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Resumo
A biomassa de microalgas apresenta grande potencial como matéria-prima de biodiesel, pois é rica em lipídios e seu cultivo é feito em diversos sistemas, com volume variando desde mililitros até bilhões de litros. O trabalho teve como objetivo produzir biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii (CC-1032) modificada geneticamente e estuda-la como matéria-prima na produção de ésteres etílicos. O cultivo foi feito em laboratório em meio sintético com e sem nitrogênio. 
Introdução
As microalgas são consideradas uma matéria-prima alternativa na produção de energia renovável (Baumgartner et al., 2013). Atualmente, nota-se uma elevada demanda mundial de energia, e a utilização de derivados do petróleo acarreta sérios riscos. A inclusão de biocombustíveis na matriz energética é uma alternativa em relação ao petróleo, como também para a redução de poluentes (Khalil, 2006). 

As microalgas sintetizam substâncias como vitaminas, esteróis e compostos bioativos naturais (Derner et al., 2006), e por isso são uma fonte promissora, (Morgado et al., 2008). O rendimento em óleo por hectare supera qualquer vegetal comercialmente produzido (Lourenço, 2006). 
 Estudos revelam que cultivos onde o nitrogênio é um fator limitante, a porcentagem de lipídios em relação à massa total aumenta (SHEEHAN et al.,1998, HU et al., 2008). Desta forma, o objetivo foi avaliar a produção de lipídios em meio com e sem nitrogênio pela microalga Chlamydomonas reinhardtii (CC-1032).

Material e Métodos

O cultivo da alga foi realizado em laboratório com temperatura controlada (25°C), com iluminação constante fornecida por duas lâmpadas florescentes de 20 W, e um sistema de aeração a partir de um compressor de ar. 
O meio de cultivo utilizado foi constituído de nutrientes essenciais ao desenvolvimento das algas, desenvolvido para a microalga em estudo de acordo com a Tabela 01 (SIPAÚBA-TAVARES e ROCHA, 2001). 
Tabela 01 - Nutrientes utilizados para elaboração de 1 litro da solução nutritiva.
	
	Nutriente
	Massa

	Solução de Sais
	NH4Cl
	15,0 g

	
	MgSO47H2O
CaCl2 2H2O
	4,00 g

	
	
	2,00 g

	Solução de Fosfatos
	K2HPO4
	28,8 g

	
	KH2PO4
	14,4 g

	Solução Elemento Traço
	EDTA
	50 g

	
	ZnSO47 H2O
	22 g

	
	H3BO3
	11,4 g

	
	MnCl2.4H2O
	5,06 g

	
	CoCl26H2O
	1,61 g

	
	CuSO45H2O
	1,57 g 

	
	(NH4)6Mo7O244 H2O
	1,10 g

	
	FeSO4.7 H2O
	5,99 g


A recuperação da biomassa no cultivo foi realizada pela adição de 5 mL de uma solução na concentração de 5 g/L do floculante catiônico Tanfloc-SL para cada litro de cultivo de alga, promovendo a decantação da mesma. 

Após a decantação, a biomassa é filtrada e submetida à estufa para a secagem, na temperatura de 60°C (BECKER, 1994; SPECTOR et al., 2008; D’OCA et al., 2008; MIAO e WU, 2006; XU et al., 2006). De acordo com os dados da literatura, temperaturas em torno de 60ºC mantém a composição de lipídios na biomassa algácea (WIDJAJA et al., 2009). Depois de seca, a biomassa é triturada e armazenada em potes plásticos a temperatura de -8 °C (em freezer), com o objetivo de manter as propriedades (MOLINA GRIMA et al., 2003; WIDJAJA et al.; 2009).
A extração de lipídios totais da biomassa foi realizada por extração sucessiva (BRANCO, 2013), utilizando-se dois solventes: hexano e uma solução de hexano e álcool propílico (1:1), onde, 0,5 g de biomassa seca foi pesada dentro de tubos de ensaio providos de tampa, em seguida adicionou-se ao tubo 5 mL dos solventes (o hexano e álcool propílico, separadamente). A biomassa foi suspensa na solução por meio de agitação manual e colocada imediatamente no banho, em temperatura de 60°C, e o tempo de extração foi de 30 minutos. O sobrenadante foi recolhido em outro tubo, e então o solvente foi evaporado e então determinou a quantidade de lipídios produzida.
Resultados e Discussão
A fim de determinar o dia ideal para floculação e coleta de biomassa, construiu-se uma curva de crescimento que relaciona a turbidez do meio com a quantidade de massa presente. Desta forma, pode-se monitorar a estabilização da turbidez e realizar a coleta sem desperdício de recursos laboratoriais. A curva é apresentada na Figura 01. 
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Figura 01 - Curva de crescimento para Chlamydomonas reinhardtti (CC-1032).
Nesta curva, observa-se que quanto maior a turbidez, mais biomassa está presente no meio.


Também testou-se o cultivo da microalga sem nitrogênio, eliminando todos os componentes do meio sintético que continham o elemento. Sabe-se que os nutrientes presentes no meio interferem diretamente na quantidade de lipídeos presentes na célula, sendo o nitrogênio o que afeta de forma mais significativa a biossíntese, armazenamento e composição dos lipídeos intracelulares. Isto acontece porque o metabolismo das algas é influenciado pelo N, sendo que a insuficiência do leva a um acúmulo de lipídeos por estresse fisiológico (PIORRECK et al., 1984; RICHMOND, 2004). 

Sendo assim, as Tabelas 02 e 03 apresentam a produção de ésteres etílicos para a microalga cultivada com N e sem. 
Tabela 02 – Produção de ésteres etílicos para Chlamydomonas CC-1032 com N.

	Com solvente hexano 

(g éster/g biomassa)
	Com solução de solventes álcool propílico e hexano
(g éster/g biomassa)

	0,005
	0,037


Tabela 03 – Produção de ésteres etílicos para Chlamydomonas CC-1032 sem N.

	Com solvente hexano

(g éster/g biomassa)
	Com solução de solventes álcool propílico e hexano
(g éster/g biomassa)

	0,063
	0,058

	
	


Conclusões
Conclui-se que a biomassa da microalga Chlamydomonas reinhardtii CC-1032 é uma fonte energética promissora na produção de ésteres etílicos, tendo melhores resultados quando cultivada com ausência de nitrogênio. No entanto, é necessária uma pesquisa mais aprofundada quanto à extração dos ésteres.
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