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RESUMO – Com a crescente necessidade de suprimento de energia através de fontes 

renováveis, as microalgas vem ganhando destaque por serem consideradas promissoras fontes de 

matéria-prima primária para produção de biocombustíveis como o bioetanol. Este trabalho teve 

como objetivo avaliar o potencial da biomassa de Chlorella minutissima para produção de 

bioetanol, quando cultivada utilizando pentoses como fonte de carbono. Para avaliar o 

crescimento da microalga foram realizados cultivos mixotróficos, utilizando meio Bristol`s 

Modificado (MBM) com redução do componente nitrogenado (0,125 KNO3) e adição de 

pentoses, utilizando fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L. Com o uso de 19,16 mg.L
-1 

de 

xilose e 0,89 mg.L
-1

 de arabinose foi encontrado um teor de carboidratos de 66,4%, o que 

corresponde a uma produção teórica de bioetanol 502,39 L.t
-1

 (tonelada de biomassa seca), 

podendo gerar 4.521,53 L.ha deste biocombustível anualmente. 

 

1. INTRODUÇÃO 

As microalgas são descendentes dos primeiros tipos de vida fotossintéticos. A mais de 3500 

milhões de anos atrás o oxigênio da atmosfera era fornecido por cianobactérias e outras formas de 

vida. Desde então, as microalgas tem contribuído com o regulamento da biosfera do planeta. O uso de 

energia solar no cultivo de microalgas é eficiente, limpo, e de baixo custo. A biomassa das microalgas 

e seus produtos estão relacionados com muitas áreas de interesse geral, como a indústria de alimentos, 

fármacos, medicina e biocombustíveis (COSTA et al., 2012). 

As condições de cultivo de microalgas podem ser alteradas para induzir a produção de maiores 

concentrações de substâncias de interesse como proteínas, pigmentos, ácidos graxos e carboidratos, 

por exemplo. Uma mesma espécie pode apresentar perfis químicos distintos de acordo com as 

condições de cultivo empregadas (LOURENÇO, 2006). Meios de cultura com fontes nutricionais 

alternativas para o cultivo de microalgas vêm sendo avaliados, como os que utilizam resíduos 

industriais como substrato (BERTOLDI et al., 2008).  

Devido a grande necessidade energética global, baseado na instabilidade dos combustíveis 

fósseis e as preocupações ambientais, se torna necessário a busca por novas fontes de energia. 

Diversos recursos renováveis foram descobertos para atenuar as emissões de CO2 de combustíveis 
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fósseis, uma das saídas é a produção de etanol a partir de açúcares de seis carbonos (MONONO, et 

al., 2012).  

Por outro lado, a produção de material lignocelulósico é cada vez maior e com isso a geração de 

resíduos como açúcares não fermentescíveis, como as pentoses, através dos processos tradicionais. 

Dentro deste cenário é interessante encontrar maneiras de conversão desses açúcares em 

biocombustíveis. Um exemplo disso é a tentativa de utilização de microalgas como intermediários na 

produção de bioetanol, uma vez que através do consumo destas pentoses pode gerar um estímulo na 

produção de carboidratos por estes micro-organismos. 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da biomassa de Chlorella minutissima para 

produção de bioetanol, quando cultivada utilizando pentoses como fonte de carbono. 

2. Material e Métodos 

2.1 Microalga e condições de cultivo 

Foi utilizada a cepa de Chlorella minutissima pertencente à Coleção do Laboratório de 

Engenharia Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Para o cultivo da microalga 

foi utilizado o meio Bristol`S Modificado (MBM) (WATANABE, 1960) controle e com redução do 

componente nitrogenado (0,125 KNO3). Além da redução do teor de nitrogênio, se avaliou o efeito de 

diferentes concentrações de pentoses. A Tabela 1 apresenta as diferentes concentrações de pentoses 

(pré-determinadas em trabalhos anteriores) utilizadas.  

Tabela 1 - Concentração de Xilose e Arabinose utilizadas nos diferentes meios de cultivo. 

Condição de cultivo Xilose 

(mg.L-1
-1

) 

Arabinose 

(mg.L-1
-1

) 

MBM Padrão - - 

MBM + Redução de 

KNO3+ Xilose e Arabinose  

19,164 0,897 

MBM + Redução de 

KNO3+ Xilose 

20,06 - 

MBM + Redução de 

KNO3+ Arabinose 

- 20,06 

 

Para avaliar o crescimento foram realizados cultivos mixotróficos em fotobiorreatores tipo 

tubulares de 2L de volume útil, mantidos em estufa termostatizada a 30 ºC, fotoperíodo de 12 h 

claro/escuro e 40,5 µmol.m
2
.s

-1 
de iluminância fornecidos por lâmpadas fluorescentes de 40 W. Os 

cultivos foram mantidos até a caracterização de uma possível fase estacionária de crescimento. 

2.2 Crescimento celular 

O crescimento da biomassa foi monitorado diariamente pela densidade ótica das culturas em 

espectrofotômetro a 670nm, através de uma curva padrão previamente realizada, relacionando peso 
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seco e densidade ótica, o mesmo procedimento foi realizado para a determinação da concentração 

inicial de biomassa (COSTA et al., 2002).  

Foram avaliados parâmetros cinéticos como a concentração máxima de biomassa (Xmáx, g.L
-1

); 

a produtividade máxima (Pmáx, g.L
-1

.dia
-1

), obtida segundo a equação P = (Xt - X0)/(t- t0), onde Xt é a 

concentração de biomassa (g.L
-1

) no tempo t (dia), e X0 a concentração de biomassa (g.L
-1

) no tempo 

t0 (dia) (SCHMIDELL et al., 2001); a velocidade específica máxima de crescimento (μmáx, dia
-1

) por 

regressão exponencial aplicada à fase logarítmica de crescimento e o tempo de geração (tg, dia) pela 

equação tg = ln2/máx (BAILEY e OLLIS, 1986). 

2.3 Determinação do teor de carboidratos na biomassa cultivada 

O teor de carboidratos (% e µg.mL
-1

) foi avaliado utilizando o método de Dubois et al., 1956. 

2.4 Determinação do teor de proteínas na biomassa cultivada 

A concentração de proteínas será determinada com o uso da metodologia de Lowry et al., 1951. 

2.5 Produção teórica de etanol 

 O rendimento teórico de etanol foi determinado de acordo com o cálculo teórico de etanol do 

U.S. Department of Energy (DOE) (2009). O cálculo foi realizado com base na Equação 1: 

 

 

                           (1) 

A determinação do rendimento teórico de etanol por área (L.ha
-1

) foi calculada multiplicando-se 

o rendimento teórico de etanol em base mássica (L.g
-1

) e o rendimento em biomassa seca por hectare 

(g. ha
-1

), segundo Monono et al (2013), ha
-1

. Foi considerada uma produtividade de 90 toneladas de 

biomassa microalgal a cada 10 hectares por ano. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A Figura 1 mostra a concentração de Chlorella minutissima durante ,as diferentes condições 

de cultivo. A Tabela 2 apresenta os valores médios de concentração máxima, velocidade especifica 

máxima de crescimento, produtividade máxima e tempo de geração, obtidos para Chlorella 

minutissima. 
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Figura 1 – Concentração de biomassa de Chlorella minutissima  para as diferentes 

condições de cultivo (○) MBM Controle, () MBM + 50% KNO3 + 19,164mg.L
-1

 Xilose + 

0,897mg.L
-1

 arabinose, () MBM + 50% KNO3 + 20,06 mg.L
-1

 Xilose e () MBM + 50% 

KNO3 + 20,06 mg.L
-1

 Arabinose, respectivamente. 

 
Ao observar a Figura1 é possível verificar que os cultivos não apresentaram fase de adaptação, 

caracterizando um crescimento exponencial desde os primeiros dias de cultivo, isto é resultado da 

manutenção da cepa de Chlorella minutissima em condições semelhantes as condições experimentais. 

Os cultivos foram mantidos até a caracterização de uma possível fase estacionária, onde segundo 

Moura (2006) e Renaud et al. (2002), quando em cultivos estanques, as células são mais velhas e o 

teor de carboidratos é maior. Os cultivos controle foram os que alcançaram concentração celular mais 

elevada (1,555 g.L
-1

), alcançando a fase estacionária em aproximadamente 17 dias. 

Quando analisado os cultivos com modificações no meio de cultura, foi alcançada a maior 

concentração celular naqueles que utilizaram somente adição de xilose (1,108 g.L
-1

) e por último os 

cultivos no qual foi adicionado xilose e arabinose (1,008 g.L
-1

). Os resultados encontrados por 

MARGAITES (2010) para o cultivo de microalga do gênero Chlorella com redução do teor de 

nitrogênio, sem adição de pentoses tiveram duração de 22 a 24 dias, não apresentando crescimento 

exponencial nos primeiros dias de cultivo, o que pode ser resultado da ausência de qualquer fonte de 

carbono durante os cultivos. 

Com esta análise é possível verificar que a associação de pentoses como fonte de carbono é 

favorável para obtenção de maior concentração celular e alcance da fase estacionária em menor tempo 

de cultivo. Nos cultivos com pentoses uma possível caracterização de fase estacionária foi alcançada 

em períodos entre 10 a 13 dias de cultivo, o que permite um maior número de cultivos e com isso uma 

maior produção de biomassa. 

 Informações acerca da concentração inicial de fontes de carbono são necessárias para o 

crescimento ideal dos microrganismos, bem como o tipo de fotobiorreator, o uso de fotobiorretaores 
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tubulares apresentam características mais vantajosas, como controle de pH e temperatura e agitação 

mais eficientes, fornecendo então a cultura melhores condições de crescimento microalgal (PEREZ-

GARCIA et al., 2011).  

Neste contexto, o modelo de fotobiorreator utilizado priorizou as condições ideais de cultivo. 

Isto é comprovado a ao se comparar o cultivo desta mesma cepa, Chlorella minutissima, em 

fotobiorreatores tipo erlenmeyer realizado por Freitas et al (2012), que alcançou  concentração celular 

máxima e velocidade específica máxima de crescimento cerca de duas vezes menores do que o obtido 

no presente trabalho, o que demostra que a associação de fotobiorreatores tubulares e o uso isolado de 

cada pentose geram melhoras significativas no crescimento microalgal. 

Tabela 2 - Concentração de biomassa máxima (Xmáx), produtividade máxima (Pmáx), velocidade 

específica máxima de crescimento (μmáx) e tempo de geração (tg) (média ± desvio padrão), para os 

cultivos de Chlorella minutissima. 

Condição de cultivo Xmáx 

(g.L
-1

) 

Pmáx  

(g.L
-1

.dia
-1

) 

µmáx 

(dia
-1

) 

tg 

(dia) 

MBM Controle 1,555±0,272 0,130±0,010 0,618±0,061 1,122±0,061 

MBM + 50% KNO3 + 

19,164mg.L
-1

 Xilose + 

0,897mg.L
-1

 arabinose 

1,008±0,046 0,087±0,007 0,328±0,015 2,113±0,015 

BM + 50% KNO3 + 20,06 

mg.L
-1

 Xilose 

1,108±0,043 0,170±0,022 0,242±0,013 2,864±0,013 

MBM + 50% KNO3 + 

20,06 mg.L
-1

 Arabinose 

1,019±0,124 0,106±0,049 0,383±0,038 1,812±0,038 

 

A Tabela 3 apresenta a composição da microalga Chlorella minutíssima quanto ao teor de 

carboidratos e proteínas. 

O aumento do teor de carboidratos obtidos para a microalga, em todas variações de fonte de 

carbono associado a redução do componente nitrogenado, se mostram de acordo com afirmado por 

Fogg (1983), que diz que quando há limitação de nitrogênio é imposta à uma cultura exposta a 

iluminância adequada, a fotossíntese contínua sendo realizada, e o fluxo de carbono gera um desvio à 

síntese de lipídios e carboidratos. Portanto, a utilização de pentoses (xilose e arabinose), juntamente 

com a redução do componente nitrogenado, são responsáveis pela obtenção de 66,44% de 

carboidratos na biomassa, comprovando que a redução na fonte de nitrogênio é uma forma efetiva de 

melhorar o acúmulo de lipídeos e/ou carboidratos na biomassa microalgal. No entanto, o aumento 

destes componentes na biomassa nem sempre é proporcional ao da produtividade celular. 

(RICHMOND, 2004). 

Diferentes cepas de chlorophytas foram cultivadas por Freitas et al (2012) em reatores do tipo 

erlenmeyer com o uso de xilose e arabinose, encontrando para Chlorella minutissima 58,6% de 

carboidratos, teor inferior ao encontrado no presente trabalho, com a utilizaçãode xilose e arabinose, 

em reatores tubulares (66,44%), o que mostra a influência direta da escolha do fotobiorreator. 
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Tabela 3 – Teor de carboidratos e proteínas (média ± desvio padrão) na biomassa de 

Chlorella minutissima para as diferentes formas de cultivo 

Condição de cultivo Teor de carboidratos 

(%) 

Teor de proteínas 

(%) 

MBM Controle 21,55±0,61 17,07±1,76 

MBM + 50% KNO3 + 

19,164mg.L
-1

 Xilose + 

0,897mg.L
-1

 arabinose 

66,44±2,14 9,20±0,97 

MBM + 50% KNO3 + 

20,06 mg.L
-1

 Xilose 

63,42±1,38 10,6±0.29 

MBM + 50% KNO3 + 

20,06 mg.L
-1

 Arabinose 

55,72±0,54 9,79±0,74 

 

 A Figura 2 mostra o rendimento de etanol em massa e em área para a cepa de Chlorella 

minutíssima nas diferentes condições de cultivo. 

Os melhores resultados foram obtidos também com a adição associada de xilose e arabonise, 

apresentando um rendimento de etanol em massa de aproximadamente 500 L.ton
-1

 e rendimento de 

etanol em área foi de aproximadamente 450 L.ha 
-1

. Estes resultados comparados com outras culturas 

utilizadas para produção de etanol se mostram muito favoráveis. O rendimento determinado é 25 

vezes maiores do que o obtido por culturas de plantas superiores, como a manipueira, que pode 

alcançar um rendimento em etanol de 19,33 L.ton
-1

, como determinado por Urbano et al. (2009). 

Portanto, o cultivo de Chlorella minutíssima pode ser considerado de grande importância visto que 

esta possui alta produtividade de carboidratos, bem como composição de açúcar adequado para a 

produção de biocombustíveis de acordo com CHEN et al., (2013). 

Uma vez que tecnologias para a produção de etanol de segunda geração se tornam viáveis, pois 

a hidrólise de lignocelulose gera xilose e pequenas quantidades de arabinose, ambas não 

fermentescíveis pelo atual processo, a capacidade desta cepa em assimilar estes açúcares de cinco 

carbonos se torna cada vez mais destacável. Os resultados encontrados mostram que o uso de 

pentoses associado a redução de nitrogênio e o uso de fotobiorreatores tubulares, estimulão a 

produção de carboidratos fermentescíveis, afirmando assim a potencialidade do uso de Chlorella 

minutissima para produção de bioetanol. 
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Figura 2 – Rendimento potencial de etanol em massa e em área para Chlorella minutissima, 

nas diferentes condições de cultivo, sendo A (MBM Controle), B (MBM + 50% KNO3 + 

19,164mg.L
-1

 Xilose + 0,897mg.L
-1

 arabinose), C (MBM + 50% KNO3 + 20,06 mg.L
-1

 Xilose) e 

D (MBM + 50% KNO3 + 20,06 mg.L
-1

 Arabinose). 

 

4. CONCLUSÃO 

A potencialidade do uso de Chlorella minutissima cultivada com o uso de pentoses é 

confirmada, a partir da elevada produção de carboidratos alcançada. Os melhores resultados para os 

dos parâmetros cinéticos foram obtidos nos cultivos utilizando meio de cultura com 100% de 

nitrogênio, com concentração celular 1,55 g.L
-1

, velocidade específica máxima de crescimento 0,618 

dia
-1

 e tempo de geração 1,12 dia. A melhor produtividade foi obtida nos cultivos com a adição 

somente de xilose, 0,170 g.L
-1

.dia
-1

. Os maiores teores de carboidratos foram obtidos nos cultivos 

com a adição associada de xilose e arabinose e redução do componente nitrogenado, alcançando cerca 

de 66,44%, resultando então no cultivo mais promissor para o rendimento de etanol por área e massa, 

com aproximadamente 450 L.ha
-1

 e 500 L.ton
-1

, respectivamente, o que pode gerar uma produção 

anual de 4.521,53 L.ha
-1

 deste biocombustível.  
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