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Influéncia dos métodos de recuperagcao da biomassa na concentragao das
clorofilas a e b de Chlorella sp. cultivada em fotobiorreatores de 60 L
desenvolvidos em escala laboratorial.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, as microalgas tém atraido crescente interesse
cientifico devido ao seu potencial biotecnolégico como fonte sustentavel de
biomassa, rica em lipidios, carboidratos, proteinas, pigmentos e outros
metabdlitos de interesse industrial (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Dentre
esses compostos, pigmentos como clorofila e carotenoides sdo amplamente
utiizados em formulagbes de suplementos alimentares, corantes naturais,
cosméticos e insumos farmacéuticos (VAZ et al., 2016; MENDES et al., 2024).
Nesse contexto, espécies do género Chlorella apresentam rapido crescimento,
capacidade de adaptagdo a diferentes ambientes, alta produtividade e teor
elevado de clorofila, tornando-as modelos para estudos de otimizacdo de cultivo e
processamento da biomassa (SAFI et al., 2014).

A clorofila, além do valor comercial, € utilizada como parametro de
produtividade e condicao fisiolégica das microalgas (MALAPASCUA et al., 2014).
Sua estabilidade, entretanto, depende de fatores de cultivo e dos métodos de
recuperacao da biomassa (HOSIKIAN et al.,, 2010; DA SILVA FERREIRA;
SANT'ANNA, 2016), exigindo técnicas eficazes que preservem as propriedades
bioativas e sejam viaveis economicamente (RIZWAN et al., 2018).

Tendo em vista a comercializagdo desses compostos, o cultivo de
microalgas em fotobiorreatores € uma alternativa eficiente de produgdo em
condicdes controladas, possibilitando maior padronizagcdo dos parametros de
temperatura, luminosidade e aeragcao (AHMAD et al., 2021). No entanto, a etapa
de recuperagdo da biomassa ainda representa um desafio em termos de
eficiéncia e custo, visto que a filtracao, floculagao, centrifugacao, sedimentacao e
eletrocoagulacdo, apresentam vantagens e limitagdes, as quais impactam
diretamente na viabilidade econémica da producgao, portanto € necessario avaliar
o impacto desses processos no produto final (MEHARIYA; VERMA, 2023).

Em razado disso, o objetivo deste trabalho foi cultivar Chlorella sp., em
fotobiorreatores de 60 L, desenvolvidos em escala laboratorial, avaliando
parametros fisico-quimicos do cultivo (pH, condutividade, absorbancia, sélidos
totais dissolvidos, salinidade e oxigénio dissolvido) para obtengcdo de biomassa.
Posteriormente, comparar os niveis de clorofila a e b na biomassa obtida apds a
aplicacdo de processos de filtragdo, floculagdo e eletrocoagulagdo, com a
finalidade de identificar a alternativa para a recuperagéo da biomassa microalgal
que melhor preserva a integridade desse pigmento. Este estudo integra uma linha
de pesquisa dedicada a biomassa algal e a analise de parametros relacionados
ao seu cultivo e processamento (AMARAL et al., 2024).
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2. METODOLOGIA
2.1 Cultivo e processamento da microalga
O cultivo da microalga Chlorella sp. foi realizado em meio de cultura Basal
Bold Medium (BBM) utilizando um fotobiorreator cilindrico anular com volume de
60 litros desenvolvido pelo grupo de pesquisa, submetido a aeragdo continua com
bombas de diafragma. As condigbes de cultivo incluiram temperatura (20 + 2 °C),
fotoperiodo de 16:8 horas (claro:escuro) e irradiancia de aproximadamente 100
umol fotons m=2 s, durante 30 dias de cultivo. A taxa de crescimento (u) foi
avaliada pela equacao:
u = ((In(Abs final) - (In(Abs inicial)) / tempo de cultivo
Ao final do periodo de cultivo, a biomassa foi processada por quatro
métodos de recuperacgao: (1) filtragcdo utilizando malha de 22 ym; (2) floculagao
com 500 mg.L" de sulfato de aluminio (ZHU; LI; HILTUNEN, 2018), seguida de
centrifugacdo a 3000 x g por 10 minutos; (3) eletrocoagulagdo empregando
eletrodos de 6 cm (Fe-Fe) com corrente de 12V durante 2 horas; e (4) filtracdo
com malha de 22 ym apos floculagao com 1 g/L de sulfato de aluminio (ZHU; LI,
HILTUNEN, 2018). Apods a recuperagao, a biomassa foi lavada trés vezes com
agua destilada e centrifugada a 8.000 x g para remover possiveis contaminantes
e sais. Por fim, a biomassa foi seca em estufa a 35 °C.
2.2 Extracao e quantificagao das clorofilas
A extracdo e determinacdo da concentragcdo das clorofilas a e b foram
realizadas através do método descrito por Jeffrey & Humphrey (JEFFREY;
HUMPHREY, 1975). Para isso, 20 mg de cada biomassa foram ressuspendidos
em 5 mL de acetona 90% (v/v), seguido de agitacdo em vodrtex por 3 minutos e
posterior centrifugacéo por 3 minutos a 4000 rpm. Apds a primeira extragdo, mais
duas extracbes com 2,5 mL de acetona 90% foram feitas utilizando o mesmo
pellet. Ao final, todos os extratos foram combinados e o volume total foi ajustado
para 10 mL com a mesma solugédo de acetona. As clorofilas foram quantificadas
no extrato final por espectrofotometria UV-VIS a 647 nm, 664 nm, 750 nm e as
concentragbes de clorofila foram calculadas usando as seguintes equacgdes
(JOHAN et al., 2014):
Cla (ug.mL") = 11,93 (A664-A750) - 1,93 (A647-A750)
Clorofila a (mg.g") = (Claxv)/(p x L)
Clb (ug.mL") = 20,36 (A647-A750) - 5,50 (A664-A750)
Clorofila b (mg.g™") = (Clb x v) / (p x L)
onde:
Cla = concentragéo de clorofila a em ug.mL™”
Clb = concentragéo de clorofila b em ug.mL"’
v = volume de acetona em mililitros
L = caminho da luz na cubeta em centimetros
p = peso da amostra
A664 = absorbancia em 664 nm,
A647 = absorbancia em 647 nm,
A750 = absorbancia em 750 nm.

2.3 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada no software Graphpad Prism 8 utilizando
RM ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O cultivo de Chlorella sp. no fotobiorreator apresentou crescimento
consideravel, com pH oscilando entre 7,26 e 10,02. A condutividade manteve-se
entre 730 e 971 uS.cm™, ja os sdlidos totais dissolvidos variaram de 360 a 540
mg.L". A produtividade de biomassa avaliada pela absorbancia em 680nm iniciou
em 0,200 e finalizou o cultivo em 1,938, representando uma taxa de crescimento
(u) igual a 0,0688. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o
método de recuperacdo da biomassa microalgal influencia significativamente (p <
0,05) o teor de clorofila na biomassa de Chlorella sp. Conforme apresentado na
Tabela 1, todas as técnicas avaliadas diferiram estatisticamente entre si,
indicando que a escolha do processo impacta diretamente a preservacao dos
pigmentos.

Tabela 1: Concentracao de clorofila a, b e total na biomassa de Chlorella sp. apos
diferentes métodos de recuperacao

Clorofila a Clorofilab Clorofila total Clorofila total

Método (mgg—1) (mgg-1) (mgg"') % (m/m)

Filtragao inicial @ 11,64 + 0,51 9,38+0,62 21,02+0,97 2,10
Floculagdo ® 11,10 £ 0,09 7,53 £ 0,61 18,63 + 0,04 1,86
Eletrocoagulagcédo © 3,26 + 0,01 2,34 + 0,04 5,60+0,43 0,56
Filtragao final ° 5,81 0,01 2,98 + 0,05 8,79 0,15 0,88

Conforme os dados apresentados, a filtragao inicial resultou no maior teor
de clorofila total (21,02 £ 0,97 mg.g™). Este método, por ser puramente mecanico
e nao envolver a adicdo de quimicos ou estresses eletroquimicos, minimiza a
degradagdo de pigmentos, preservando a integridade celular e o conteudo
intracelular (DA SILVA FERREIRA; SANT'ANNA, 2016).

A floculagdo com sulfato de aluminio (500 mg.L™") promoveu uma redugéo
moderada, porém estatisticamente significativa (p<0,05), no conteudo de
clorofilas, resultando em um teor total de 18,63 mg.g™'. Esta diminuigdo pode estar
associada ao estresse oxidativo causado pelo aluminio, que pode comprometer a
estrutura dos cloroplastos e induzir a degradagdo enzimatica dos pigmentos.
Tendo em vista que o aumento da concentragdo do coagulante para 1 g.L", no
tratamento de Filtragéo final (floculagdo seguida de filtracdo), a reducgao foi ainda
mais expressiva, com teor de clorofila total de apenas 8,79 mg.g™” (AMERI et al.,
2023).

Os tratamentos que utilizaram o método de eletrocoagulagao apresentaram
menores niveis de clorofila a e b. Isso condiz com a literatura, que atribui a
degradagao dos pigmentos a fatores como estresse oxidativo, alteragoes de pH e
liberagdo de ions durante o processo (DA SILVA FERREIRA; SANT'ANNA, 2016).
No entanto, os resultados obtidos neste estudo contrastam com os de Fayad et al.
(2017), que observaram que a eletrocoagulagdo com eletrodos de (Al-Fe),
aplicada por uma hora sob tensdo variando entre 14,0 e 29,5 V, nao afetou
significativamente o conteudo de pigmentos na biomassa de Chlorella vulgaris.
Essa divergéncia entre os resultados, podem estar associada a condi¢cdes
experimentais como o tempo de exposi¢do ao processo de eletrocoagulagio,
intensidade da corrente elétrica, oxidagao por luz, variagdes de pH, salinidade do
meio e também o tipo de eletrodo (FAYAD et al, 2017).
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4. CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o0 processo de recuperacdo da biomassa
microalgal exerce influéncia direta na preservagao do conteudo de clorofilas a e b.
Entre os tratamentos avaliados, a filtracdo foi a técnica mais eficiente para a
manutencado da integridade dos pigmentos, enquanto processos fisico-quimicos
como a floculacéo e a eletrocoagulagao, resultaram em redug¢des significativas no
teor de clorofila. A partir desses resultados, € possivel observar a importancia de
considerar a eficiéncia de recuperagdo em conjunto da preservagcao dos
metabdlitos de interesse industrial durante o processamento, otimizando assim,
sua utilizacao sustentavel em setores como suplementos alimentares, cosméticos,
farmacéuticos e bioenergia.
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