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BIOPROCESSES FOR REMOVAL OF CARBON DIOXIDE AND NITROGEN OXIDE BY MICROALGAE FOR THE
UTILIZATION OF GAS GENERATED DURING COAL BURNING. The aim of this work was to study the removal of CO, and

NO by microalgae and to evaluate the kinetic characteristics of the cultures. Spirulina sp. showed u_ and X

0.11d', 1.11 gL~

‘max ‘max

' d") when treated with CO, and NaNO,. The maximum CO, removal was 22.97% for S. obliquus treated with KNO, and atmospheric
CO,. The S. obliquus showed maximum NO removal (21.30%) when treated with NO and CO,. Coupling the cultivation of these
microalgae with the removal of CO, and NO has the potential not only to reduce the costs of culture media but also to offset carbon

and nitrogen emissions.
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INTRODUCAO

O carvao mineral é o mais abundante dos combustiveis fosseis,
com reservas mundiais estimadas em 1 trilhdo de t, o suficiente para
atender a demanda atual por mais de 200 anos. No Brasil, as princi-
pais reservas de carvdo mineral estdo localizadas no Sul do Pais, em
especial no Rio Grande do Sul, que detém mais de 90% das reservas
nacionais. No final de 2002, as reservas nacionais de carvao estavam
em torno de 12 bilhdes de t, o que corresponde a mais de 50% das
reservas sul-americanas € a 1,2% das reservas mundiais.'

No Rio Grande do Sul a queima de combustiveis fosseis, prin-
cipalmente carvdo, estd entre as fontes industriais que t€ém provo-
cado alteracdes da qualidade ambiental em determinadas dreas,
como ocorre na regido de Candiota, localizada ao sudoeste do Es-
tado. No entanto, a viabilidade da utilizagdo do carvdo estd vincu-
lada a reducdo das emissdes de gases originados de sua queima,
como o didxido de carbono (CO,) e os 6xidos de enxofre (SO ) e
nitrogénio (NO,).

Os niveis de CO, na atmosfera aumentaram de 260 a 380 ppm
nos dltimos 100 anos,” principalmente devido a queima de com-
bustiveis fosseis associada ao aumento da populacdo e industriali-
zagdo.? As alteragdes climéticas geradas pela emissdo de gases res-
ponséveis pelo efeito estufa, como o CO,, podem causar impactos
desastrosos, como a redu¢@o da produgdo agricola, alteracdo no
suprimento de dgua doce, extin¢do de espécies, tempestades e en-
chentes.

As emissdes de NO_no mundo sdo de 10 milhdes de t por ano,
provenientes de fontes naturais e 40 milhdes de t por ano de fontes
antropogénicas oriundas principalmente dos processos de combus-
tdo.* O 6xido de nitrogénio (NO) € o maior constituinte do NO_em
gases de combustdo. O NO emitido na atmosfera € lentamente oxi-
dado a NO, no ar, resultando na chuva 4cida. A quebra do equili-
brio do ecossistema natural causa acidificacdo do solo e da dgua e,
conseqiientemente, alteracdes na biodiversividade.’

Globalmente, poucas alternativas vidveis tém sido apresenta-
das para reducdo da emissdo de CO, por parte das termel€tricas,
passando pela injecdo deste gds no mar, ou em minas de carvdo e
pocos de petréleo desativados. As pesquisas para redugdo de emis-
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soes de NO té€m sido conduzidas no sentido de substituir os proces-
sos de combustdao atualmente utilizados, como a combustio em
leito fluidizado, gaseificacdo integrada a ciclos combinados e uso
de turbina a gés.'

Os microrganismos fotossintéticos, em especial as microalgas,
tém sido utilizados no seqiiestro e assimila¢do do diéxido de car-
bono. As fontes de nutrientes como carbono e nitrogénio no cultivo
de microalgas representam importantes componentes, de modo que
reduzir a quantidade de meio inorganico, sem perder em produtivi-
dade, pode ser um artificio para minimizar custos de produgio.® A
remogdo de CO, e NO por microalgas pode ser um dos mais efici-
entes processos de reducdo desses gases, sem a necessidade de
mudangas radicais na matriz energética mundial e nas atividades
produtivas.

O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade de remocao
de diéxido de carbono e 6xido de nitrogénio por microalgas, bem
como avaliar as caracteristicas cinéticas dos cultivos.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismos e meios de cultivo

Os microrganismos utilizados foram as microalgas Spirulina
sp. cepa LEB 18 e Scenedesmus obliquus cepa LEB 22.” O meio
utilizado para preparacdo e manutenc¢do do inéculo de Spirulina
sp. utilizado nos ensaios sem NO e CO, foi meio Zarrouk original,’
contendo (g L): NaHCO,, 16,8; NaNO,, 2,5; K,HPO,, 0,5; K,SO,,
1,0; NaCl, 1,0; Mg.SO,.7H,0, 0,2; CaCl,, 0,04; FeSO,.7H,0, 0,01;
EDTA, 0,08 e micronutrientes. Nos ensaios com adi¢do de NO e
CO, o in6culo foi aclimatado por 7 dias em ar misturado a NO e
CO, em Zarrouk modificado® sem fonte original de nitrogénio
(NaNO,) e carbono (NaHCO,).

Para preparagido e manutenc¢do do indculo da microalga
Scenedesmus obliquus utilizado nos ensaios sem adi¢do de NO e
CO, utilizou-se meio MC original,' contendo (g L"): KNO,, 1,25;
MgSO,.7H,0, 1,25; KH,PO,, 1,25; FeSO,.7H,0, 0,02 e micro-
nutrientes. Nos ensaios com adi¢do de NO e CO, o in6culo foi
aclimatado por 7 dias em ar misturado a NO e CO, em MC modifi-
cado sem a fonte original de nitrogénio (KNO,).
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Condicdes de cultivo e planejamento experimental

As microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores do tipo
erlenmeyer de 2,0 L com volume dtil de 1,8 L. A aeracao foi reali-
zada misturando ar comprimido ao CO, e NO através de um cilin-
dro industrial (White Martins - Brasil) com vazao de 0,3 vvm, con-
tendo 6% de CO, (v/v) e 100 ppm de NO (v/v). Os gases foram
adicionados aos cultivos por 15 min, a cada 2 h, durante o periodo
claro.” A iluminéncia foi 3200 Lux fornecida por lampadas fluo-
rescentes tipo luz do dia (General Eletric, 40 W). Os cultivos com
duracdo de 20 dias tiveram concentragdo inicial de biomassa 0,15
g L. O aparato experimental foi mantido em ciAmara termostatizada
a 35 °C com ciclos de claro/escuro alternando-se a cada 12 h."

Para avaliacdo dos cultivos foi aplicado um planejamento
fatorial completo 2* para cada microalga em duplicata'? (Tabela 1).
As varidveis estudadas foram a fonte de carbono (X,; diéxido de
carbono e fonte de carbono do meio de cultivo original de cada
microalga) e a fonte de nitrogénio (X,; 6xido de nitrogénio e fonte
de nitrogénio do meio de cultivo original de cada microalga) e as
respostas avaliadas foram as velocidades especificas mdximas de
crescimento (W, d"), concentragdo celular maxima X, .0 g L"),
produtividades maximas (P_ , g¢ L' d'), actimulo de carbono re-
movido (RAC, g), remogdo média de carbono (RC, g g™), acimulo
de nitrogénio removido (RAN, g) e remo¢do média de nitrogénio
(RN, g g").

Tabela 1. Niveis reais e codificados das varidveis estudadas no
planejamento fatorial completo 22 para Spirulina sp. e Scenedesmus
obliquus

Ensaio Fonte C Fonte N X, X,
Spirulina sp.
1 NaHCO, NaNO, -1 -1
2 6% CO, NaNO, +1 -1
3 NaHCO, NO -1 +1
4 6% CO, NO +1 +1
Scenedesmus obliquus
5 0,038% CO, KNO, -1 -1
6 6% CO, KNO, +1 -1
7 0,038% CO, NO -1 +1
8 6% CO, NO +1 +1

NaHCO,: 16,8 g L' original do meio de cultivo; NaNO,: 2,5 g L*
original do meio de cultivo; 0,038% de CO,: original do ar atmos-
férico; KNO,: 1,25 g L™ original do meio de cultivo; X : fonte de
carbono; X,: fonte de nitrogénio.

Respostas estudadas

Os valores da concentra¢do celular foram usados para calcular
as velocidades especificas maximas de crescimento (., d*), con-
centragdo celular mdxima (X, g L") e produtividades mdximas
(P .- g L d". A velocidade especifica maxima de crescimento
(M, d) foi calculada pela regressdo exponencial da fase
logaritmica da curva de crescimento celular. A concentragio celu-
lar médxima € o maximo valor de concentragio obtido. A produtivi-
dade (P, g L' d) foi obtida segundo a equagdo P = (X - X)).
(t- tu)'l ,onde X € a concentragdo celular (g L") no tempo t (d) e X,
(g L") a concentragdo celular no tempo t (d).” P_ & o mdximo
valor de produtividade encontrado ao longo do cultivo.™

Para os cdlculos de remogdo de carbono utilizaram-se os valo-
res de concentragdo de carbono na biomassa de cada microalga
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obtidos na andlise de CHNS. O actimulo de carbono removido (RAC,
g) foi determinado segundo a equagdo RAC = (X - X))
M Vige-(mym ), onde X (g L) € a concentragio celular no
tempo t (d), X_ (g L") a concentragio celular no tempo t, m_, (g
g!) é a fragdo mdssica de carbono determinada na biomassa
microalgal, V. (L) € o volume de meio no fotobiorreator, m . (g
mol™") € a massa molar da fonte de carbono utilizada e m_ (g mol")
¢ a massa molar do carbono.

A remog¢do média de carbono (RC, g g") foi determinada pela
equagdio RC = (RAC1 |, - RACI D-m_.(t+1)']", onde RACL,, ¢
o actimulo de carbono removido no tempo t+1 (d). RACI, € o
actimulo de carbono no tempo t = 1 d, m_, (g) € a massa de carbono
injetada diariamente no tempo t+1 (d).

Para os cdlculos de remocdo de nitrogénio utilizaram-se os
valores de concentracdo de nitrogénio na biomassa de cada
microalga, obtidos através de andlise de CHNS. O acimulo de ni-
trogénio removido (RAN, g) foi determinado segundo a equacio
RAN = (X — X ).m, .V .(m_ .m ™), onde X (g L") € a con-
centragdo celular no tempo t (d), X (g L") a concentragdo celular
no tempo t, m, (g g') € a fragdo mdssica de nitrogénio determi-
nada na biomassa microalgal, V_ . (L) € o volume de meio no
fotobiorreator, m,, (g mol™) € a massa molar da fonte de nitrogé-
nio utilizada e m (g mol”) € a massa molar do nitrogénio.

A remocdo média de nitrogénio (RN, g g') foi determinada
pela equacdo RN = (RANT - RANT ).[m  .(t+1)']", onde
RANI1 /€ o actimulo de nitrogénio removido no tempo t+1 (d).
RANT, € o actimulo de nitrogénio no tempo t = 1 d, m_, (g) € a
massa de nitrogénio injetada diariamente no tempo t+1 (d).

Determinacdes analiticas

A cada 24 h coletaram-se amostras assepticamente para acom-
panhamento da concentracdo celular, calculada através da medida
da densidade dtica a 670 nm'' em espectrofotdmetro (Femto 700
Plus, Brasil), que foi comparada com curva de calibracdo relacio-
nando densidade 6tica e peso seco de biomassa para cada microalga.'!

Determinagdes de carbono e nitrogénio foram realizadas em
analisador elementar CHNS (Perkin Elmer 2400) e os resultados
foram utilizados para os cdlculos de remocdo de carbono e nitrogé-
nio. A calibracdo do equipamento foi realizada utilizando o padrio
de cistina certificado (Perkin Elmer, USA).

Anailise estatistica

Os resultados obtidos a partir do planejamento experimental
fatorial completo 2% para cada microalga foram avaliados através
de Andlise de Varidncia (ANOVA) e Efeitos de Interagdo. Também
foi realizado teste de Tukey para comparagdo de médias dos
parametros cinéticos, remogdo de CO, e NO das duplicatas dos
ensaios com nivel de significincia de 90% (p < 0,10)."2

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 e Figuras 1, 2 e 3 apresentam as respostas cinéticas
e de remogdo de carbono e nitrogénio dos cultivos realizados.

As microalgas Spirulina sp. e S. obliquus ndo apresentaram
diferenca significativa quanto a velocidade especifica mdxima de
crescimento. Os valores superiores de velocidade especifica maxi-
ma de crescimento alcangado pelas microalgas Spirulina sp. e S.
obliquus foram 0,11 e 0,10 d”', respectivamente. Segundo Morais e
Costa,” a microalga Spirulina sp. cultivada com 6% de CO, em
fotobiorreator tubular vertical obteve velocidade especifica maxi-
ma de crescimento de 0,18 d'.



1040 de Morais e Costa

Quim. Nova

Tabela 2. Concentrago celular mdxima (X, g L"), produtividade méaxima (P, g L' d'), velocidade especifica maxima de crescimento
(M, d"), remogdo média de carbono (RC, %) e remogdo média de nitrogénio (RN, %) para Spirulina sp. e Scenedesmus obliquus

cultivadas durante 20 d segundo o planejamento fatorial completo 2?

Ensaio X e P [T RC RN
Spirulina sp.
1 1,00+0,14 0,05+0,05 0,08+0,01 9,54+1,53 14,00+2,19
2 1,11£0,14 0,06+0,01 0,11+0,02 2,67+0,51 23,40+3,76
3 0,96+0,13 0,05+0,00 0,08+0,01 10,55+1,76 15,93+4,21
4 1,02+0,17 0,05+0,01 0,09+0,03 2,10+0,99 17,55+0,82
Scenedesmus obliquus

5 0,86+0,06 0,06+0,05 0,09+0,00 22,97+9,59 46,12+2,07
6 0,86+0,05 0,06+0,00 0,10+0,01 3,85+0,01 45,48+3,42
7 0,70+0,03 0,03+0,00 0,08+0,01 18,42+4,39 13,88+1,14
8 0,98+0,10 0,05+0,00 0,10+0,03 3,33+0,21 27,13+1,72

Os valores apresentados representam a média + desvio padrao.

Com exceg¢do da concentragdo celular maxima dos ensaios de
Spirulina sp. cultivada com 6% CO, e NaNO, (1,11 g L") e S.
obliquus cultivada com 0,038% de CO, e NO (0,70 g L), os
parametros cinéticos analisados ndo apresentaram diferencas sig-
nificativas (p > 0,25), independente da fonte de carbono e nitrogé-
nio utilizadas, mostrando o potencial de remocdo de diéxido de
carbono e 6xido de nitrogénio, sem prejudicar o crescimento
microalgal.

Nos cultivos realizados com a microalga S. obliquus observou-
se efeito de interacdo significativo (p = 0,03) entre a fonte de car-
bono e nitrogénio, mostrando que a concentra¢do celular foi maxi-
ma (0,98 + 0,10 g L") quando foi utilizado NO e 6% CO, combina-
dos. A microalga Spirulina sp. cultivada com CO, e fonte de nitro-
génio original do meio de cultivo (NaNO,) foi a condigdo que apre-
sentou maxima produtividade (0,06 g L' d).

A microalga Spirulina sp. cultivada com CO, e NaNO, apre-
sentou crescimento superior aos demais ensaios (Figura 1), entre-
tanto as curvas de crescimento para as diferentes condi¢cdes foram
estatisticamente iguais (p > 0,10). A microalga S. obliquus ndo
apresentou diferenca significativa (p < 0,02) entre as curvas de cres-
cimento até o 5° dia de cultivo. No 10° dia a S. obliquus cultivada
com 0,038% de CO, e NO apresentou crescimento menor (p < 0,04)
que os ensaios com adi¢@o de 6% de CO, e KNO,, e com adigdo de
6% CO, e NO. No 15° dia de cultivo a S. obliquus apresentou dife-
renga significativa (p < 0,02) entre o ensaio utilizando fonte de
carbono e nitrogénio original do meio e o ensaio utilizando 6%
CO, e NO.

A microalga Spirulina sp. a partir do 2° dia de cultivo obteve
maior taxa de remog¢ao de carbono (p < 0,02) no cultivo realizado
com fontes de carbono e nitrogénio originais do meio, bem como
aquele usando fonte de carbono original e NO. A S. obliquus apre-
sentou 0 mesmo comportamento, entretanto a partir do 10° dia de
cultivo.

A remocdo de carbono foi 2,67 + 0,51 e 3,85 + 0,01%, respec-
tivamente, para as microalgas Spirulina sp. e S. obliquus nos en-
saios realizados com 6% CO, e fonte de nitrogénio original do
meio de cultivo (NaNO, e KNO,). Nos cultivos com CO, e NO a
microalga Spirulina sp. obteve 2,10 = 0,99% de remogao de carbo-
no e a S. obliquus alcancou 3,33 + 0,21. A S. obliquus alcangou
mdxima remocdo de carbono (22,97%) no ensaio contendo fonte
de carbono original do meio de cultivo (0,038% CO,) e fonte de
nitrogénio original do meio de cultivo (KNO,).

O bicarbonato de sddio € o nutriente adicionado em maior quan-
tidade no meio de cultivo original para Spirulina (16,80 g L),

correspondendo a 60% do custo total com nutrientes,” podendo a
capacidade das microalgas em fixar CO, ser usada para reduzir
custos com nutrientes e os diversos problemas ambientais causa-
dos por esse gés.

Durante os 4 primeiros dias de cultivo a Spirulina sp. apresen-
tou maior taxa de remoc¢ao de nitrogénio (p < 0,01) nos ensaios
com NaHCO, e NaNO,, e utilizando CO, e NaNO,. No 5° dia de
cultivo o ensaio com adi¢do de CO, e NO apresentou taxas de re-
mogdo de nitrogénio maior (p < 0,02) que o cultivo utilizando
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Figura 1. Concentracdo de biomassa em fungdo do tempo para Spirulina sp.
(a) e S. obliquus (b) cultivadas com adigdo de fonte de carbono e nitrogénio
original do meio de cultivo (), CO, como fonte de carbono e fonte de
nitrogénio original do meio de cultivo (B), fonte de carbono original do meio
de cultivo e NO como fonte de nitrogénio (+) e CO, como fonte de carbono e
NO como fonte de nitrogénio (A)
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Figura 2. Remog¢do média de carbono para Spirulina sp. (a) e S. obliquus (b)
cultivadas com adi¢do de fonte de carbono e nitrogénio original do meio de
cultivo (o), CO, como fonte de carbono e fonte de nitrogénio original do
meio de cultivo (R), fonte de carbono original do meio de cultivo e NO como
fonte de nitrogénio (+) e CO, como fonte de carbono e NO como fonte de
nitrogénio (A)

NaHCO, e NaNO,. A partir do 12° dia de cultivo os ensaios ndo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,63) quanto a taxa de
remoc¢do de nitrogé€nio para a microalga Spirulina sp.

A maxima taxa de remocdo de nitrogé€nio para a microalga
Spirulina sp. foi 23,40% no ensaio com CO, como fonte de carbo-
no e fonte de nitrogénio original do meio (NaNO,). A substitui¢ao
da fonte de carbono original do meio de cultivo da microalga
Spirulina sp. por 6% CO, proporcionou incremento de 6,40% na
remoc¢ao de nitrogénio. O efeito de interacdo significativo (p = 0,05)
entre a fonte de nitrogénio e carbono mostrou que, independente
da fonte de nitrogénio utilizada, os cultivos com a microalga
Spirulina sp. apresentaram maior remocio de nitrogénio quando
se utilizou CO, como fonte de carbono. O ensaio com CO, como
fonte de carbono e NO como fonte de nitrogénio manteve a remo-
¢30 média de nitrogénio estdvel no decorrer do ensaio, alcancando
maximo de 17,55% com 20 dias de cultivo.

A S. obliquus aumentou a taxa de remocdo de nitrogénio ao
longo do tempo nos ensaios com fonte de carbono (0,038% de CO,)
e nitrogénio (KNO,) originais do meio (46,12%) € nos cultivos
realizados com 6% CO, e fonte de nitrogénio (KNO,) original do
meio (45,48%). Até o 5° dia de cultivo a microalga S. obliquus
com adigdo de CO, e NO obteve maior taxa de remogdo de nitrogé-
nio (p < 0,02). A partir do 10° dia, o cultivo com adicéo de fonte de
carbono original do meio e NO apresentou a menor taxa de remo-
¢do de nitrogénio (p < 0,01). Durante os 20 dias de ensaio, os cul-
tivos com fontes de carbono e nitrogénio originais do meio e aque-
les com 6% CO, e fonte de nitrogénio original do meio ndo apre-
sentaram diferenga significativa quanto a taxa de remog¢ao de ni-
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Figura 3. Remog¢do média de nitrogénio para Spirulina sp. (a) e S. obliquus
(b) cultivadas com adigdo de fonte de carbono e nitrogénio original do meio
de cultivo (e), CO, como fonte de carbono e fonte de nitrogénio original do
meio de cultivo (B), fonte de carbono original do meio de cultivo e NO como
fonte de nitrogénio (+) e CO, como fonte de carbono e NO como fonte de
nitrogénio (A)

trogénio (p > 0,90).

Os ensaios com NO apresentaram remog¢do de nitrogénio de
27,13% utilizando CO, como fonte de carbono e 13,88% com a
fonte de carbono original do meio (0,038% de CO,). Segundo
Nagase et al.,'® 0o NO na fase gasosa € dissolvido no meio de culti-
vo e retirado pelas microalgas através de difusdo, e assim o NO
removido € preferencialmente utilizado como fonte de nitrogénio
para o crescimento celular.

Nos ensaios realizados verificou-se que além das microalgas
utilizarem NO, a adi¢do de 100 ppm deste gis ndo prejudicou seu
desenvolvimento. Yanagi et al.'” verificaram que a microalga
Chlorella sp. foi tolerante a 120 ppm de NO, e a adi¢do de 150
ppm deste gds ndo causou influéncia no crescimento celular de
Chlorella sp.,'s nem de Monoraphidium minutum."

CONCLUSOES

As maiores taxas de remogdo de CO, e NO foram obtidas com
a microalga S. obliquus. A méaxima remogdo de CO, foi 22,97%
quando cultivada com KNO, e CO, atmosférico e a mdxima remo-
¢do de NO foi 27,13%, quando cultivada com NO e 6% CO,.

A microalga Spirulina sp. quando cultivada com CO, e NaNO,
obteve os maximos valores para velocidade especifica (0,11 d') e
concentragdo celular (1,11 g L' d'). A S. obliquus alcangou maxi-
ma concentragdo celular (0,98 g L") quando cultivada com CO, e
NO. A médxima velocidade especifica alcangada pela microalga S.
obliquus foi 0,10 d', quando cultivada com CO,, independente da
fonte de nitrogénio utilizada. Aliar o cultivo de microalgas com a



1042

remogdo de CO, e NO pode reduzir os custos com nutrientes do
meio de cultivo e problemas gerados com a emissdo desses gases.
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