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Resumo
Novas fontes para obtenção de CSC (Clorofilina de Cobre e Sódio), como microalgas, destacam-se por oferecer grande diversidade de espécies, facilidade de cultivo, alta produtividade de biomassa e benefícios terapêuticos, incluindo propriedades antioxidantes. Portanto, este trabalho teve como objetivo aumentar a produção de biomassa e síntese de clorofilas da microalga Chlorella vulgaris, visando aumentar a semi-síntese de CSC através da suplementação com fontes de nitrogênio (N). Entre os tratamentos testados, a suplementação com nitrato (NO₃⁻) na proporção 55:1N mostrou-se a mais eficiente, resultando em maior acúmulo de biomassa (1,85 g/L em 14 dias). Os maiores níveis de clorofilas e carotenoides foi obtido no tratamento apenas com suplementação de nitrato, antes do aquecimento (Clorofilina a= 132,553 µg/ml-1 e 85,596 µg/ml-1, para T55:1 e T55:1+E, respectivamente, Clorofilina b= 309,991 µg/ml-1 e 263,746 µg/ml-1, para T55:1 e T55:1+E, respectivamente e Carotenoides= 234,345 µg/ml-1, 196,090 µg/ml-1, para T55:1 e T55:1+E, respectivamente).
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Introdução
A clorofila é o principal pigmento fotossintético responsável pela absorção de luz e ocorre amplamente na natureza. Entretanto, apresenta baixa estabilidade frente a temperaturas elevadas, pH ácido, oxigênio e ação enzimática, o que limita seu uso industrial. Para superar essas limitações, derivados mais estáveis da clorofila têm sido explorados, com destaque para a clorofilina de cobre e sódio (CSC), que demonstra propriedades antioxidantes, antimutagênicas e potencial na prevenção de doenças crônicas. Embora a CSC seja tradicionalmente obtida de plantas superiores, o uso de microalgas como matéria-prima é uma alternativa promissora devido à simplicidade estrutural, rápido crescimento e facilidade de cultivo, favorecendo a extração de pigmentos (Ferruzzi; Schwartz, 2005; Singh et al., 2020).
O crescimento microalgal depende da disponibilidade de macronutrientes, especialmente nitrogênio (N), fósforo (P) e potássio (K). O nitrogênio possui papel central no metabolismo, integrando proteínas, ácidos nucleicos e pigmentos. Alterações na sua concentração modificam tanto o crescimento quanto a composição bioquímica microalgal, influenciando acúmulo de lipídios, proteínas e fotopigmentos (Metsoviti et al., 2018; Yaakob et al., 2021; Zarrinmehr et al., 2020).
A limitação de nitrogênio reduz o conteúdo de clorofila — pigmento que confere a coloração verde das microalgas e principal precursor para a produção de CSC (Yaakob et al., 2021). Assim, pressupõe-se que a suplementação nitrogenada possa aumentar a síntese de clorofilas e, consequentemente, o rendimento de CSC. Zarrinmehr et al. (2020) demonstraram que o aumento da concentração de N (0–144 mg/L) em Isochrysis galbana elevou significativamente os teores de clorofila a e b, indicando clara relação entre disponibilidade de nitrogênio e produção de pigmentos.

Métodos
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Os experimentos foram conduzidos em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer (2 L), contendo 1800 mL de meio e concentração inicial de biomassa de ~0,2 g L⁻¹. A cepa de Chlorella vulgaris foi cultivada em meio sintético BG11 e em duas condições suplementadas com nitrato: 55:1 N (13,58 mg/L) (T55:1) e 55:1 N + etanol 0,025% (T55:1+E). 

Monitoramento da concentração de biomassa e potencial hidrogeniônico (pH) 
A concentração de biomassa (g L⁻¹) foi estimada por densidade óptica (λ = 680 nm) utilizando espectrômetro (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS) de acordo com curva padrão (Costa et al., 2004). O pH foi monitorado diariamente com uso de pHmetro digital (Gehaka PG2000).

Semi-síntese e quantificação da CSC
A extração seguiu de acordo com o protocolo padrão proposto por Humphrey (1980) e Singh (2020). A biomassa liofilizada (1 g) foi reagida com NaOH etanólico (1:4; v/v) em placa aquecedora por 1 hora. Após centrifugação, a clorofilina de sódio e Magnésio (CSM) foi acidificada (pH 2–3), submetida ao tratamento com 5% sulfato de cobre (CuSO4) e colocado em placa aquecedora a 60°C por 1 h. A CSC formada final foi centrifugada, o sobrenadante foi dissolvido em etanol a 95% e ajustada para pH 11, por fim o etanol foi evaporado, e o produto final quantificado.

Quantificação do perfil de pigmentos das biomassas produzidas
A extração de clorofilas e carotenoides foi realizada após a primeira etapa da extração de CSC, com hidróxido de sódio etanólico, em dois diferentes momentos: antes do aquecimento (-T) e após o aquecimento (+T). A quantificação de clorofilas e carotenoides foi feita por espectrofotometria, nos comprimentos de onda (λ) de 647; 470 e 620 nm, respectivamente. 

Resultados e Discussões

Monitoramento da concentração de biomassa 
A curva de crescimento do cultivo está apresentada na Figura 1. Os cultivos com suplementação de nitrato demostraram maior produção de biomassa do que o cultivo apenas com meio BG-11 (Controle). O controle obteve Xmáxima de 0,650 g/ L-1 (13° dia), T55:1 obteve Xmáxima de 1,549 g/L-1, no (13° dia) e o tratamento T55:1+E alcançou Xmáxima no 14° dia com1,848 g/ L-1, sendo o melhor tratamento para obtenção de biomassa.
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Figura 1: Curva de crescimento de Chlorella vulgaris cultivada com nitrato e meio sintético BG11.
Resultados semelhantes foram observados no estudo de Magyar, et. al., 2024, no cultivo de Chlorella vulgaris, obtendo sua maior concentração de biomassa (1,159x10-3 g/L−1) utilizando a proporção 55:1 de nitrogênio. O etanol pode servir como fonte de carbono para o cultivo de microalgas, no estudo de Samkhaniyani, Najafpour e Ardestani, 2017, utilização de 1,42 g/L (0,18 v/v%) de etanol no cultivo Scenedesmus sp., aumentou em 50% a concentração de biomassa, em comparação com o controle. Demostrando o potencial do etanol como fonte de carbono. Porém, o etanol em concentrações elevadas pode ser tóxico causando danos à integridade das membranas celulares e desequilíbrio osmótico (Abate, et. al., 2024).

Quantificação do perfil de pigmentos das biomassas produzidas
Ao analisar os resultados, nota-se que houve um decréscimo na concentração de clorofilas a, b e carotenoides dos tratamentos com suplementação quando comparados com o controle após o aquecimento, no tratamento T55:1, a clorofila a ficou em 21,733 µg/mL-1, valor inferior ao controle (24,808 µg/mL-1). A clorofila b também se manteve mais baixa (180,791 µg/mL-1) em comparação ao controle (194,525 µg/mL-1). O mesmo ocorreu com os carotenoides, que atingiram 112,688 µg/mL-1, enquanto o controle apresentou 126,936 µg/mL-1 (Tabela 1). A clorofila é uma molécula sensível à temperatura, composta por um anel porfirínico com um átomo central de magnésio (Mg²⁺) e uma cadeia fitol. Em condições de aquecimento, ocorre a desmetalização da clorofila, ou seja, a perda do Mg²⁺ central, formando feofitina (Ferruzzi e Schwartz, 2005).
O aumento relativo de clorofila b e carotenoides no controle após o aquecimento pode ser atribuído à maior estabilidade térmica dessas moléculas em comparação à clorofila a. Durante o aquecimento, a clorofila a sofre desmetalização, perdendo o Mg²⁺ e formando feofitina, enquanto a clorofila b, devido à presença do grupo formil (-CHO), apresenta maior resistência à degradação. Já os carotenoides, embora também sensíveis ao calor, são mais estáveis em condições com menor disponibilidade de compostos oxidantes, como no controle, ao passo que nos tratamentos suplementados o excesso de nitrogênio e etanol pode ter favorecido reações oxidativas que aceleram sua degradação (Tanaka & Ito, 2024; Li et al., 2025; Nascimento et al., 2023).

Tabela 1: Concentração de clorofila a clorofila b e carotenoides totais nas duas etapas da extração de CSC.
	Amostra
	Clorofila a (-T)
(µg/ml-1)
	Clorofila a (+T)
(µg/ml-1)
	Clorofila b (-T)
(µg/ml-1)
	Clorofila b (+T)
[bookmark: _Hlk214023756](µg/ml-1)
	Carotenoides(-T)
(µg/ml-1)
	Carotenoide
(+T)

(µg/ml-1)

	[bookmark: _Hlk214023816]T55:1
	132,553
	21,733
	309,991
	180,791
	234,345
	112,688

	T55:1+E
	85,596
	22,909
	263,746
	181,644
	196,090
	117,832

	Controle
	37,189
	24,808
	89,189
	194,525
	66,314
	126,936




Quantificação de Clorofilina de Cobre Sódio (CSC) obtido
A quantificação do CSC indicou que a suplementação do meio de cultivo não promoveu aumento significativo no rendimento de clorofilina de cobre e sódio. O controle apresentou o maior rendimento (0,2988 g), seguido pelos tratamentos CSC 55:1 (0,2388 g) e CSC 55:1 + etanol (0,2086 g). Embora o nitrogênio adicional possa estimular o acúmulo de biomassa, é possível que seu excesso tenha reduzido a assimilação e a síntese de derivados da clorofila. Assim, a suplementação nitrogenada pode ter direcionado o metabolismo para vias associadas ao crescimento, comprometendo a formação de pigmentos e resultando em menor rendimento de CSC em relação ao controle (Aizpuru; González-Sánchez, 2024).

Conclusões

Com base nos resultados apresentados, a suplementação com nitrato se demostrou eficiente para o aumento da produção de biomassa, indicando que a disponibilidade adicional de nitrogênio favorece o crescimento celular e a fotossíntese em Chlorella vulgaris. Apesar disso, o incremento de biomassa e pigmentos não resultou em maior rendimento CSC, uma vez que os tratamentos suplementados apresentaram menores valores que o controle. Concluindo que, embora a suplementação com nitrato seja uma estratégia eficaz para aumentar a biomassa e o teor de clorofilas, seu efeito sobre a produção de clorofilina é limitado. Para maximizar a síntese de CCS, pode ser necessário explorar outras abordagens, como o ajuste de outros nutrientes ou etapas específicas de indução metabólica para favorecer a conversão da clorofila em clorofilina. 
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