis independentes no fator de purificação de anidrase carbônica. 
 

Variáveis independentes Efeitos Erro padrão t(3) p-valor 

Média 144,32* 18,51 7,80 0,0044 

pH 301,05* 48,98 6,15 0,0087 

Saturação de sulfato de amônio 269,27* 48,98 5,50 0,0118 

Interação pH x saturação de 

sulfato de amônio 

231,63* 48,98 4,73 0,0179 

*Efeito significativo (p < 0,05) 

 

Tabela 7 - Efeitos das variáveis independentes no fator de purificação de C-ficocianina. 
 

Variáveis independentes Efeitos Erro padrão t(2) p-valor 

Média 1,91* 0,027 71,28 0,0002 

pH 0,56* 0,071 7,89 0,0157 

Saturação de sulfato de amônio 0,53* 0,071 7,47 0,0174 

Interação pH x saturação de 

sulfato de amônio 

-0,11 0,071 -1,55 0,2611 

*Efeito significativo (p < 0,05) 

 

Tabela 8 - Valores da ANOVA para o fator de purificação de anidrase carbônica. 
 

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Fcalculado 

Regressão 216797,9 3 72265,9 30,12 

Resíduo 7197,4 3 2399,1  

Total 223995,3 6   
R2: 0,97; F0,95; 3; 6 = 9,28 

 

Tabla 9 - Valores da ANOVA para o fator de purificação de C-ficocianina. 
 

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Fcalculado 

Regressão 0,60 2 0,218 43,58 
Falta de ajuste 0,28 2 0,005  

Erro puro 0,01 2   
Total 0,88 6   

R2: 0,67; F0,95; 4; 6 = 19,25 
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Os coeficientes de correlação (R) de 0,98 e 0,82 para anidrase carbônica e  

C-ficocianina, respectivamente, foram calculados na ANOVA (Tabelas 8 e 9) para a resposta 

fator de purificação, com isso pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados 

experimentais. A razão Fcalculado sobre Ftabelado foi de 3,25 para anidrase carbônica e 2,26 para 

C-ficocianina, tornando o modelo preditivo e significativo para a resposta.  

Dessa forma foi possível gerar as equações dos modelos com as variáveis 

codificadas em função das variáveis pH e saturação de sulfato de amônio nas faixas estudadas, 

mostradas nas Equações 6 e 7.  

 

FPAC = 144,32 + 150,52 X1 + 134,64 X2 + 115,82 X1!X2 (6) 

FPC-FC = 1,91 + 0,28 X1 + 0,26 X2 (7) 

 

Onde FPAC é o fator de purificação de anidrase carbônica, FPC-FC é o fator de purificação para 

C-ficocianina, X1 é o valor de pH e X2 é a saturação de sulfato de amônio. Usando as equações 

acima foi possível construir as curvas de contorno para o fator de purificação da anidrase 

carbônica e C-ficocianina (Figuras 2 e 3). 

Através da análise das curvas de contorno foi possível observar que o maior fator de purificação 

tanto para anidrase carbônica quanto para C-ficocianina foi obtido quando se utilizou pH 8 e 

saturação de sulfato de amônio de 60%. Este resultado difere dos obtidos por Silva et al. (2009), 

que através de um delineamento experimental estudaram a influência do pH, saturação de 

sulfato de amônio e volumes de ressuspensão na purificação de C-ficocianina de Spirulina 

platensis utilizando sulfato de amônio. Ao estudar valores de pH variando de 5,6 a 7 e saturação 

de sulfato de amônio variando de 43,2 a 76,8 foi concluído que para se obter um extrato com 

maior pureza e sem grandes perdas na recuperação as melhores condições seriam de 50% de 

saturação de sulfato de amônio em pH 7. Entretanto é importante lembrar que os autores 

utilizaram biomassa seca e a extração do bioproduto foi feita com água destilada. 

Estes resultados mostram o quanto é importante o estudo de purificação de C-

ficocianina por diferentes métodos, uma vez que alterado alguma etapa do processo as 

condições ótimas para a purificação de C-ficocianina podem ser outras. 

As Tabelas 10 e 11 apresentam os desvios relativos, bem como os valores preditos pelo modelo 

e os valores experimentais relativos à variável resposta fator de purificação para anidrase 

carbônica e C-ficocianina. 
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Figura 2!– Curvas de contorno para o fator de purificação da anidrase carbônica em função 
da saturação de sulfato de amônio e do pH. 

 

 
 

Figura 3!– Curvas de contorno para o fator de purificação da C-ficocianina em função da 
saturação de sulfato de amônio e do pH. 

 

 
 

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos pelo 

modelo, foram inferiores a 20% (RODRIGUES E IEMMA, 2009) para C-ficocianina, nas 

regiões de máximos valores, dessa forma as Equações 6 e 7 preveem bem o comportamento do 

fator de purificação frente as variáveis estudadas nesta região. Já para anidrase carbônica o 

valor de desvio relativo na maioria dos casos, foi superior a 20%, com exceção do ensaio 4, o 

que pode ser explicado devido aos valores de fator de purificação terem sido muito elevados 

para a enzima, uma vez que a influência do sal não se dá sempre da mesma maneira. 
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Tabela 10 - Valores experimentais, preditos pelo modelo e desvio relativo para o fator de 
purificação da anidrase carbônica. 

 

Ensaio pH 

Saturação de 

sulfato de amônio 

(%) 

Valores preditos 

pelo modelo 

Valores 

experimentais 

Desvio 

relativo (%) 

1 -1 (6) -1 (40) -27,0 1,9 1522,1 
2 +1 (8) -1 (40) 12,4 71,3 82,6 
3 -1 (6) +1 (60) 14,6 39,5 63,0 
4 +1 (8) +1 (60) 547,3 572,2 4,4 
5 0 (7) 0 (50) 144,3 117,5 -22,9 
6 0 (7) 0 (50) 144,3 116,3 -24,1 
7 0 (7) 0 (50) 144,3 91,5 57,8 

 

Tabela 11 - Valores experimentais, preditos pelo modelo e desvio relativo para o fator de 
purificação da C-ficocianina. 

 

Ensaio pH 

Saturação de 

sulfato de amônio 

(%) 

Valores preditos 

pelo modelo 

Valores 

experimentais 

Desvio 

relativo (%) 

1 -1 (6) -1 (40) 1,4 1,5 7,4 
2 +1 (8) -1 (40) 1,9 2,1 10,2 
3 -1 (6) +1 (60) 1,9 2,1 10,8 
4 +1 (8) +1 (60) 2,4 2,6 4,7 
5 0 (7) 0 (50) 1,9 1,6 -18,6 
6 0 (7) 0 (50) 1,9 1,7 -12,3 
7 0 (7) 0 (50) 1,9 1,7 -9,1 

 

3.1.1   Validação do modelo matemático 

 

Para a validação do modelo selecionou-se os níveis das variáveis independentes 

onde foi obtido o maior fator de purificação (pH 8 e 60% de saturação de sulfato de amônio, 

ensaio 4) do delineamento fatorial 22 com pontos centrais. A Tabela 12 mostra os resultados da 

validação para a resposta fator de purificação para anidrase carbônica e C-ficocianina, 

respectivamente.  

Na fração sobrenadante foi obtido anidrase carbônica com atividade de 0,91 U/mL, 

fator de purificação de 561,4 e recuperação de 3390%, já na fração precipitada foi obtido  

C-ficocianina com concentração de 2,1 mg/mL, fator de purificação de 2,6 e recuperação de 

92%, bem como a pureza do extrato foi de 0,71.  
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Tabela 12 – Fator de purificação experimental e predito com o respectivo desvio relativo na 
validação do delineamento fatorial 22 com pontos centrais. 

 
 Validação do método (AC) Validação do método (C-FC) 

Resposta predita 547,3 2,4 

Resposta experimental 561,4 ± 3,1 2,6 ± 0,3 

Desvio relativo (%) 2,51 3,16 

 

Pode-se observar na Tabela 12 que os valores de desvio relativo foram semelhantes 

quando comparados aos desvios relativos obtidos no delineamento fatorial 22 com pontos 

centrais (Tabelas 10 e 11), reproduzindo assim, os valores obtidos anteriormente. Quando se 

compara os resultados obtidos no ensaio 4 do delineamento fatorial 22 com pontos centrais com 

a validação do método podemos observar valores de recuperação, fator de purificação e pureza 

bem semelhantes tanto para C-ficocianina quanto para anidrase carbônica.  

 

3.2 INFLUÊNCIA DO SAL NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA ANIDRASE 

CARBÔNICA 

 

Diversos estudos utilizam a precipitação com sulfato de amônio para purificação de 

enzimas (FIGUEIRA, 2014; MOHAMED et al., 2016; MORAES et al., 2011; YAN et al., 2011; 

PURWANTO, 2016) antes de se aplicar um método mais sofisticado para a purificação de uma 

proteína. Por outro lado, o passo de precipitação muitas vezes provoca alterações no rendimento 

e na atividade da proteína. De acordo com a Tabela 4, pode-se notar valores muito elevados de 

fator de purificação e recuperação para enzima anidrase carbônica. Partindo do pressuposto de 

que o sal utilizado poderia aumentar a atividade enzimática da anidrase carbônica, a influência 

do sulfato de amônio foi estudada, e os resultados obtidos estão mostrados na Figura 4.  

Observa-se que a o sal adicionado durante o processo de precipitação teve uma 

influência significativa no aumento da atividade da anidrase carbônica (U/mL): quanto maior a 

concentração de sulfato de amônio adicionado durante o processo, maior foi a atividade da 

enzima. Isto pode explicar os valores elevados de recuperação e fator de purificação, uma vez 

que estes dois parâmetros são dependentes da atividade enzimática. Ilies et al. (1997) 

descobriram uma nova classe de ativadores de anidrase carbônica ao estudar a influência de 

uma série de sais de piridínio quanto sua interação com isoenzimas de anidrase carbônica. Este 

estudo corrobora com os resultados obtidos durante este trabalho uma vez que indica a 
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possibilidade do sal sulfato de amônio ter se comportado como um ativador da atividade 

enzimática de anidrase carbônica expressa em termos de esterase.  

 
Figura 4!– Influência da saturação do sulfato de amônio na atividade enzimática da anidrase 

carbônica. Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre as médias (Teste 
Tukey, p > 0,05). 
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4     CONCLUSÃO 

 

Foi possível purificar simultaneamente os bioprodutos C-ficocianina e anidrase 

carbônica a partir do extrato de biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52 utilizando 

precipitação com sulfato de amônio. O processo de purificação permitiu a separação dos dois 

bioprodutos, obtendo-se C-ficocianina na fração precipitada e anidrase carbônica na fração 

sobrenadante. Segundo as equações do modelo obtidas a partir do delineamento fatorial 22 com 

pontos centrais para se alcançar um maior fator de purificação para anidrase carbônica e  

C-ficocianina deve-se utilizar pH 8 e saturação de 60%, obtendo-se dessa maneira anidrase 

carbônica e C-ficocianina com fator de purificação de 572,2 e 2,6, respectivamente, valores 

esses associados a uma elevada recuperação, 90% e 3233% para C-ficocianina e anidrase 

carbônica, respectivamente, além de se ter obtido C-ficocianina com pureza de grau alimentar, 

0,71. A influência do sulfato de amônio na atividade enzimática também foi estudada, 

concluindo-se que a atividade da anidrase carbônica (U/mL) aumenta conforme o incremento 

na concentração de sal. 
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PURIFICAÇÃO SIMULTÂNEA DE ANIDRASE CARBÔNICA E C-FICOCIANINA 

POR DIFERENTES TÉCNICAS 

 

RESUMO 

 

Spirulina platensis é uma cianobactéria que provém de populações massivas de águas tropicais 
e subtropicais que possuem altos níveis de carbono, bicarbonato e pH elevado. Diversos 
compostos podem ser obtidos a partir da biomassa de Spirulina, dentre estes destacam-se a 
ficobiliproteína C-ficocianina e a enzima anidrase carbônica. C-ficocianina é um pigmento 
natural azul, utilizado nas indústrias de alimentos e cosméticos como corante natural em 
substituição aos sintéticos. A anidrase carbônica é uma metaloenzima que se encontra 
amplamente distribuída na natureza e catalisa com alta eficiência a hidratação reversível do 
dióxido de carbono em bicarbonato. A purificação de produtos biotecnológicos produzidos por 
células microbianas constitui uma etapa complexa do processo dadas as variadas características 
dos meios de cultivo e das biomoléculas de interesse, podendo envolver etapas de precipitação, 
ultrafiltração, sistema aquoso bifásico ou a combinação destes seguidos de uma ou mais etapas 
cromatográficas, como cromatografia de troca iônica, de afinidade ou de adsorção. A 
precipitação com sal é uma das operações mais adotadas, tanto em escala laboratorial como 
industrial. O fracionamento em “dois-cortes” ou “dois-estágios” pode ser empregado quando 
os meios que contém a proteína a ser purificada apresentam misturas de diferentes biomoléculas 
removem-se primeiro as proteínas indesejáveis e após precipitam-se uma ou mais biomoléculas 
alvo. A ultrafiltração é um processo semelhante à filtração tradicional em que devido à 
diferença de pressão aplicada, as moléculas de solventes e solutos de menor tamanho permeiam 
através dos poros da membrana, enquanto outras moléculas ou partículas de maior tamanho são 
retidas. Neste sentido o presente trabalho teve como objetivo purificar simultaneamente C-
ficocianina e anidrase carbônica por diferentes técnicas utilizando precipitação fracionada com 
sulfato de amônio e ultrafiltração. A precipitação fracionada com sulfato de amônio foi eficiente 
na purificação simultânea da anidrase carbônica e C-ficocianina. Os melhores resultados 
obtidos foram utilizando pH 8 e fracionamento na faixa de 0-20% / 20-50% de saturação de 
sulfato de amônio. Nestas condições foram obtidos fator de purificação de 347,0 e recuperação 
de 3049% para anidrase carbônica e fator de purificação de 2,0 e recuperação de 85% para C-
ficocianina com pureza de 0,75. Já a técnica de ultrafiltração (utilizando tubos Vivaspin® 15 
Turbo, Vivaspin® 20 Turbo e convencional em célula) não se mostrou adequada para a 
purificação simultânea da C-ficocianina e anidrase carbônica. Ao testar duas membranas (tubos 
Vivaspin® 15 Turbo e tubos Vivaspin® 20 Turbo) observou-se que na de 50 kDa os 
bioprodutos foram encontrados nas duas frações (permeada e retida) e na de 100 kDa observou-
se a retenção da C-ficocianina e da anidrase carbônica, devido à obstrução da membrana. Ao 
utilizar a célula convencional de ultrafiltração com membrana de 100 kDa também pode-se 
observar a retenção dos dois bioprodutos com queda acentuada no fluxo durante o processo, 
evidenciando também a incrustação da membrana. 

 

 

Palavras-chave: Sulfato de amônio. Bioprodutos. Ultrafiltração. Precipitação fracionada. 
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1     INTRODUÇÃO  

 

O crescente interesse no estudo de micro-organismos como microalgas, fungos e 

bactérias deve-se à importância destes nas diversas cadeias tróficas e na possibilidade da 

aplicação comercial em distintas áreas. Dentre estes micro-organismos, as microalgas são 

capazes de produzir compostos bioativos com aplicações potenciais na indústria cosmética 

(WANG et al., 2015), bem como estes produtos podem ser usados como nutracêuticos 

(CHRISTAKI et al, 2013), aditivos e corantes naturais (BOROWITZKA, 2013; SANGHVI; 

LO, 2010), dentre outros. 

Dentre os diversos compostos que podem ser obtidos da biomassa de Spirulina 

destacam-se a anidrase carbônica (AC) e a C-ficocianina (C-FC) (ORES; AMARANTE; 

KALIL, 2016). C-ficocianina quando isolada de Spirulina platensis pode ser utilizada como 

corante alimentício em substituição aos sintéticos, uma vez que a microalga é legalmente 

autorizada como alimento ou complemento alimentar na Europa, Japão e Estados Unidos pelo 

FDA (Food and Drug Administration) (VON DER WEID; DILLON; FALQUET, 2000), que 

emitiu o primeiro certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) para Spirulina, 

deliberando o seu uso como alimento sem apresentar risco à saúde (FDA, 2015). No Brasil, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) reconheceu a Spirulina como ingrediente 

que pode ser utilizado nas formulações de alimentos, limitando o consumo diário do produto 

em 1,6 g (ANVISA, 2008). 

A anidrase carbônica (EC 4.2.1.1) é uma metaloenzima que contém um átomo de 

zinco na sua conformação, catalisando a hidratação reversível do CO2 em bicarbonato com alta 

eficiência (SHEKH et al., 2012), sendo utilizada industrialmente em sistemas de captura 

enzimática de CO2 atmosférico (VINOBA et al., 2012), poluente considerado como maior 

contribuinte para o efeito estufa (IPCC, 2014). No processo enzimático de captura de CO2, 

ocorre primeiramente a hidratação do CO2, catalisada pela enzima e posterior fixação química 

na forma de minerais de carbonato, como calcita, magnesita e dolomite. Este é um método 

seguro e permanente de eliminação de CO2, uma vez que estes minerais de carbonato 

encontram-se em abundância na natureza e são ambientalmente seguros e estáveis 

(MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007). 

A purificação de produtos biotecnológicos pode envolver etapas de precipitação, 

ultrafiltração, sistema aquoso bifásico, ou a combinação destes, seguidos de uma ou mais etapas 

cromatográficas, como cromatografia de troca iônica, de afinidade, de interação hidrofóbica ou 

de adsorção. A finalização geralmente é feita com etapa de filtração em gel, secagem, 



78 
 

cristalização ou liofilização do produto de interesse (KILIKIAN; PESSOA JR, 2005).  

Podemos citar a ultrafiltração como um processo semelhante à filtração tradicional, 

podendo ser controlada por dois parâmetros principais, o fluxo de permeado e a rejeição da 

membrana (CUI, 2005). Quando o objetivo da separação por membrana é a concentração, o 

retido será o produto final. Porém, no caso de purificação, tanto o retido quanto o permeado 

podem conter o produto desejado, dependendo das impurezas que se quer eliminar e o tamanho 

da molécula alvo (HABERT; RONALDO, 2006).  

Já a precipitação simples, ou em um único estágio, tem valor como técnica de 

concentração, entretanto a precipitação fracionada tem sido largamente utilizada 

industrialmente para purificação. O fracionamento em “dois-cortes” ou “dois-estágios” pode 

ser empregado quando os meios que contém a proteína a ser purificada apresentam misturas de 

diferentes biomoléculas, removem-se primeiro as proteínas indesejáveis e após precipitam-se 

uma ou mais biomoléculas alvo (KILIKIAN; PESSOA JR, 2005). O sal sulfato de amônio é 

comumente utilizado como agente precipitante, pois apresenta alta solubilidade e apresenta 

propriedades não-desnaturantes para a maioria das proteínas (WALSH, 2014). 

Na literatura são encontrados trabalhos que avaliam a purificação de  

C-ficocianina (FIGUEIRA, 2014; MORAES et al., 2011; SILVA et al., 2009) e anidrase 

carbônica (ORES et al., 2012) por precipitação com sal, bem como estudos que utilizam 

ultrafiltração para purificação de C-ficocianina (FIGUEIRA, 2014; MARTELLI et al., 2014; 

PATIL, RAGHAVARÃO, 2006; CHAIKLAHAN et al., 2011) e anidrase carbônica 

(CHANDRA, WAHHED, SINGH, 2013), no entanto até o presente momento não se tem 

conhecimento de estudos que purifiquem simultaneamente estes dois bioprodutos utilizando 

estas duas técnicas. 

Mediante o exposto o presente trabalho teve por objetivo purificar 

simultaneamente, a partir do extrato de biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52, os 

bioprodutos C-ficocianina e anidrase carbônica utilizando diferentes técnicas de purificação, 

precipitação fracionada com sulfato de amônio e ultrafiltração. 

 

2     MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1   MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO 

 

A cepa de cianobactéria Spirulina platensis LEB-52, gentilmente cedida pelo 

Laboratório de Engenharia Bioquímica da Escola de Química e Alimentos da Universidade 
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Federal do Rio Grande (FURG), foi utilizada para obtenção simultânea dos bioprodutos 

anidrase carbônica e C-ficocianina. Para o preparo do inóculo, cultivo e manutenção da 

microalga foi utilizado o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). 

Os cultivos foram realizados em frasco Erlenmeyer de 2 L (volume útil de 1,8 L), 

sendo adicionado 20% (v/v) de inóculo com concentração inicial de 0,75 g/L. A cianobactéria 

foi incubada a 25 °C por 32 d (SALA et al., 2018) com aeração realizada por injeção constante 

de ar estéril (0,5 vvm). A iluminância foi de 40,5 µE/m2.s, com fotoperíodo fixado em 12 h 

claro/escuro. Ao término do cultivo, a biomassa foi recuperada por filtração em papel filtro 

qualitativo de fibra vegetal e espessura 0,003 mm (Fitec, Brasil). 

 

2.2   EXTRAÇÃO SIMULTÂNEA DE C-FICOCIANINA E ANIDRASE CARBÔNICA 

 

O rompimento celular foi realizado através do tratamento ultrassônico conforme 

proposto por Ores, Amarante e Kalil (2016). A biomassa, com concentração de 5 g/L foi 

ressuspendida em tampão Tris-SO4 50 mM (pH de acordo com o experimento a ser realizado) 

e submetida a ruptura celular e extração utilizando homogeneizador ultrassônico (Sonic Ruptor 

250, Omni International Inc., EUA) com frequência de 20 kHz (ponteira micro com potência 

de 60 W). Durante o tratamento ultrassônico, a amostra foi mantida a temperatura de 4 °C, e o 

tempo de ruptura celular foi de 12 min (SALA, 2017). Após o rompimento celular, as 

suspensões foram centrifugadas (4757 ! g, 4 °C e 20 min) e o sobrenadante utilizado para os 

ensaios de purificação, sendo denominado extrato bruto.  

 

2.3  PURIFICAÇÃO SIMULTÂNEA DE C-FICOCIANINA E ANIDRASE CARBÔNICA 

POR DIFERENTES TÉCNICAS 

 

2.3.1   Precipitação fracionada com sulfato de amônio 

 

O extrato contendo C-ficocianina e anidrase carbônica foi concentrado e purificado 

por precipitação fracionada com saturação de sulfato de amônio de 0-20% / 20-50% em pH de 

6, 7 e 8.  Em frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo extrato bruto foi adicionado, de forma 

gradativa, sulfato de amônio ((NH4)2SO4) sólido correspondente ao primeiro estágio de 

saturação (20%), de acordo com Scopes (1994). A adição foi feita sob refrigeração a 4 °C e 

constante agitação nos 30 min iniciais. As amostras permaneceram em repouso por 2 h 
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(FIGUEIRA, 2014) a 4 °C, após foram centrifugadas (4757 ! g, 4°C e 20 min), o sobrenadante 

foi separado e o precipitado descartado. No segundo estágio, sulfato de amônio foi adicionado 

ao sobrenadante até atingir saturação equivalente a 50% (SCOPES, 1994). A adição foi feita 

sob refrigeração a 4 °C e constante agitação nos 30 min iniciais. As amostras permaneceram 

em repouso por 2 h (FIGUEIRA, 2014) a 4 °C, e após foram centrifugadas  

(4757 ! g, 4 °C, por 20 min). Ao término da precipitação, o precipitado foi ressuspendido em 

tampão Tris-SO4 (50 mM e pH equivalente) em uma relação volume de ressuspensão/volume 

inicial de 0,52 (SILVA, 2005). As duas frações (precipitado e sobrenadante) foram 

armazenadas em frasco âmbar e mantidas a temperatura de 4°C até realização das análises. Os 

ensaios foram realizados em triplicata. A concentração de C-ficocianina, atividade de anidrase 

carbônica e o teor de proteínas foram determinados nas frações de entrada, sobrenadante e 

precipitado.  

Após determinar o melhor pH de precipitação, diferentes faixas de saturação foram 

avaliadas (0-20% / 20-60% e 0-25% / 25-60%). As faixas de saturação foram escolhidas de 

acordo com estudos feitos previamente por Moraes (2006) e Ores et al. (2012).  

 

2.3.2   Purificação simultânea de anidrase carbônica e C-ficocianina por ultrafiltração 

 

O processo de ultrafiltração foi estudado por dois métodos diferentes: (i) tubos 

Vivaspin® Turbo (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha) e (ii) sistema convencional (em 

módulo de membrana).  

Duas membranas de polietersulfona com retenção nominal de 50 kDa e 100 kDa 

(FIGUEIRA, 2014) foram testadas utilizando tubos Vivaspin® 15 e Vivaspin® 20, 

respectivamente. Para tal, 10 mL do extrato bruto foi adicionado ao tubo, este foi centrifugado 

por 10 min a 10 °C e 3304 ×g (SALA, 2017), e após foi mensurado o volume da fração 

permeada e retida. Os ensaios foram realizados em triplicata. A concentração de C-ficocianina, 

atividade de anidrase carbônica e o teor de proteínas foram determinados nas frações de entrada, 

permeada e retida. 

O sistema de ultrafiltração (em módulo de membrana) foi realizado utilizando 

configuração do tipo convencional (dead-end), de volume útil de 160 mL e agitação promovida 

por barra magnética suspensa a 5 mm da superfície da membrana, para simulação do 

escoamento em fluxo tangencial, sendo operado em modo descontínuo. O sistema foi operado 

com agitação constante, pressão de 1,5 kgf/cm² (manométrica) e temperatura de 10 ºC. O gás 

utilizado para a operação foi o nitrogênio. Membranas de ultrafiltração com retenção nominal 
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de 50 kDa (polietersulfona) e 100 kDa (celulose regenerada) (FIGUEIRA, 2014) foram 

testadas.  Para tal, 30 mL do extrato bruto foi adicionado a célula de ultrafiltração. Após o 

término do ensaio foi mensurado o volume da fração permeada e retida. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. A concentração de C-ficocianina, atividade de anidrase carbônica e o 

teor de proteínas foram determinados na fração inicial, retida e permeada.  

 

2.4    DETERMINACÕES ANALÍTICAS 

 

2.4.1   Concentração e pureza de C-ficocianina 

 

A concentração de C-ficocianina (C-FC, Equação 1) foi calculada como descrito 

por Bennett e Bogorad (1973) com modificações no comprimento de onda (de 615 nm para 620 

nm). A pureza (PE), foi calculada conforme Equação 2. 

 

C-FC=
(A620 – (0,474 × A652))

5,34
 

 

(1) 

PE=
A620

A280
 

(2) 

 

Onde a absorvância a 620 nm (A620) indica a concentração de C-ficocianina, a absorvância a 

652 nm (A652) indica a concentração de aloficocianina e a absorvância a 280 nm (A280) indica a 

concentração de proteína total na solução. 

 

2.4.2   Atividade enzimática de anidrase carbônica 

 

A atividade enzimática da anidrase carbônica foi monitorada através da atividade 

de esterase segundo metodologia de Pocker e Stone (1967), onde a mistura reacional consistiu 

em 1,8 mL de tampão Tris-SO4 (50 mM, pH 7,4), 0,2 mL de solução enzimática e 1 mL de  

p-nitrofenil acetato (3 mmol/L). Após a adição do substrato, foi registrado o aumento da 

absorvância a 400 nm a cada 30 s por 4 min à temperatura ambiente no espectrofotômetro. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) é definida como a quantidade de enzima necessária para 

liberar 1 µmol de p-nitrofenol por minuto, sob as condições do ensaio. 
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2.4.3   Concentração de biomassa e determinação de proteínas 

 

A concentração de biomassa foi determinada por leitura de densidade óptica a  

670 nm (COSTA et al., 2002) e conversão para biomassa seca através de curva padrão 

previamente preparada. Para construção da curva padrão, as células foram coletadas por 

centrifugação, lavadas com água destilada e ressuspendidas com água para leitura da 

absorvância. Para determinação da biomassa seca as células lavadas com água destilada foram 

secas a 105 oC até massa constante. A determinação de proteínas foi realizada segundo 

metodologia descrita por Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino como padrão, 

e também foi acompanhada por leitura em espectrofotômetro-UV a 280 nm. 

 

2.5.     DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DO PROCESSO 

 

A eficiência do processo foi avaliada em termos de fator de purificação (FP, 

Equação 3) e recuperação (% REC, Equação 4) para C-ficocianina e anidrase carbônica em 

ambas as técnicas utilizadas.  

 

 

Onde Ce.s. é a concentração específica de C-FC (mg/mgproteína) ou a atividade específica de AC 

(U/mgproteína) na fração de saída, Ce.e. é a concentração específica de C-FC (mg/mgproteína) ou a 

atividade específica de AC (U/mgproteína) na fração de entrada, Cs é a concentração de C-FC 

(mg/mL) ou atividade de AC (U/mL) na saída, Ce é a concentração de C-FC (mg/mL) ou 

atividade de AC (U/mL) na entrada, Vs é o volume da fração de saída (mL) e Ve é o volume da 

fração de entrada (mL). 

Além disso, nos ensaios de ultrafiltração, a retenção (% Retenção) e o fator de 

concentração (FC) do composto de interesse foram determinados conforme as Equações 5 e 6, 

respetivamente.  

 

FP =
Ce.s.

Ce.e.
 

 

(3) 

% REC = 
Cs ×"Vs  

Ce" ×"Ve 
 ! 100 

 

(4) 
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% Retenção = 1- 
Cp

Ca
! 100 

 

(5) 

FC=
Xretido

Xentrada
 

 

(6) 

 
Onde Cp é a concentração de C-FC (mg/mL) ou atividade de AC (U/mL) no permeado; Ca é a 

concentração de C-FC (mg/mL) ou atividade de AC (U/mL) na alimentação; Xentrada e Xretido 

correspondem ao composto de interesse como concentração de C-FC (mg/mL) ou atividade de 

AC (U/mL), nas frações de alimentação e retida, respectivamente.  

Também foi determinado o fator de concentração de volume após a ultrafiltração, 

conforme mostra a Equação 7.  

 

Fator de concentração do volume = Ventrada

Vsaída
 (7) 

 

Onde Ventrada e Vsaída correspondem ao volume alimentado (mL) e ao volume da fração retida 

na membrana (mL), respectivamente.  

O percentual de rejeição da anidrase carbônica ou C-ficocianina pela membrana foi 

calculado conforme a Equação 8 (GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008).  

 

Rejeição % = 1-
Xp

Xr
!"100 

 

(8) 

Onde Xp e Xr correspondem a concentração de C-FC (mg/mL) ou atividade de anidrase 

carbônica (U/mL) na fração permeada e retida, respectivamente. 

 

2.6    ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram submetidos 

à teste t ou análise de variância seguido pelo teste de Tukey, a fim de verificar diferenças 

significativas entre as condições estudadas a um nível de 95% de confiança. 
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3.     RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1   PRECIPITAÇÃO FRACIONADA COM SULFATO DE AMÔNIO 

 

Para que a separação simultânea dos bioprodutos pudesse ocorrer, era necessário se 

obter cada um deles em uma fração diferente. Para tal, foram tomados como base os estudos de 

Silva et al. (2009) e Ores et al. (2012), onde ambos utilizaram a técnica de precipitação com 

sulfato de amônio para purificar C-ficocianina e anidrase carbônica, respectivamente. Silva et 

al. (2009), através de um planejamento experimental, estudaram diferentes faixas de saturação 

de sulfato de amônio (43,2, 50, 60, 70 e 76,8 %) para purificação de C-ficocianina de Spirulina 

platensis e concluíram que a mesma começa a precipitar a partir de 50% de saturação de sulfato 

de amônio. Ores et al. (2012) purificaram anidrase carbônica a partir de eritrócito bovino 

utilizando diferentes faixas de saturação de sulfato de amônio (de 10 a 80%), e verificaram que 

a enzima precipita nos valores entre 70 e 80%. Sendo assim, foi possível estabelecer diferentes 

faixas de saturação de sulfato de amônio a fim de verificar qual delas mais se adequa ao 

processo. Os valores de pH foram escolhidos através dos estudos de Silva et al. (2009), que 

concluíram que maiores valores de pureza de C-ficocianina foram obtidos quando se trabalha 

com pH 5,6 ou 7 durante a precipitação com sulfato de amônio, bem como o estudo de 

Kupriyanova et al. (2003), que verificaram o efeito do pH no meio da atividade extracelular da 

enzima anidrase carbônica da microalga Microcoleus chthonoplastes, onde foi observado uma 

alta atividade sob condições alcalinas (pH 10).  

A partir destas informações foram realizados ensaios utilizando saturação de sulfato 

de amônio na faixa de 0-20% / 20-50% com diferentes valores de pH (6, 7 e 8). Portanto, 

esperava-se, com os ensaios realizados, encontrar uma maior concentração de C-ficocianina na 

fração precipitada do segundo corte e uma maior atividade de anidrase carbônica na parcela do 

sobrenadante também do segundo corte, possibilitando assim a separação simultânea dos dois 

bioprodutos. Também esperava-se que os valores de fator de purificação para anidrase 

carbônica e C-ficocianina bem como a pureza de C-ficocianina fossem maiores do que na 

precipitação direta, uma vez que uma concentração maior de proteínas contaminantes é retirada 

no primeiro corte.  

As Tabelas 1 e 2 apresentam os valores obtidos no ensaio de precipitação fracionada 

(0-20 / 20-50%) com diferentes valores de pH para C-ficocianina e anidrase carbônica, 

respectivamente. Analisando as frações (precipitado e sobrenadante) individualmente, pode-se 

perceber que a precipitação fracionada com sulfato de amônio se mostrou uma técnica eficaz 
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para a purificação simultânea de C-ficocianina e anidrase carbônica, uma vez que, conforme 

esperado, uma maior concentração de C-ficocianina foi obtida na fração precipitada e uma 

maior atividade de anidrase carbônica na fração sobrenadante para os três valores de pH 

utilizados (6, 7 e 8). Foram obtidos, para todos os ensaios, o mesmo valor de concentração de  

C-ficocianina (1,4 mg/mL). Pode-se observar também que os valores de pH influenciaram mais 

a atividade da anidrase carbônica do que a concentração de C-ficocianina, deixando bem claro 

que existe uma preferência da enzima por pH’s alcalinos (KUPRIYANOVA et al., 2003). Sua 

atividade foi de 0,736 U/mL em pH 8 contra 0,043 e 0,119 U/mL para pH 6 e 7, 

respectivamente. 

Uma vez que C-ficocianina é comercializada de acordo com seu grau específico de 

pureza, sendo este classificado acima de 0,7 em grau alimentar e acima de 4,0 em grau analítico 

(RITO-PALOMARES; NUEZ; AMADOR, 2001), os ensaios realizados também objetivaram 

um aumento na pureza em relação ao extrato inicial, uma vez que no primeiro corte são 

removidas uma maior concentração de proteínas contaminantes. Com base nos resultados da 

Tabela 1, verificou-se que o processo aplicado possibilitou a obtenção de extrato de  

C-ficocianina com pureza de grau alimentar (> 0,7) para todos valores de pH testados, sendo 

que o incremento obtido na  pureza em relação ao extrato bruto se deu da mesma forma para 

todos os ensaios, valores estes apresentados na Tabela 3. Em estudo feito por Silva et al. (2009) 

valor semelhante de pureza de C-ficocianina (0,88) foi encontrado para precipitação fracionada 

na faixa de saturação de sulfato de amônio de 0-25% / 25-60% e utilizando pH 7.  Moraes 

(2006) utilizou precipitação fracionada na faixa de 0-25% / 25-50% e obteve extrato com pureza 

de 0,72. Julga-se importante ressaltar que nos dois estudos foram utilizadas biomassa seca de 

Spirulina platensis, a ruptura celular foi feita por congelamento e a extração do bioproduto foi 

feita utilizando água destilada como solvente.  

As recuperações obtidas para C-ficocianina foram iguais (85%) nos diferentes 

valores de pH, mostrando que a diferença de pH não exerceu influência sobre este parâmetro, 

corroborando com o estudo de Silva et al. (2009) que também não observou diferença 

significativa nos valores de recuperação quando estudou diferentes faixas de pH na purificação 

de C-ficocianina de Spirulina platensis utilizando precipitação com sulfato de amônio. Já para 

anidrase carbônica as recuperações foram de 630, 1384 e 3049% para os valores de pH de 6, 7 

e 8, respectivamente, mostrando que neste caso a recuperação aumentou conforme o aumento 

de pH, fato este que pode ser explicado devido a influência que o valor de pH teve no aumento 

da atividade enzimática, uma vez que a recuperação está relacionada à atividade enzimática da 

anidrase carbônica.  
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Tabela 1 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos no ensaio de precipitação fracionada (0-20 / 20-50%) referentes à  
C-ficocianina (C-FC). 

 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

pH Fração 
Concentração de 

proteína (mg/mL) 

Concentração de 

C-FC 

(mg/mL) 

Concentração 

específica 

C-FC (mg/mg) 

Fator de 

purificação 

Recuperação 

(%) 
Pureza 

pH 6 

Entrada 2,8 ± < 0,1 1,1 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,71 ± < 0,01 

Precipitado 2,2 ± < 0,1 1,4 ± < 0,1 0,6 ± < 0,1  1,6 ± < 0,1 85 ± 0,5 0,81 ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2  ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 1 ± 0,2 0,10 ± < 0,01 

pH 7 

Entrada 2,7 ± < 0,1 1,1 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,68 ± < 0,01 

Precipitado 2,3 ± 0,1 1,4 ± < 0,1 0,6 ± < 0,1 1,40 ± < 0,1 85 ± 0,4 0,78 ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 1 ± 0,1 0,10 ± 0,01 

pH 8 

Entrada 2,8 ± < 0,1 1,1 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,66 ± < 0,01 

Precipitado 1,7 ± < 0,1 1,4 ± < 0,1 0,8 ± < 0,1 2,00 ± < 0,1 85 ± 0,1 0,75  ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1  < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ±  < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 1 ± < 0,1 0,10 ± < 0,01 
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Tabela 2 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos no ensaio de precipitação fracionada (0-20 / 20-50%) referentes à enzima 
anidrase carbônica (AC). 

 

pH Fração 
Concentração de 

proteína (mg/mL) 

Atividade AC 

(U/mL) 

Atividade específica 

AC (U/mg) 

Fator de 

purificação 
Recuperação (%) 

pH 6 

Entrada 2,8 ± < 0,1 0,005 ± 0,001 0,002 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 2,2 ± < 0,1 0,006 ± 0,016 0,003 ± < 0,001 1,6 ± 0,2 77 ± 2,5 

Sobrenadante 0,2  ± < 0,1 0,034 ± < 0,001 0,144 ± 0,013 80,4 ± 7,2 630 ± 12,2 

pH 7 

Entrada 2,7 ± < 0,1 0,009 ± 0,001 0,003 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 2,3 ± 0,1 0,025 ± 0,002 0,011 ± 0,001 3,2 ± 0,4 200 ± 2,9 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 0,119 ± 0,001 0,567 ± 0,017 168,9 ± 5,0 1384  ± 12,7 

pH 8 

Entrada 2,8 ± < 0,1 0,023 ± 0,001 0,008 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 1,7 ± < 0,1 0,147 ± 0,011 0,083 ± 0,006 10,1 ± 0,7 446 ± 15,7 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 0,736 ± 0,022 2,941 ± 0,162 347,0 ± 6,7 3049 ± 36,7 
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Observa-se também que o fator de purificação aumenta conforme o aumento de pH 

para anidrase carbônica, já para C-ficocianina o menor valor do fator de purificação foi de 1,4 

vezes em pH 7, seguido por 1,6 e 2,0 vezes em pH 6 e 8, respectivamente. Os valores de fator 

de purificação de C-ficocianina não corroboram com os valores de incremento da pureza do 

extrato. O incremento da pureza de C-ficocianina foi estatisticamente igual em todos os valores 

de pH de estudo. Fato este que pode ter ocorrido devido a detecção de proteínas a 280 nm não 

ter sido alterada, no entanto, como a metodologia proposta por Lowry et al. (1951) determina 

proteínas com estruturas diferentes das detectadas na leitura a 280 nm, é possível que estas 

proteínas tenham sido retiradas durante o ensaio de precipitação, acarretando em um aumento 

da purificação, uma vez que a concentração de proteínas (mg/mL) em pH 8 é baixa quando 

comprado aos valores de pH 6 e 7. 

A Tabela 3 apresenta a análise estatística entre os três ensaios de diferentes pH, a 

fim de verificar qual foi mais eficiente durante o processo. Nota-se que para anidrase carbônica 

tanto o fator de purificação quanto a recuperação se diferiram significativamente nos três 

ensaios, já para C-ficocianina só se observou diferença significativa no fator de purificação, 

sendo que a recuperação e o incremento da pureza não foram influenciadas pelo pH. Logo, o 

pH 8 foi escolhido para dar continuidade ao estudo de precipitação fracionada com sulfato de 

amônio, uma vez que o fator de purificação da C-ficocianina e o fator de purificação e 

recuperação da anidrase carbônica foram maiores. 

Ao usar a técnica de precipitação com sulfato de amônio, é preciso conhecer os 

intervalos de concentração de sal onde a proteína de interesse e qualquer interferente 

precipitam, permitindo a purificação da biomolécula. Para se ter um melhor entendimento sobre 

o comportamento da precipitação na purificação simultânea de C-ficocianina e anidrase 

carbônica, outras faixas de saturação de sulfato de amônio foram estudadas em pH 8. As faixas 

de saturação de 0-20% / 20-50% (ensaio 1), 0-20% / 20-60% (ensaio 2) e 0-25% / 25-60% 

(ensaio 3) foram testadas e avaliadas em relação ao fator de purificação, recuperação e pureza 

para C-ficocianina e fator de purificação e recuperação para anidrase carbônica. Os resultados 

obtidos estão apresentados nas Tabelas 4 e 5. 

Foram obtidas concentrações de C-ficocianina muito semelhantes para todas as 

faixas de saturação com sulfato de amônio 1,4, 1,3 e 1,3 mg/mL, para saturação de sulfato de 

amônio de 0-20 / 20-50%, 0-20 / 20-60% e 0-25 / 25-60%, respectivamente,  enquanto que a 

atividade de anidrase carbônica foi maior nas faixas de 0-20% / 20-60% e de 0-25%/ 25-60% 

de saturação de sulfato de amônio (1,149 e 1,057 U/mL respectivamente), indicando mais uma 

vez que quanto maior a concentração de sal adicionada, maior é a atividade da enzima.  
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Tabela 3 - Análise estatística entre os ensaios de precipitação fracionada (0-20/ 20-50%). 
 

pH 

Fração 
Sobrenadante Precipitado 

Fator de purificação 
AC 

Recuperação (%) 
AC 

Fator de purificação 
C-FC 

Recuperação (%) 
C-FC 

Incremento da 
pureza 

pH 6 80,4 ± 7,2 c 630 ± 12,2 c 1,6 ± < 0,1 b 85 ± 0,5 a 1,15 ± < 0,01 a 

pH 7 168,9 ± 5,0 b 1384  ± 12,7 b 1,4 ± < 0,1 c 85 ± 0,4 a 1,14 ± < 0,01 a 

pH 8 347,0 ± 6,7 a 3049 ± 36,7 a 2,0 ± < 0,1 a 85 ± 0,1 a 1,13  ± < 0,01 a 
* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente ao nível de 95% de confiança (Tukey). 
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O extrato com maior pureza de C-ficocianina 0,75 foi obtido na faixa de 0-20% / 

20-50% e valores muito semelhantes de pureza (0,7 e 0,67) foram obtidos nos outros dois 

ensaios para faixas de saturação de sulfato de amônio de 0-25 / 25-60% e 0-20 / 20-60%. 

Kannaujiya e Sinha (2016) purificaram C-ficocianina a partir da cianobactéria Nostoc sp. 

utilizando como um dos passos precipitação fracionada com sulfato de amônio e obtiveram 

pureza de 0,92 na faixa de saturação de 0-20 / 20-60% de sulfato de amônio.  

O maior fator de purificação para C-ficocianina (2,0), foi obtido na faixa de 

saturação de sulfato de amônio de 0-20% / 20-50% e o mesmo foi menor em concentrações 

mais altas de sal pois, como já foi discutido, existe a possibilidade de com o aumento do sal 

outras proteínas ou impurezas tenham precipitado também. Nota-se que o fator de purificação 

da anidrase carbônica (512,0) foi maior na faixa de saturação de 0-25% / 25-60%. A 

recuperação da anidrase carbônica foi de 3049, 2118 e 3182%, para os ensaios de 0-20% / 20-

50%, 0-20 / 20-60% e 0-25 / 25-60%, respectivamente. Já para C-ficocianina, estes valores 

foram de 85, 82 e 88%, respectivamente para os mesmos ensaios. Román et al. (2002) 

utilizaram precipitação de 65% de saturação com sulfato de amônio para recuperar ficoeritrina 

de Porphyridium cruentum e obtiveram recuperação de 75%. Figueira (2014) e Moraes (2006) 

utilizaram precipitação fracionada com faixa de saturação de 0-20% / 20-50% para purificar 

 C-ficocianina de Spirulina platensis e obtiveram recuperação de 81,2% e 81,7% 

respectivamente. Silva et al. (2009) obtiveram 91,2% de recuperação com precipitação na faixa 

de 50% de saturação a fim de purificar C-ficocianina de Spirulina platensis. Kannaujiya e Sinha 

(2016) obtiveram 96% de recuperação utilizando 60% de saturação de sulfato de amônio. 

Embora a recuperação de C-ficocianina tenha sido maior na faixa de saturação de 

0-25% / 25-60%, a mesma não se difere significativamente da faixa de saturação de 0-20% / 

20-50%, conforme a Tabela 6. O incremento da pureza de C-ficocianina nas faixas de saturação 

de 0-20% / 20-50% e 0-25% / 25-60% foi estatisticamente igual. O fator de purificação de  

C-ficocianina não apresentou diferença significativa nas faixas de saturação de sulfato de 

amônio de 0-20% / 20-60% e 0-25% / 25-60%. 

Já para anidrase carbônica, a faixa de saturação de sulfato de amônio de 0-25/ 25-

60 apresentou o maior fator de purificação (512,0) e foi estatisticamente diferente das demais 

faixas, enquanto que as maiores recuperações enzimáticas de anidrase carbônica foram obtidas 

nas faixas de 0-20 / 20-50% e 0-25 / 25-60%. Portanto, a melhor faixa de saturação para 

purificação simultânea de anidrase carbônica e C-ficocianina utilizando pH 8 é a de 0-20% / 

20-50%, corroborando com os estudos anteriores de Moraes (2006) e Silva et al. (2009).  
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Tabela 4 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de precipitação fracionada com pH 8 referentes à  
C-ficocianina (C-FC). 

 
 

 
 

 

 

 

Faixa de 

saturação (%) 
Fração 

Concentração de 

proteína 

(mg/mL) 

Concentração de 

C-FC 

(mg/mL) 

Concentração 

específica 

C-FC 

(mg/mg) 

Fator de 

purificação 

Recuperação 

(%) 
Pureza 

0-20/ 20-50 

Entrada 2,8 ± < 0,1 1,1 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,66 ± < 0,01 

Precipitado 1,8 ± < 0,1 1,4 ± < 0,1 0,8 ± < 0,1 2,00 ± 0,01 85 ± 0,1 0,75  ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1  < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ±  < 0,1 0,04 < 0,01 < 1 ± < 0,1 0,10 ± < 0,01 

0-20/ 20-60 

Entrada 2,8 ± < 0,1 1,0 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,62 ± < 0,01 

Precipitado 2,7 ± < 0,1 1,3 ± < 0,1 0,5 ± < 0,1 1,38 ± 0,01 82 ± 0,1 0,67 ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 0,08 ± 0,01 < 1 ± 0,1 0,05 ± < 0,01 

0-25/ 25-60 

Entrada 2,8 ± 0,1 1,0 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1,00 100,0 0,63 ± < 0,01 

Precipitado 2,6 ± < 0,1 1,3 ± < 0,1 0,5 ± < 0,1 1,43 ± 0,02 88 ± < 0,1 0,70 ± < 0,01 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1  < 0,1 ± < 0,1 < 0,1 ± < 0,1 0,04 ± 0,01 < 1 ± 0,1 0,02 ± < 0,01 
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Tabela 5 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de precipitação fracionada com pH 8 referentes à enzima anidrase 
carbônica (AC). 

 
Faixa de 

saturação (%) 
Fração 

Concentração de 

proteína (mg/mL) 

Atividade AC 

(U/mL) 

Atividade específica 

AC (U/mg) 

Fator de 

purificação 
Recuperação (%) 

0-20/ 20-50 

Entrada 2,8 ± < 0,1 0,023 ± 0,001 0,008 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 1,8 ± < 0,1 0,147 ± 0,011 0,083 ± 0,006 10,1 ± 0,7 446 ± 15,7 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 0,736 ± 0,022 2,941 ± 0,162 347,0 ± 6,7 3049 ± 36,7 

0-20/ 20-60 

Entrada 2,8 ± < 0,1 0,054 ± 0,001 0,019 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 2,7 ± < 0,1 0,361 ± 0,010 0,142 ± 0,048 5,9 ± 0,3 371 ± 23,8 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 1,149 ± 0,001 6,180 ± 0,443 319,6 ± 22,9 2118 ± 10,9  

0-25/ 25-60 

Entrada 2,8 ± 0,1 0,033 ± 0,001 0,012 ± 0,001 1,00 100,0 

Precipitado 2,6 ± < 0,1 0,308 ± 0,06 0,120 ±  0,030 8,6 ± 0,2 544 ± 1,9 

Sobrenadante 0,2 ± < 0,1 1,057 ± 0,13 5,537 ± 1,010 512,0 ± 30,8 3182 ± 38,9 

 

Tabela 6 -  Análise estatística entre os ensaios de precipitação fracionada com pH 8. 
 

Faixa de saturação 
(%) 

Fração 
Sobrenadante Precipitado 

Fator de purificação 
AC 

Recuperação (%) 
AC 

Fator de purificação 
C-FC 

Recuperação (%) 
C-FC 

Incremento da 
pureza 

0-20/ 20-50 347,0 ± 6,7 b 3049 ± 36,7 a 2,0 ± < 0,1 a 85 ± 0,1 ab 1,13  ± < 0,01 a 

0-20/ 20-60 319,6 ± 22,9 b 2118 ± 10,9 b  1,4 ± < 0,1 b 82 ± 0,1 b 1,08 ± < 0,01 b  

0-25/ 25-60 512,0 ± 30,8 a 3182 ± 38,9 a 1,4 ± < 0,1 b 88 ± < 0,1 a 1,11 ± < 0,01 ab 

* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente ao nível de 95% de confiança (Tukey).
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Apesar de se ter um fator de purificação mais baixo para anidrase carbônica nesta faixa, o 

mesmo não ocorreu para a o valor de recuperação da enzima, bem como para os valores de fator 

de purificação, recuperação e pureza para C-ficocianina. 

A partir dos resultados obtidos na melhor condição estabelecida pela precipitação 

direta (Artigo 1) e fracionada na faixa de 0-20 / 20-50% de saturação de sulfato de amônio foi 

realizada a análise estatística a fim de verificar a diferença entre as médias de cada ensaio. A 

precipitação direta apresentou maiores valores para fator de purificação e recuperação de 

anidrase carbônica e fator de purificação e recuperação de C-ficocinina (a pureza do extrato foi 

igual para ambos ensaios), sendo que destes, apenas o fator de purificação da C-ficocianina e a 

recuperação da anidrase carbônica não apresentaram diferença significativa pelo teste t (p 

>0,05). Neste sentido, a precipitação direta foi escolhida como melhor técnica a ser aplicada na 

purificação simultânea de anidrase carbônica e C-ficocianina, além disto há uma diminuição do 

tempo de processo e de etapas na purificação dos bioprodutos, acarretando assim na redução de 

custos. 

Diversos estudos têm utilizado a precipitação com sulfato de amônio para 

purificação de enzimas (ALI et al., 20013; AZARKAN et al., 2003; MOHAMED et al., 2016; 

PURWANTO, 2016; ZHANG, 1999; KANNAUJIYA; SINHA, 2016, YAN et al. 2011). No 

entanto, a pureza de C-ficocianina obtida após a precipitação com sulfato de amônio ainda é 

considerada baixa mediante aspecto de comercialização. Logo, após esta etapa faz-se necessário 

aplicar outras técnicas como ultrafiltração ou cromatografia de troca iônica, por exemplo. São 

encontrados na literatura estudos que utilizam processos de purificação por membranas para  

C-ficocianina (CHAIKLAHAN, 2011; FIGUEIRA, 2014; JESUS, 2016; SALA, 2017), porém 

não são encontrados trabalhos que purificam anidrase carbônica a partir de biomassa microalgal 

utilizando esta técnica. Desta maneira, julga-se necessário o estudo da purificação simultânea 

destes dois bioprodutos utilizando a ultrafiltração. 

 

3.2   ULTRAFILTRAÇÃO 

 

Os resultados obtidos para a concentração e purificação de C-ficocianina e anidrase 

carbônica estão apresentados nas Tabelas 7 e 8. Na ultrafiltração utilizando tubos Vivaspin® 

15 Turbo e Vivaspin® 20 Turbo foram utilizadas membranas com retenção nominal de 50 kDa 

e 100 kDa, respectivamente, com base no trabalho de Figueira (2014). Ao analisar a membrana 

de 50 kDa (Tabelas 7 e 8) percebe-se que esta técnica não se aplica à separação simultânea de 
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C-ficocianina e anidrase carbônica, pois ambos bioprodutos foram encontrados nas duas 

parcelas analisadas (retido e permeado). C-ficocianina foi obtida com maior concentração na 

fração retida, 0,9 mg/mL, mas também foi possível detectar uma concentração de 0,4 mg/mL 

na fração permeada. O fator de purificação para C-ficocianina foi de 1,0 na fração retida e 0,8 

na fração permeada, com recuperação de 82% e 13%, respectivamente, sendo que parte deste 

bioproduto ficou aderido à membrana. Obteve-se atividade de anidrase carbônica de 0,02 U/mL 

na fração retida e 0,01 U/mL na fração permeada com fator de purificação de 1,0 e 0,8, 

respectivamente. Foi possível recuperar 78% da enzima na fração retida e 11% na fração 

permeada. Também foi verificado a presença de proteínas contaminantes (A280) nas duas 

parcelas (retido e permeado), fazendo com que a pureza do extrato permanecesse praticamente 

a mesma na fração permeada (0,78) e retida (0,81) em relação à pureza de entrada (0,78). 

Levando em consideração que diversos estudos relatam que o uso da extração 

assistida por ultrassom levou à desintegração de partículas, na lise celular e na ruptura de 

moléculas, resultando em redução de tamanho de partículas e aumento da área superficial 

(ADWUYI; DESHMAME, 2015; GONZÁLEZ-FERNANDEZ et al., 2012; SALA, 2017; 

SRIBALA et al., 2016), uma justificativa para C-ficocianina ter permeado a membrana seria a 

possível desagregação de suas subunidades (com massa molar inferior a 50 kDa) durante o 

processo de ruptura celular, permitindo assim que concentrações de C-ficocianina fossem 

encontradas na fração permeada após a ultrafiltração, conforme Figura 1. 

 
Figura 1 – Fração permeada após ultrafiltração com tubos Vivaspin® 15 Turbo utilizando 

membrana de 50 kDa. 
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Tabela 7 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de ultrafiltração utilizando tubos Vivaspin para  
C-ficocianina. 

 

Membrana 
 

Fração 
Concentração de 

proteína 
(mg/mL) 

Concentração de 
C-FC 

(mg/mL) 

Concentração 
específica 

C-FC (mg/mg) 

Fator de 
purificação 

Recuperação 
(%) Pureza 

 Entrada 2,4 ± < 0,1 0,8 ± < 0,1 0,3 ± < 0,1 1 100 0,78  ± < 0,01 
50 kDa Retido 2,7 ± < 0,1 0,9 ± < 0,1 0,3 ± < 0,1 1,0 ± < 0,1 82 ± 0,1  0,81  ± < 0,01 

 Permeado 1,7 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 0,3 ± < 0,1 0,8 ± < 0,1 13 ± < 0,1 0,78  ± < 0,01 
 Entrada 2,9 ± < 0,1 0,5 ± < 0,1 0,2 ± < 0,1 1 100 0,75 ± < 0,01 

100 kDa Retido 3,8 ± 0,1 1,4 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 2,1 ±  < 0,1 102 ± 0,1  0,77 ± < 0,01 
 Permeado 0,7 ± < 0,1 0,1 ± < 0,1 0,1 ± < 0,1 0,7 ± < 0,1 7 ± < 0,1 0,51 ± < 0,01 

 
 

Tabela 8 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de ultrafiltração utilizando tubos Vivaspin para anidrase 
carbônica. 

 

Membrana Fração Concentração de 
proteína (mg/mL) 

Atividade AC 
(U/mL) 

Atividade 
específica 

AC (U/mg) 

Fator de 
purificação Recuperação (%) 

 Entrada 2,4 ± < 0,1 0,02 ± < 0,01 0,008 ±  0,001 1 100 
50 kDa Retido 2,7 ± < 0,1 0,02 ± < 0,01 0,008 ± < 0,001 1,0 ± < 0,01 78 ± 0,9 

 Permeado 1,7 ± < 0,1 0,01 ± < 0,01 0,007 ± < 0,001 0,8 ± < 0,01 11 ± 0,3 
 Entrada 2,9 ± < 0,1 0,03 ± < 0,01 0,009 ± 0,001 1 100 

100 kDa Retido 3,8 ± 0,1 0,04 ± < 0,01 0,010 ± < 0,001 1,1 ± < 0,01 56 ± 0,1 
 Permeado 0,7 ± < 0,1 0,06 ± < 0,01 0,008 ± < 0,002 0,8 ± < 0,01 9 ± 2,0 
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Ao analisar a membrana de 100 kDa (Tabelas 7 e 8) percebe-se que grande parte 

dos bioprodutos ficaram na fração retida da membrana. C-ficocianina foi obtida com 

concentração de 1,4 mg/mL, com fator de purificação de 2,1 e recuperação de 102%, com 

pureza de 0,77. Anidrase carbônica apresentou atividade de 0,04 U/mL, fator de purificação de 

1,2 e recuperação de 56%. Uma vez que os tubos Vivaspin® 20 Turbo permitem a concentração 

de bioprodutos por ultrafiltração utilizando força centrífuga, a pressão aplicada durante o 

processo é maior, o que pode ter acarretado na obstrução dos poros da membrana resultando na 

incrustação. A incrustação ocorre devido a deposição de partículas coloidais na superfície da 

membrana e nos poros da membrana (ZEMAN; ZYDNEY, 1996). Este fenômeno pode ser 

verificado ao analisar os valores de proteína nas diferentes parcelas (permeado e retido) após a 

ultrafiltração. Observa-se que uma grande quantidade delas (3,8 mg/mL) ficou na parcela retida 

corroborando com o fato de ter uma ocorrido obstrução dos poros com consequente acúmulo 

de partículas, não permitindo a separação dos bioprodudos durante o processo. 

A Tabela 9 apresenta os fatores de retenção e concentração para as membranas de 

50 kDa e 100 kDa. O fator de retenção foi maior para C-ficocianina quando se utilizou 

membrana de 100 kDa, já para anidrase carbônica o fator de retenção foi praticamente o mesmo 

nas duas membranas (88 e 89%). O fator de retenção dos dois bioprodutos mostra, tanto na 

membrana de 50 kDa quanto na de 100 kDa, que C-ficocianina e anidrase crabônica ficaram 

retidas em sua grande maioria, não havendo a separação dos mesmos, indicando que nenhuma 

das membranas foi eficiente na separação dos dois bioprodutos. Em relação aos valores obtidos 

para fator de concentração da C-ficocianina, anidrase carbônica e volume, os ensaios realizados 

com ambas as membranas também demonstram a ineficiência do processo de ultrafiltração para 

separar os dois bioprodutos. 

 

Tabela 9 - Fatores de retenção e concentração (C-ficocianina, anidrase carbônica e volume) e 
percentual de rejeição para as membranas de polietersulfona (50 kDa e 100 kDa), em tubo 

Vivaspin. 

*Média de três valores ± desvio padrão.  

 

Para os ensaios de ultrafiltração utilizando célula convencional foram realizados 

Membrana 
Fator de 

retenção (%) Fator de concentração Rejeição (%) 

C-FC AC C-FC AC Volume C-FC AC 
50 kDa 87±1,4 88±1,5 1,2±0,1 1,2±0,1 1,5±0,1 49±0,8 47±1,3 

100 kDa 92±0,1 89±2,9 2,8±0,2 1,5±< 0,1 2,7±< 0,1 95±0,3 88±2,8 



97 

experimentos com membranas de 50 kDa (polietersulfona) e 100 kDa (celulose regenerada), 

sendo que a escolha das membranas foi feita de acordo com estudos realizados por Figueira 

(2014). Quando foi utilizada a membrana de 50 kDa não foi possível avaliar o processo, pois o 

extrato alimentado não permeou a membrana, ainda permanecendo em sua totalidade na fração 

retida após 5 h de ensaio. Isto pode ter ocorrido devido à extração assistida por ultrassom não 

ser seletiva na extração de C-ficocianina, ocasionando também a extração de outros compostos 

(SALA, 2017) que por serem de difícil retirada, durante a ultrafiltração, os mesmos podem se 

depositar diretamente sobre a superfície da membrana, resultando em incrustação 

(MARSHALL; MUNRO; TRSGKDH, 1993; RABILLER-BAUDRY et al., 2002), uma vez que 

o bloqueio dos poros e seu impacto no comportamento de filtração dependem do tamanho 

relativo das partículas e dos poros da membrana. A Figura 2 apresenta a membrana de 

ultrafiltração de 50 kDa após 5 h de ensaio, evidenciando a incrustação ocorrida durante o 

processo. 

As Tabelas 10 e 11 apresentam os valores obtidos no ensaio de ultrafiltração 

convencional utilizando membrana de 100 kDa. Ao analisar os resultados obtidos percebe-se 

que novamente os dois bioprodutos ficaram na fração retida, não havendo separação dos 

mesmos. Foi obtido extrato com concentração de 2,2 mg/mL de C-ficocianina e atividade de 

0,03 U/mL de anidrase carbônica. O fator de purificação para C-ficocianina foi de 1,1 com 

recuperação de 85%, parte do bioproduto ficou aderido à membrana. Já para anidrase carbônica 

o fator de purificação foi de 1,2 com recuperação de 71%. A pureza do extrato de C-ficocianina 

foi de 0,77. 
 

Figura 2 – Membrana de 50 kDa após ultrafiltração. 

 
 

A Tabela 12 apresenta os fatores de retenção e concentração para a membrana de 

100 kDa. O fator de retenção foi de 93% para C-ficocianina e 80% para anidrase carbônica. O 
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percentual de rejeição da C-ficocianina pela membrana foi de 94% e da anidrase carbônica foi 

de 71%, indicando que a membrana de 100 kDa não foi eficiente na separação dos dois 

bioprodutos. Em relação aos valores obtidos para fator de concentração da C-ficocianina, 

anidrase carbônica e volume, os ensaios realizados também demonstram que o processo de 

ultrafiltração não foi eficiente para as condições de extrato utilizadas. 

Na Figura 3 é mostrado o perfil de comportamento do fluxo médio em função do 

tempo de operação para dois experimentos durante o processo de ultrafiltração utilizando 

membrana de 100 kDa. Na condição estudada foi observada a diminuição acentuada do fluxo 

de permeado no início do processo de ultrafiltração, comportamento este típico dos fenômenos 

de polarização de concentração e de incrustação da membrana. Segundo Ghosh e Cui (2000), 

conforme a solução é concentrada, a concentração de proteínas na superfície da membrana se 

eleva, aumentando a camada polarizada. Dependendo da situação, pode ocorrer a formação de 

uma camada gel, a qual leva a uma maior queda do fluxo de permeado. O fluxo médio variou 

entre 13,7 e 3,7 L/h.m2. A redução do fluxo de permeado foi de 73% em 1,92 h. 

Embora a ultrafiltração não tenha se mostrado eficiente na separação e purificação 

de anidrase carbônica e C-ficocianina valores satisfatórios de pureza foram obtidos quando se 

utilizou a precipitação com sulfato de amônio. Tanto a precipitação fracionada quanto a direta 

se mostraram técnicas eficazes para a purificação simultânea destes dois bioprodutos, uma vez 

que após o processo se obteve anidrase carbônica com atividade satisfatória e C- ficocianina 

com pureza de grau alimentar (> 0,7). 

 

Figura 3 - Fluxo médio de permeado durante o processo de UF usando membrana de  
100 kDa (celulose regenerada). 
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Tabela 10 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de ultrafiltração para C-ficocianina (100 kDa). 

 
 

Fração Concentração de 
proteína (mg/mL) 

Concentração de 
C-FC 

(mg/mL) 

Concentração 
específica 

C-FC (mg/mg) 

Fator de 
purificação Recuperação (%) Pureza 

Entrada 3,1 ± 0,1 1,1 ± < 0,1 0,4 ± < 0,1 1 100 0,76  ± 0,01 
Retido 5,4 ± 0,4 2,2 ± 0,1 0,4 ± < 0,1 1,1 ± 0,1 85 ± 1,1  0,77  ± 0,02 

Permeado 1,0 ± 0,1 0,1 ± < 0,1 0,1 ± 0,1 0,4 ± 0,4 5 ± 1,5 0,43  ± 0,05 
 
 

Tabela 11 - Valores experimentais (média ± desvio padrão) obtidos nos ensaios de ultrafiltração para anidrase carbônica (100 kDa). 
 

Fração Concentração de 
proteína (mg/mL) 

Atividade AC 
(U/mL) 

Atividade específica 
AC (U/mg) 

Fator de 
purificação Recuperação (%) 

Entrada 3,1 ± 0,1 0,02 ± < 0,01 0,01 ± < 0,01 1 100 
Retido 5,4 ± 0,4 0,03 ± < 0,01 0,01 ± < 0,01 1,2 ± 0,1 71 ± 3,8 

Permeado 1,0 ± 0,1 0,01 ± < 0,01 0,01 ± < 0,01 0,8 ± 0,1 20 ± 2,1 
 

Tabela 12 - Fatores de retenção e concentração (C-ficocianina, anidrase carbônica e volume) e percentual de rejeição para a membrana de 100 
kDa (celulose regenerada). 

Membrana Fator de retenção (%) Fator de concentração Rejeição (%) 
C-FC AC C-FC AC Volume C-FC AC 

100 kDa 93±1,1 80±2,3 1,7±0,1 1,5±0,3 2,2±0,1 94±1,3 71±2,2 
*Média de três valores ± desvio padrão.
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4     CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, foram utilizadas duas técnicas para purificar simultaneamente 

anidrase carbônica e C-ficocianina a partir de biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52. 

Foi possível separar e purificar simultaneamente os dois bioprodutos utilizando precipitação 

fracionada com sulfato de amônio. Os melhores resultados obtidos foram utilizando pH 8 e 

fracionamento na faixa de 0-20% / 20-50% de saturação de sulfato de amônio. Nestas condições 

foram obtidos fator de purificação de 347,0 vezes e recuperação de 3049% para anidrase 

carbônica e fator de purificação de 2,0 vezes e recuperação de 85% para C-ficocianina com um 

incremento na pureza do extrato de 1,13 vezes. 

Não foi possível purificar simultaneamente C-ficocianina e anidrase carbônica 

utilizando ultrafiltração. Ao utilizar tubos Vivaspin® 15 Turbo e Vivaspin® 20 Turbo, pode-se 

concluir que a membrana de 50 kDa permitiu a passagem dos dois bioprodutos e a de 100 kDa 

reteve os dois bioprodutos devido a incrustação da membrana. Ao se utilizar membrana de 100 

kDa na ultrafiltração com célula também pode-se perceber que tanto C-ficocianina quanto 

anidrase carbônica permaneceram na fração retida não separando os dois bioprodutos, também 

pode-se notar um declínio acentuado do fluxo durante o processo, o que evidencia mais uma 

vez a incrustação da membrana, fazendo com que estas condições não se apliquem ao processo. 
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4     CONCLUSÃO GERAL 

 

Para a purificação simultânea de anidrase carbônica e C-ficocianina a partir de 

biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52 foram utilizados precipitação com sulfato de 

amônio, direta e fracionada e ultrafiltração. Tanto na precipitação direta quanto na fracionada 

foi possível purificar simultaneamente os dois bioprodutos, uma vez que C-ficocianina ficou na 

fração precipitada e anidrase carbônica na fração sobrenadante. Através de um delineamento 

fatorial 22 com pontos centrais verificou-se que para se alcançar um maior fator de purificação 

para anidrase carbônica e C-ficocianina deve-se utilizar pH 8 e saturação de 60%, obtendo-se 

dessa maneira anidrase carbônica e C-ficocianina com fator de purificação de 572,2 vezes e 2,6 

vezes, respectivamente, valores esses associados a uma elevada recuperação, 90% e 3233% 

para C-ficocianina e anidrase carbônica. Além disso, C-ficocianina apresentou pureza de grau 

alimentar (0,71). A influência que o sal sulfato de amônio exerce sobre a anidrase carbônica 

também foi estudada, concluindo-se que a atividade da enzima (U/mL) aumenta conforme o 

incremento na concentração de sal. 

Utilizando precipitação fracionada com sulfato de amônio verificou-se que para 

purificação simultânea dos dois bioprodutos os melhores resultados obtidos foram utilizando 

pH 8 e fracionamento na faixa de 0-20% / 20-50% de saturação de sulfato de amônio. Nestas 

condições foram obtidos fator de purificação de 347,0 vezes e recuperação de 3049% para 

anidrase carbônica e fator de purificação de 2,0 vezes e recuperação de 85% para C-ficocianina 

com pureza de 0,75. 

Não foi possível purificar simultaneamente C-ficocianina e anidrase carbônica 

utilizando ultrafiltração. Ao utilizar tubos Vivaspin® 15 Turbo, pode-se concluir que a 

membrana de 50 kDa permitiu a passagem dos dois bioprodutos e a de 100 kDa reteve os dois 

bioprodutos devido a incrustação da membrana. Ao se utilizar membrana de 100 kDa na 

ultrafiltração com célula também pode-se perceber que tanto C-ficocianina quanto anidrase 

carbônica permaneceram na fração retida, fazendo com que estas condições não se apliquem ao 

processo. 
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5     SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

•! Estudar diferentes técnicas para a separação e purificação de C-ficocianina e anidrase 

carbônica a partir de biomassa úmida de Spirulina platensis LEB-52 que proporcione 

extrato com maior pureza.  

•! Caracterizar a biomassa residual obtida após a extração com o ultrassom. 

•! Estudar a captura enzimática do CO2 utilizando a anidrase carbônica purificada por 

precipitação com sulfato de amônio extraída da biomassa de Spirulina platensis.	
  

•! Estudar a estabilidade da anidrase carbônica extraída da biomassa de Spirulina 

platensis.	
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