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Resumo

Novas fontes para obtencdo de CSC como microalgas, representam uma alternativa
inovadora e promissora, visto a grande quantidade de espécies, facilidade das técnicas
de cultivo, alta producdo de biomassa, beneficios ambientais promovidos pelo seu
cultivo, além dos diversos efeitos terapéuticos relatados para a saude humana. Portanto,
este trabalho tem como objetivo produzir, quantificar e caracterizar clorofilina de sédio
cobre produzida por manipulacdo das culturas de Chlorella vulgaris submetidas a
fotoperiodo continuo (T24) e fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro (T12). A
CSC foi extraida da biomassa de microalga seca e os grupamentos funcionais foram
analisados através da Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). A produgéo de C. vulgaris apresentou aproximadamente.
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Introducéo

A luz € um parametro chave no cultivo de microalgas, principalmente referente a
intensidade, frequéncia e o fotoperiodo empregado, que influenciam na produtividade
das microalgas, sintese de clorofila, e consequentemente na obtencdo de CSC. A
espécie Chlorella vulgaris apresenta grande potencial de utilizacdo industrial,
principalmente na industria alimenticia e cosmética, pois produzem pigmentos (chl-a e
chl-b) até 7% da biomassa seca, sendo comumente chamada de “alimento esmeralda”
(Khanra et al., 2018).

A clorofila € o pigmento fotossintético mais abundante e primario responsavel pela
absorcdo de luz durante a fotossintese. A sua estrutura molecular é constituida por

quatro anéis pirrélicos, um atomo central de magnésio ligado a quatro atomos de



nitrogénio e uma longa cadeia lateral de isoprendide, um &lcool fitol esterificado. Em
virtude de sua coloracéo verde, foram considerados como corantes naturais na industria
alimenticia por um tempo. (Hosikian et al., 2010).

Uma solucao para isso pode ser encontrada explorando diferentes derivados de clorofila
com maior estabilidade, entre os quais a Clorofilina de Sodio e Cobre (CSC) é
amplamente aceita.O CSC é um derivado dietético da clorofila que pode ser produzido
pelo tratamento do extrato natural de clorofila com etanol, hidroxido de sodio e o metal
pesado cobre. E composto principalmente por componentes de clorina, ou seja, Cu-
clorina es, Cu-clorina es e Cu-clorina es etilicos ésteres. CSC tem sido imensamente
aplicado como agente anticancerigeno, corante alimentar e derivado dietético. Uma das
principais vantagens do CSC sobre a clorofila natural é a sua natureza solUvel em agua.
Relatorios anteriores demonstraram que o CSC provou ser absorvivel pelo corpo
humano, indicando assim sua biodisponibilidade. Portanto, sendo eficiente, estavel,
absorvivel, sollivel em agua e resistente ao processamento térmico. Sendo, portanto, um
candidato potencial para substituir o CSC de grau comercial que como um derivado da
clorofila natural tem sido considerado um corante alimentar em paises europeus e
asidticos, visto que o CSC de grau comercial foi aceito como um aditivo alimentar seguro
de acordo com relatérios da Unido Europeia (CE - Comissdo Européia, 1995)
(FERRUZZI e BLAKESLEE, 2007; FERRUZZI e SCHWARTZ, 2005; SINGH et al. 2020).
A preparacdo de CSC a partir de biomassa microalgal € comparativamente mais
conveniente e facil em contraste com a obtida de fontes vegetais. As células de
microalgas sao estruturalmente e metabolicamente mais simples, tendo menos
complexidade e, portanto, acredita-se que sejam uma matéria-prima mais adequada
para extracdo de pigmentos. No entanto, ndo ha muitos relatos cientificos sobre o CSC
preparado utilizando como matérias-primas microalgas e cianobactérias, visto que séo
igualmente eficientes e possui todas as propriedades essenciais como a amostra de nivel
comercial. (PARAMESWARI & LAKSHMI, 2022).

Métodos
O cultivo da microalga Chlorella vulgaris foi realizado em meio BG-11, enriquecido com

elementos tracos conforme Rippka et al. (1979), utlizando fotobiorreatores tipo

Erlenmeyer de 2 litros. As condicdes controladas incluiram aeracdo constante,



temperatura de 25°C e fotoperiodos de 12 horas claro-escuro (FT12) e 24 horas claro
(FT24).

A biomassa foi quantificada utilizando a densidade o6tica e o espectrofotbmetro
PerkinElmer Lambda 35 UV-VIS, com a biomassa obtida por centrifugacéo. A extracédo
de Clorofilina de Sédio e Cobre (CSC) seguiu o protocolo de Humphrey (1980) e Singh
(2020), utilizando hidréxido de soédio etandlico (etanol 100% + NaOH 1%), acido
cloridrico, sulfato de cobre e etanol 95%, com o objetivo de avaliar o rendimento de CSC
nos diferentes fotoperiodos.

A Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
do CSC foi realizada no espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier
modelo Spectrum 100 da PerkinElmer, por método de refletancia total atenuada (ATR)

com varredura entre 4000 e 600 cm ! (Cardoso et al. 2021).
Resultados e Discussdes
Cultivo de Chlorella vulgaris:

O cultivo foi realizado em um fotobiorreator tipo Erlenmeyer com capacidade de 2 litros,
sob condi¢cBes controladas e aeracdo constante, temperatura de 25°C e um ciclo de luz
de 12 horas claro-escuro (FT12) e outro de 24 horas claro (FT24). Observou-se um
crescimento saudavel da microalga, caracterizado pela coloragéo verde intensa (Fig. 1),
indicando auséncia de contaminacao (Fig. 2).
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Figura 1. Cultivo de Chlorella vulgaris em meio BG-11.



Figura 2. Cultivo de Chlorella vulgaris em meio BG-11 vista no microscopio.

Avaliacao da cinética de crescimento:

A curva de crescimento da Chlorella vulgaris é apresentada na Figura 3, a maior
producao foi do tratamento FT24 com seu maximo no 17° dia com produgao
maxima de 1,5gL-" e o tratamento FT12 com produgdo maxima no 15° dia com
1,2g L-'. A influéncia do fotoperiodo também foi observado no estudo
Madhubalajiet al., (2019), onde, utilizando C.vulgaris obteve uma maior
concentracao no FT24 (1,1g L-') em comparagcao com FT12 (0,4 g L-'), em 6
dias de cultivo. A maior producao de biomassa em FT24 ocorreu devido a maior
incidéncia de luz no cultivo, pois até o limite de fotoinibi¢gdo, proporciona maior
crescimento celular. Assim, a energia luminosa recebida e armazenada na forma
de ATP e NADPH ¢é importante para o metabolismo celular e para a concentragao
de biomassa, devido a capacidade que elas tém de fixar carbono (Fakhri et al.,
2021).
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Figura 3. Producéo de Chlorella vulgaris em meio BG-11 cultivada em fotoperiodo de

12-12h claro-escuro e 24h claro.

Producéo e quantificagédo de CSC:

A extracdo de CSC apresentou rendimento de 0,3 g (Fig. 4) para ambos os fotoperiodos,
desta forma, a utilizacdo de um maior periodo de exposicdo luminosa parece nao
estimular ou aumentar a extragdo de CSC da biomassa. Possivelmente, porque se
aumentar a incidéncia de luz nos cultivos, pode causar um determinado estresse e sob

essas condi¢cdes as microalgas sofrem degradacéo e reducdo de pigmentos (Yun et al.,
2019).




Figura 4. Clorofilina de Sodio Cobre (CSC) obtida da biomassa da Chlorella vulgaris

cultivada em fotoperiodo 12-12h claro-escuro.

Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR): A andlise de FTIR da clorofilina de cobre sddio da biomassa de Chlorella vulgaris

mostrou semelhanca com a CSC comercial, com bandas de comprimento de onda em
2940 cm 1, 2850 cm 1, 1560 cm 1, 1386 cm 1, 1204 cm ! e entre 880 - 700 cm L.

Transmitancia (%)

—— SCC com
SCC24
—— SCC12

4000

]

e [ e e e e e B e e s e |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

NGmero de onda cm”

Figura 5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier da

clorofilina de cobre sddio de Chlorella vulgaris.

Conclusdes

A pesquisa demonstrou que o fotoperiodo de 24 horas foi o mais eficaz para o

crescimento da biomassa de Chlorella vulgaris, alcangando uma taxa de 1,5 gL™ no 17°

dia de cultivo. Contudo, a producdo de Clorofilina de Sodio e Cobre (CSC) néo foi

significativamente influenciada pela variagdo do fotoperiodo, com rendimento constante

de 0,3 g em ambas as condi¢fes. Esses resultados sugerem que, embora o fotoperiodo

de 24 horas favorega o crescimento da microalga, ainda é necessario otimizar o processo

de obtencdo do CSC para aumentar o seu rendimento.
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