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USO DE MEIO A BASE DE ESTERCO SUINO NO CULTIVO DE Ankistrodesmus
gracilis (CHLOROPHYTA) EM LABORATORIO.

RESUMO - Um dos fatores importantes na criacdo de larvas de peixes é 0 uso
de alimento natural, tal como o fitoplancton, o qual pode ser cultivado em instalacdes
especiais, a baixo custo com alto valor nutricional e elevada taxa de crescimento.
Muitos fatores afetam o cultivo de algas como luz, nutrientes, temperatura e pH, sendo
esses fatores complexos e dificeis de serem analisados separadamente,
principalmente, as interagbes entre incidéncia de luz e limitagdo de nutrientes.
Entretanto, a restricdo a luz é mais impactante do que a limitacdo de nutrientes, desde
que a luz afeta diretamente a utilizacdo dos compostos disponiveis no meio de cultura.
Estudos tém sido enfatizados focalizando o cultivo de algas para a producido de
alimento, utilizando-se meios alternativos como forma de baratear o custo de producao.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar o efeito do esterco suino no
desenvolvimento de Ankistrodesmus gracilis, cultivada em laboratério em dois meios:
com esterco “in natura” e esterco biodigerido. O experimento foi realizado no periodo de
22 dias nos volumes, de 2L e 250L, analisando a biologia, valor nutricional e a
qualidade da agua do meio de cultura. Biovolume, teor de cinzas, comprimento total e
concentracdo de lipideos foram significativos (p<0,05) entre os volumes cultivados. O
teor de proteina nao foi significativo (p>0,05) somente no meio com esterco biodigerido.
As maiores densidades de A. gracilis foram observadas no volume de 2L, tendo a
amostra cultivada em meio com esterco biodigerido ao longo do experimento maior
densidade, com o pico ao redor do 5° dia, 6,2 x 10 células.ml”. Ortofosfato, pH,
alcalinidade, oxigénio dissolvido e temperatura da agua nao foram significativos
(p>0,05) entre volumes e o nitrito ndo foi detectado em volume de 2L. Diferengas
significativas (p<0,05) entre os meios foram observadas somente para DBOs. O
requerimento de luz também foi diferente entre os meios, com menor intensidade para
tratamento biodigerido (13,5 pE.cm®.s™), indicando menor custo beneficio. Os

resultados sugerem que o meio a base de esterco suino (“in natura” e biodigerido) é
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economicamente viavel como meio alternativo no cultivo de A. gracilis com adequado

valor nutricional.

Palavras-Chave: cultivo de alga, crescimento, composi¢cdo quimica, Ankistrodesmus

gracilis, esterco suino.
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Ankistrodesmus gracilis (CHLOROPHYTA) FERTILIZED IN SWINE MANURE IN
THE LABORATORY.

ABSTRACT - One of the most important factors in successfully fish rearing is
probably the use of natural feed, such as phytoplankton, which may be grown in
specially designed installations. So that high nutritional algae could be produced at low
cost it is important to reach light production of algae and high growing rate. Many factors
affect algae culture growth such as light, nutrients, temperature and pH since they
directly involve algae density interactions between light incidence and limitation of
nutrients are very complex and the effect of factor can not be analyzed separately.
However, light restriction caused more impact than limiting of nutrients, since energy
affected directly the utilization of the compounds available in the medium. Several
studies focus on the culture of algae for food production through alternative methods to
lower production costs. The effect of swine manure fertilization in the development of
Ankistrodesmus gracilis was mensured on two medium: “in natura” and biodigested,
during 22 days, in two volumes, 2L and 250L. The biology, nutritional value and water
quality of culture medium were analyzed. Biovolume, ash rate, total length and lipids
were higher (p<0.05) between treatments. Protein rate was different (p>0.05) only in the
biodigested treatment. Highest A. gracilis densities were reported in 2L throughout the
experiment the biodigested treatment had the highest density, 6.2 x 107 cells.ml”, on the
5th day. Orthophosphate, pH, alkalinity, dissolved oxygen and water temperature were
only different (p<0.05) between volumes. Nitrite, however, was not reported in the 2L
volume treatment. Significant differences (p<0.05) between media were only reported for
DBOs. Light demand was also different between media, with lesser intensity for
biodigested treatment (13.5 pE.cm?.s™). In fact, the biodigested treatment is cheaper in
terms of costs and benefits. The medium is economically possible, considering the low
cost of swine manure “in natura” and biodigested used in the algae culture and improve

the algae nutritional value.



Keywords: culture of algae, growth, biochemical composition, Ankistrodesmus

gracilis, swine manure.



1. INTRODUCAO

Os organismos planctdnicos constituem importante fonte de alimento para muitos
peixes, principalmente, em seus primeiros dias de vida onde a alimentacdo com
organismos vivos constitui o Unico procedimento adequado. Entretanto, poucos estudos
tém sido realizados focalizando o aspecto do cultivo de alga de agua doce e seu valor
nutricional com a finalidade de alimentar larvas e alevinos de peixes (SIPAUBA-
TAVARES et al., 1999).

As microalgas sao componentes essenciais na dieta de moluscos bivalves
marinhos, como ostras e mariscos, sendo mundialmente empregados na alimentacao
de muitas espécies de larvas de camardes e de peixes de agua doce como tilapia,
carpa prateada entre outros. Também podem ser empregadas de forma indireta pois
servem de alimento aos herbivoros como rotiferos, claddceros, copépodes e artemia,
comumente utilizados em larvicultura (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Com o aumento da producao e a alta demanda de larvas e alevinos de peixes 0
interesse do desenvolvimento de técnicas de cultivo de alimento em larga escala e com
alto valor nutricional, sdo de extrema importancia em trabalhos de aquicultura.

Produzir alimento natural requer técnicas e manejos a fim de desenvolver um
produto de facil digestao pelo peixe e de alto valor nutricional e preferencialmente a
baixo custo de produgéao.

Neste sentido este trabalho foi desenvolvido a fim de averiguar o uso de esterco
suino como fonte alternativa de meio de cultura para o crescimento da alga
Chlorophyceae, Ankistrodesmus gracilis em laboratério.

A espécie, Ankistrodesmus gracilis, geralmente € selecionada para o cultivo em
massa e utilizada na alimentagdo de organismos zooplancténicos, principalmente por
apresentar parede celular mais fina e, portanto, uma qualidade de carbono inorganico
total em relacdo ao peso seco mais elevado do que as diatomaceas e outras algas
marinhas (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Fertilizante organico a base de esterco suino foi utilizado de duas formas, “in

natura” e biodigerido em 30 dias para o crescimento e desenvolvimento da alga A.



gracilis, sendo analisados os aspectos hidrolégicos do meio de cultura, biolégico e valor
nutricional da alga.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da Alga na Alimentacao de Organismos Aquaticos

A aquiicultura destacou-se mundialmente como o setor que apresentou a maior
taxa de crescimento em relagdo aos outros setores produtores de alimentos de origem
animal, com taxa de crescimento de 9,2% desde 1970, frente ao setor de pesca
extrativista com 1,4% e de producéo de animais terrestres com 2,8% (FAO, 2003).

Na aquicultura, as microalgas sao utilizadas como alimento para moluscos,
peixes, crustaceos e organismos zooplancténicos, fornecidas em geral, na forma fresca
(alimento vivo), sendo essenciais em algum estagio de desenvolvimento ou ainda, em
todo ciclo de vida destes organismos (NUNES, 2005).

Nos primeiros dias de vida, um peixe é mantido pela reserva alimentar (saco
vitelinico). Entretanto, o peixe pode viver de seu vitelo somente por um curto espaco de
tempo, posteriormente passando ao consumo de alimento externo. A quantidade e
qualidade do alimento ingerido por um peixe determinam a sua taxa de crescimento, o
tempo de maturidade sexual e, conseqientemente, o tempo de vida (NIKOLSKY, 1969
citado por SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1994).

A alimentagdo de larvas é considerada uma das etapas mais dificeis da
aquicultura (NRC, 1993). Nesta etapa o0s organismos passam pela fase de
diferenciacao estrutural e funcional do sistema digestério. Sendo que na maioria das
espécies, o individuo passa da alimentacdo enddgena (vitelo) para a alimentacéo
exégena. Por isto, a primeira alimentacao apresenta dificuldades de adaptacao, sendo
recomendado o uso de alimento vivo, ao menos em parte da dieta. A transicdo do
alimento vivo para dieta artificial deve ser gradual, pois, nesta fase, as larvas
apresentam o trato digestdrio imaturo, e as dietas fornecidas podem apresentar-se de
dificil digestdo. Por outro lado, o alimento natural apresenta determinadas enzimas,
hormbénios e outros reguladores e fatores de crescimento nao encontrados nos
alimentos artificiais (PIEDRAS et al., 2004).



Um dos maiores problemas relacionados a baixa producdo do pescado € a
producdo de um alimento que seja de alto valor nutricional e que cause um baixo
impacto ambiental. Além disso, sabe-se que o tamanho reduzido da boca das larvas,
assim como a distribuicdo das mesmas na coluna d’agua também influenciam a captura
e 0 aproveitamento do alimento natural.

O fitoplancton € de fundamental importdncia na dindmica dos sistemas
aquaticos, constituindo o elo de ligacdo na transferéncia de energia solar e dos
nutrientes, possibilitando a passagem destes aos consumidores (zooplancton e peixes)
e, muitas vezes, determinando a produtividade de um ambiente. Algumas espécies
importantes na piscicultura, como a tilapia do nilo (Oreochromis niloticus), a carpa
prateada (Hypophthlmichthys molitrix) e formas jovens de muitas outras espécies tém
nas algas o principal item de sua dieta. O fitoplancton pode ainda auxiliar na
manutencdo da qualidade de agua em niveis adequados para a criagao dos organismos
aquaticos (FARIA et al., 2001).

A administracdo de uma alimentacdo adequada é fundamental para a
larvicultura, afetando diretamente a sobrevivéncia e o tempo de desenvolvimento larval.
E importante que mais de um alimento seja utilizado na dieta uma vez que os niveis de
aminoacidos, vitaminas e demais nutrientes estejam numa composi¢cdo adequada.
Portanto, uma dieta alimentar é considerada étima quando seus teores de proteinas, de
lipideos e de carboidratos estejam balanceados (THOMAZ et al., 2004).

A obtencdo diversificada de uma grande biomassa de microalga de alta
qualidade nutricional é primordial na aquicultura. Sua producao € um dos pontos criticos
em muitos laboratérios, representando, em alguns casos, mais da metade dos custos
totais na produgao dos animais cultivados (NUNES, 2005).

RADUNZ NETO (2003) salienta que o uso de alimento vivo pode apresentar
alguns inconvenientes, dentre o0s quais o custo de producdo em laboratorio,
variabilidade na producado em funcao das condi¢cdes climaticas, riscos de introducao de
predadores e patdogenos. Com relacdo ao alimento artificial, verifica-se que este
apresenta maior facilidade de aquisicado e de estocagem, além da uniformidade dos
ingredientes e agilidade no seu fornecimento.



A eficiéncia de utilizacdo do alimento disponivel € um requerimento vital para
todos os animais e o cultivo de organismos em laboratério para obtencao de uma dieta
definida é bastante adequado, pois as células em crescimento exponencial tém alta
capacidade fotossintética e o principal produto da fotossintese é a proteina (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001).

O crescimento da alga depende unicamente das propriedades intrinsecas das
células, desde que cultivadas de forma adequada. No laboratério sob condicdes
controladas as variagdes na atividade metabdlica e nos produtos do metabolismo sao
muito pequenas e com isto a adaptacao da alga a um novo meio aumenta de forma
satisfatéria, podendo, de acordo com técnicas e manejos corretos, produzir uma
biomassa algal de alto valor nutricional (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

No intuito de selecionar espécies de microalgas como fonte de alimento na
aquicultura, muitas espécies foram e continuam sendo estudadas. As preferidas séo
aquelas que reunem qualidades ideais de nutricdo, de digestibilidade e que apresentem
tamanhos celulares compativeis com a espécie criada nos seus diferentes estagios de
desenvolvimento e que suportem as condicdes de cultivo (SILVA et al., 2004).

A utilizagédo de plancton, visando a obtencao de larvas com tamanho adequado e
com altas taxas de sobrevivéncia, vem sendo indicada por diversos pesquisadores
(NETO et al., 1995; SOARES et al., 1997; SA-JUNIOR & SIPAUBA-TAVARES, 1997;
FURUYA et al.,, 1999 citados por FARIA et al., 2001). Experimentos que utilizaram
diferentes fontes de alimentos na larvicultura de peixes mostram que a utilizacdo de
organismos planctonicos de forma isolada ou associadas a racdo leva a um melhor
desenvolvimento dos peixes (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993; SIPAUBA-
TAVARES et al. 1999; FARIA et al. 2001).

Além de alimento direto para larvas de peixes as algas sao utilizadas na
alimentacdo de organismos zooplancténicos viabilizando o cultivo em massa desses
organismos e, consequentemente diminuindo a mortandade de larvas e alevinos de
peixes (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993).



No entanto, ha necessidade de estudos comparativos sobre a qualidade
nutricional do fitoplancton e a utilizacdo destes recursos por diferentes espécies
zooplancténicas (MACEDO & PINTO-COELHO, 2000).

De acordo com STERNER (1997) citado por MACEDO & PINTO-COELHO
(2000), as diferengas na qualidade do alimento sdo mais importantes quando a
quantidade € relativamente alta, mas ha um longo caminho a ser percorrido para
entender exatamente quando e onde a qualidade é vital para o zooplancton. Segundo
0S mesmos autores, a qualidade do alimento pode ser extremamente importante para o
estudo de muitos modelos na estrutura da comunidade zooplanctdnica.

A disponibilidade de alimento com palatabilidade, atractabilidade, qualidade e
quantidade adequada € de fundamental importancia na sobrevivéncia e crescimento
das larvas de peixes, conduzindo ao sucesso do forrageamento larval, o qual também
pode ser resultante, ndo somente da abundéancia do alimento, mas também da
distribuicdo e tamanho adequado disponivel (CAVICCHIOLI, 2000).

A maioria das larvas de peixes logo que nascem ndo aceitam dietas artificiais e
as que fazem nao apresentam indices de desenvolvimento satisfatorios. A maioria das
larvas depende da disponibilidade de organismos vivos para se desenvolverem
satisfatoriamente (HUNG, 1989). Isso se da pelo fato do alimento natural contribuir com
nutrientes essenciais para o crescimento e sobrevivéncia, uma vez que, segundo
DABROSKI (1991), as larvas da maioria das espécies de peixes ndo possuem sistemas
digestério e enzimatico completamente desenvolvidos. Dessa forma, a disponibilidade
de alimento com alto valor nutricional, caracteristico dos organismos plancténicos, é de
grande importancia para assegurar éxito durante a fase inicial de desenvolvimento
(FURUYA et al., 1999).

A natureza oferece uma grande diversidade de alimento aos peixes, incluindo
nutrientes em solucédo e uma quantidade de plantas e de animais diferentes, sendo que
a qualidade e a quantidade de alimentos ingeridos determinam a taxa de crescimento, o
tempo de maturidade sexual e conseqiientemente o tempo de vida (NIKOLSKY, 1969
citado por SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).



Organismos vivos, em ambientes naturais, sdo ricos em vitaminas e minerais,
podendo em ambientes artificiais, serem enriquecidos pela incorporagdo de vitaminas,
aminodcidos, acidos graxos essenciais e minerais; assim esses elementos poderdo ser
transferidos via cadeia alimentar para os consumidores finais (NAYAR et al., 1998).

A necessidade do alimento natural (fitoplancton e zooplancton) para os peixes no
inicio do desenvolvimento € crucial para o crescimento, contendo proteinas essenciais a
sobrevivéncia da larva de peixe. O alimento vivo pode ser introduzido em massa em
locais especificos para este proposito, num tempo mais curto em area relativamente
menor (SIPAUBA-TAVARES, 2005).

2.2. Uso de Meio Alternativo no Cultivo de Algas

A biotecnologia das algas é reconhecida mundialmente como fonte de diferentes
produtos de suma importancia, mas nesse contexto, particularmente as microalgas
constituem uma boa opcao para o aporte de proteinas, vitaminas e minerais. Contudo,
esta é uma tecnologia muito cara, investiga-se utilizar residuos como uma possivel
fonte de nutrientes para o cultivo de microalgas e obter um consenso nos custos de
producdo (CABRALES & GONZALEZ, 2004).

Sao varios os meios alternativos para o cultivo de alga, em laboratério e todos
foram desenvolvidos com a finalidade de diminuir os custos na producdo obtendo
organismos com alto valor nutricional em curto espaco de tempo.

Dentre alguns meios testados estdo: esgoto doméstico esterilizado para o cultivo
de Chlorella pyrenoidosa (PIPES & GOTAAS, 1960); extrato de lodo ativado e lodo
digerido acrescentando ou nao outros residuos, como folha de cha e soja para cultivo
de Chlorella pyrenoidosa (WONG & LAY, 1980); efluentes clarificados de biodigestores
alimentados com esterco de suino para cultivo de Chlorella pyrenoidosa (RODULFO et
al., 1980); despejos industriais purificados rico em nitrogénio para cultivo de Chlorella

vulgaris (JUSIAK et al., 1984); residuos liquidos de industria de suco de laranja



concentrado utilizado no cultivo de algas cloroficeas (Ankistrodesmus densus, Chlorella
vulgaris e Scenedesmus bijugatus) (BELTRAO, 1992); NPK (20:5:20) para cultivo de
Chlamydomonas sp., Scenedesmus bijugatus e Ankistrodesmus gracilis (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 1993); vinhaca de cana de acucar para o cultivo de Chlorella sp.
(OLIVEIRA, 1995); urina humana para cultivo de Scenedesmus acuminatus
(ADAMSSON, 2000); agua intersticial extraida dos sedimentos de tanques de criacdo
de camardo para o cultivo de Chaetoceros calcitrans, Nannochloropsis oculata e
Oscillatoria sp. (YUSOFF et al., 2001); efluente sintético de suino para o cultivo de
Spirulina platensis (BERTOLIN et al.,, 2005); meio enriquecido com substancias
inorganicas como nitrato, fosfato, tracos de minerais e vitaminas para o cultivo de
Dunaliella salina, Tretaselmis chuii e Isochrysis galbana (SEBASTIEN & KLEIN, 2006),
entre outros.

O meio NPK (20:5:20) tem mostrado resultados satisfatorios como meio
alternativo e menos dispendioso para a producao de Ankistrodesmus gracilis
alcancando altas densidades num curto espaco de tempo, quando comparado ao meio
tradicional CHU;2 (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993; SIPAUBA-TAVARES et al.,
1999; HARDY & CASTRO, 2000;).

Outro fator importante para o bom desempenho das algas é a adigcdo de
vitaminas do complexo B ao meio de cultura, proporcionando étimo crescimento e um
aumento significativo na produgdo (SIPAUBA-TAVARES et al, 2001; SIPAUBA-
TAVARES & BACHION, 2002).

2.3 Uso de Esterco Suino Como Forma de Minimizar o Impacto Gerado ao Meio
Ambiente

A suinocultura é uma atividade econémica importante no meio rural, tanto no
ponto de vista social, como econdmico, gerando multiplicacao de renda e emprego em
varios setores da economia. Na regidao Sul do pais, uma das maiores produtoras de



suinos, grande volume de dejetos sdo lancados na natureza sem tratamento adequado,
causando problemas de contaminacdao ambiental, eutrofizacdo de rios e lagos, aumento
das doencas de vinculacao hidrica e ao solo e proliferacdo de insetos (DETTMER,
2003).

Estima-se que cerca de 753.000 pessoas dependem diretamente da cadeia
produtiva de suinocultura e indiretamente cerca de 2,7 milhdes de brasileiros
(PORKWORLD, 2004).

Segundo PERDOMO (2004), a regidao Sul é do ponto de vista ambiental, por
possuir uma grande densidade de suinos, uma das areas que exige maior cuidado com
a questao da emissao e utilizacdo de dejetos suinos.

A problematica ambiental da suinocultura esta relacionada a producao por
regime de confinamento, o total de dejetos gerados, anteriormente distribuido na area
destinada a exploragdo extensiva, ficou restrito a pequenas areas. Além disso, houve
aumento crescente da demanda por produtos de origem animal e aumento do emprego
de tecnologia moderna (mecanizacdo de operacdes, melhor alimentacdo do rebanho,
controle mais eficiente de doencas, etc.), o que resultou em aumento efetivo do
rebanho, acompanhado por indices elevadissimos de produtividade (SILVA, 19783;
KONZEN, 1983; OLIVEIRA, 1993 citados por SOUZA et al., 2005).

Com esse aumento crescente da populacao de suinos no Brasil, que hoje chega
a contar com 36,5 milhdes de animais alojados, com a perspectiva de crescimento para
0s proximos anos e com a implantagdo de novos projetos no setor suinicola, torna-se
necessaria a adocao de métodos e técnicas para manejar, estocar, tratar, utilizar e
dispor dos residuos, dentro do sistema de produgédo, com o objetivo da manutencao da
qualidade ambiental, reutilizacdo dos residuos em outros sistemas agricolas e maior
rentabilidade na producdo. Segundo LUCAS-JUNIOR (1998), até a década de 1970, os
residuos da suinocultura ndo constituiam problema grave, pois o numero de animais era
bem menor e o destino dos dejetos era o solo, com a finalidade de adubacgao orgénica.
No entanto, o aumento da producdo € o manejo inadequado dos dejetos tornaram-se
problemas ambientais significativos.
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A suinocultura € uma das atividades da agropecuéria que vem preocupando 0s
ambientalistas nos ultimos anos, por constituir fracdo importante da producao animal no
pais, gerando quantidades significativas de residuos e de grande capacidade poluidora,
em comparacao, por exemplo, aos efluentes domésticos humanos (SOUZA, 2001).

Em uma granja de suinos, a quantidade diaria de efluentes produzida depende,
dentre outros fatores, do numero e da idade dos animais e, principalmente, da
quantidade de agua gasta na higienizacao das baias. A associacao desses fatores, por
sua vez, vai definir a concentragdao de sélidos na agua residuaria, os custos com
estruturas de tratamento ou de armazenamento e a necessidade de area para
recebimento dessas aguas, como forma de adubagdo orgéanica, caso seja esta a
maneira escolhida para disposi¢ao do residuo (MIRANDA, 2005).

Os dejetos de suinos apresentam concentracdoes elevadas de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBOs), sélidos em suspensdo e macronutrientes. A maioria
dos suinocultores utilizam sistemas de producdo que geram quantidades altas de
efluente, variando de 1,4 a 27 L/dia/animal (de 10 a 12 vezes o volume gerado pelo ser
humano e 4 vezes mais concentrado), dependendo da fase produtiva (DARTORA et al.,
1998).

O poder poluente dos dejetos suinos é muito superior ao de outras espécies,
pois enquanto a DBOs per capita de um suino com 85 Kg de peso vivo varia de 189 a
208 g/animal/dia, a doméstica de 45 a 75 g/habitante/dia. De forma geral, estima-se que
um suino vivo, na faixa de 16 a 100 Kg de peso vivo, produza diariamente de 4,9% a
8,5% de seu peso corporal em urina e fezes. Segundo OLIVEIRA (1997), a DBOs do
esgoto doméstico é cerca de 200 a 500 mg.I", enquanto a DBOs dos dejetos de suinos
varia de 30.000 a 52.000 mg.I"", ou seja, 260 vezes mais.

Nitrogénio e fésforo sdo considerados os principais poluentes dos recursos
hidricos, devido a suplementacao mineral oferecida aos animais, por meio de racoes
com doses elevadas desses macronutrientes. De acordo com LUDKE & LUDKE (2002),
cerca de 45 a 60% de nitrogénio; 50 a 80% de fésforo e calcio, aproximadamente 70 a
95% de cobre, zinco, potassio, sédio, magnésio, manganés e ferro, sdo excretados

pelos suinos. Assim, € necessario melhor adequacgéo nutricional da dieta, com correta
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formulacdo, de forma a reduzir a quantidade desses nutrientes na alimentagao,
consequentemente, reduzindo suas propor¢cdes nos dejetos e ao mesmo tempo
aumentando a eficiéncia de utilizagao.

O lancamento direto em cursos d’agua, feito sem controle por longos anos,
passou a ser considerado ameaca ao meio ambiente como um todo e, para a qualidade
de vida da humanidade, tendo como principais consequéncias a mortalidade acentuada
dos peixes e a eutrofizagdo. Do ponto de vista ecoldgico, o termo “eutrofizacdo” refere-
se ao processo de degradacdo que sofrem os lagos e outros corpos d’agua quando
excessivamente enriquecidos de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, que
limitam a atividade biol6gica (BRANCO, 1971).

As principais contribuicbes com o enriqguecimento dos corpos d’agua sao as
fontes de efluentes domésticos e industriais € a drenagem pluvial. Segundo SPERLING
(1996), a construcdo de canais de desvio da drenagem pluvial para estacées de
tratamento melhoraria as condigdes do corpo receptor.

De acordo com a legislacdo vigente, o lancamento dos residuos em cursos
d’agua somente pode ser feito apds o tratamento dos mesmos, o0 que consiste na
compatibilizacdo da composicao final ou remocado dos poluentes, de forma que tal
procedimento nao resulte em problemas ambientais tdo acentuados (ITABORAHY,
1999).

Sabe-se que dejetos animais possuem altos teores de coliformes fecais e a
possibilidade da presenca de patégenos. Assim, a utilizacdo da digestdo anaerdbia
possibilita o tratamento bioldégico dos dejetos proporcionando um aproveitamento dos
mesmos em funcao da producao de biogas (MIRANDA, 2005).

Os mananciais e fontes d’aguas podem ser contaminadas por dejetos de suinos.
O acumulo e o extravasamento de dejetos ou o despejo ilegal desses residuos em rios
e a construcdo de esterqueiras proximas a essas fontes tem contaminado a agua e
interferido no desenvolvimento da vida em rios e lagoas. Ha um aumento significativo
na quantidade de bactérias, principalmente coliformes fecais representados
principalmente pela Escherichia coli). A Escherichia coli pode ainda ser considerada

patogénica para seres humanos e animais. Ela é responsavel por severas enterites em
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humanos e pode também estar presente em alimentos de origem animal. Entre outros
problemas microbiol6gicos oriundos dos dejetos suinos destaca-se a contaminacao por
Salmonella, sendo a salmonelose uma zoonose de importancia mundial (WEISS et al.,
2002 citado por RAMIREZ et al., 2003).

No entanto, os dejetos de animais podem, quando bem manejados, constituir-se
em alternativa econ6mica para a propriedade rural, sem comprometimento com a
qualidade ambiental. Atualmente, tem-se buscado alternativas para o aproveitamento
de dejeto suino na forma de adubo organico e de vermicomposto ou, simplesmente,
aplicando-o em solos improdutivos.

Segundo PERDOMO (2004), o manejo de dejetos da suinocultura no Brasil da-se
sob a otica da “armazenagem e distribuicao no solo”, estratégia de controle da poluicao
que nao tem sido totalmente correta.

SEGANFREDO (1999), mostrou que entre as alternativas para a destinacdo de
grandes quantidades de dejetos originados pelos sistemas intensivos da criacao de
suinos esta a utilizacdo como fertilizante, com a mesma receptividade dos agricultores
devido a facil operacionalizacdo na propriedade. A aplicacdo freqlente de grandes
quantidades de dejetos no solo, considerada uma maneira “pratica e econémica” para a
retirada dos mesmos das instalagées pode provocar um acumulo de nutrientes no solo.
Este comportamento resulta em prejuizos econdmicos diretos aos agricultores sendo
esta a pior opcao para a diversificacdo das atividades agropecuarias, pela reducado do
namero de espécies possiveis de serem cultivadas, em virtude da diferente
suscetibilidade de cada espécie aos desequilibrios quimicos provocados no solo; a
intoxicagdo de animais, ocasionada pelo acumulo excessivo de determinados nutrientes
na forragem, como por exemplo, o cobre, prejudicial a ovelhas.

Considerando-se a disposicdo desse material em solo, SILVA (1983) afirmou
qgue o esterco de suino funciona apenas como condicionador do solo, pois, na verdade,
tem baixas concentracdes de N, P e K, comparadas as dos adubos quimicos. LOURES
(1995) comentou sobre a possivel salinizacdo do solo, bem como, a contaminagao por
metais pesados em virtude dos componentes excedentes na dieta, dentre os quais
ressaltou a presenca de Cu e Zn, que sao eliminados por meio das fezes dos suinos.
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Varias tém sido as alternativas utilizadas no tratamento de efluentes da
suinocultura, entretanto todas elas geram um custo adicional para o produtor que, na
maioria das vezes, esta impossibilitado de arcar com este 6nus, pois sédo, geralmente,
pequenos produtores rurais que ja trabalham com pequena margem de lucro
(RODRIGUES & BELLI FILHO, 2004).

Um dos grandes desafios da atualidade é proteger o meio ambiente manejando e
dispondo os residuos ou aguas residuarias provenientes da agropecuaria de forma
correta, a fim de ndo comprometer a eficiéncia da producdo de alimentos. Dentre as
alternativas encontradas para solucionar ou minimizar os problemas ambientais
causados pela grande quantidade de residuos produzidos na agropecuaria, destaca-se
a biodigestao anaerodbia, a qual pode ser usada na reciclagem de residuos sélidos e
liquidos, para reducdo do poder poluente e riscos sanitarios dos dejetos ao minimo
(MIRANDA, 2005).

Uma alternativa para o tratamento de residuos da suinocultura seria 0 uso de
biodigestores. No interior destes, a degradacao da matéria organica, com atuacao de
grupos distintos de microrganismos, na auséncia de oxigénio, e consequiente geracao
do biogéas, corresponde ao processo chamado de biodigestdo anaerdbia (SOUZA,
2001).

A digestao anaerdbia € um procedimento microbioldégico que ocorre naturalmente
quando o ambiente apresenta condi¢cdes favoraveis de umidade, temperatura,
disponibilidade de nutrientes, para determinadas espécies de microrganismos, podendo
ocorrer em varios ecossistemas. Sua aplicagcdo consiste no tratamento dos residuos
sélidos, semi-sélidos ou liquidos de producdo animal e/ou vegetal, gerando um
subproduto efluente que pode ser utilizado como adubo ou alimento animal em outros
sistemas produtivos, desde que isentos de substancias téxicas (RUIZ, 1992).

O uso de biodigestores além de tratar os residuos da suinocultura fornece, ao
final do tempo de degradacao, um material que pode ser utilizado como fertilizante no
cultivo de plantas e ou aumentando a produtividade primaria em tanques de

piscicultura.
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A biodigestao anaerdbia representa importante papel, pois além de permitir a
reducao significativa do potencial poluidor, trata-se de um processo no qual ndo ha
geracao de calor e a volatilizacdo dos gases, considerando-se pH proximo da
neutralidade, € minima, além de se considerar a recuperacido da energia na forma de
biogéas e a reciclagem do efluente (FISHER et al., 1979; LUCAS-JUNIOR, 1998).

A biodigestdo anaerébia € uma tecnologia bem estabelecida para o tratamento
de ampla variedade de residuos gerados pelas atividades humanas. O tratamento
anaerébio de residuos pode ser considerado como um dos principais métodos de
protecdo ambiental e preservacdo de recursos, podendo os residuos tornarem-se
importante fonte de nutrientes (LETTINGA et al.,, 1997; CALLAGHAN et al.,, 1999;
LETTINGA & VAN LIER, 1999 citados por STEIL et al., 2002).

Ainda ha muito o que ser feito, mas o desenvolvimento do conhecimento sobre a
digestdo anaerdbia € um dos mais promissores no campo da biotecnologia, uma vez
que é fundamental para promover, com grande eficiéncia, a degradacédo dos residuos
organicos que sao gerados em grandes quantidades nas modernas atividades rurais e
industriais. A medida que os sistemas de producdo animal se intensificam e se
modernizam, também se intensificam as necessidades energéticas e de tratamento dos
residuos (LUCAS-JUNIOR, 1987).

Dentre as diferentes atividades antrdpicas, o0 complexo agropecuario, incluindo a
suinocultura é responsavel por grande parte da emissao dos gases de efeito estufa no
Brasil e no mundo (OLIVEIRA et al., 2005).

MERKEL (1981) e VOERMANS et al. (1994) ainda fizeram referéncia a questao
dos odores indesejaveis provenientes das instalacées de criagdo de suinos, devido a
grande quantidade de dejetos acumulados. A emissdao de amolnia é a principal
responsavel, além do que, a mesma contribui para a acidificagado do solo, sendo téxica
para os organismos clorofilados.

Segundo VENKATARAMAN et al., (1982) citado por RODRIGUES & BELLI
FILHO, 2004, os efluentes da atividade agropecuaria podem ser eficientemente
reciclados por algas, sem uso de nutrientes adicionais para o seu crescimento. Além
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disso, as algas produzidas neste processo apresentam possibilidades promissoras para
racao de peixes, suinos e aves.

Um problema bastante grave é a grande turbidez dos dejetos que inibe
consideravelmente a penetracao de luz, limitando assim o crescimento das algas. Além
disso, a disponibilidade de nutrientes e CO,, fruto da decomposicao da matéria organica
produzida pela comunidade bacteriana, sdo fatores que vao contribuir para definir a
concentracdo adequada de dejetos, para otimizacdo da producdo de algas.
(RODRIGUES, 2000).

O tratamento de residuos produzidos pelas diferentes atividades agropecuarias é
de vital importancia para a saude publica e para o combate a poluicao das aguas tendo
levado a necessidade de desenvolver sistemas que combinem alta eficiéncia e custos
baixos de construcdo e operacao (STEIL et al., 2002).

Considerando-se a escassez de informagdes técnicas especificas relativas ao
tratamento e aproveitamento agricola de aguas residuérias provenientes de atividades
suinicolas, cabe a pesquisa o papel de geradora de conhecimentos que possam
contribuir na solucao de problemas ambientais, propondo alternativas que sejam técnica
e economicamente viaveis para a propriedade rural e ambientalmente aceitas pela
sociedade.

O meio de cultura a base de esterco suino foi escolhido, pois possui grande
concentracdo de nitrogénio, fosforo e potassio, essenciais ao desenvolvimento e
crescimento das algas além de se tornar uma forma alternativa do uso de dejetos
suinos, considerados fontes de degradacdo ambiental (LUCAS-JUNIOR, 1994).
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2.4. Descricao da Espécie Ankistrodesmus gracilis

Identificacao (PARRA & BICUDO, 1995 e BICUDO & MENEZES, 2006)
Divisdo: Chlorophyta

Classe: Chlorophyceae

Ordem: Chloroccocales

Familia: Oocystaceae

Género: Ankistrodesmus sp

Espécie: Ankistrodesmus gracilis

A alga Ankistrodesmus gracilis, pertence a classe Chlorophyceae, pode-se dizer
que € a maior classe de algas e detem maior diversidade de organismos, cerca de
17.000 espécies, tanto na estrutura, ciclo de vida e habitats. As principais
caracteristicas desta classe sao algas unicelulares flageladas e nao-flageladas, formam
colénias méveis e nao-moveis, filamentosas e ou formando laminas celulares. Os
membros desta classe vivem principalmente em agua doce, embora poucas espécies
planctbnicas unicelulares ocorram em aguas marinhas costeiras. Algumas
Clorophyceae sao essencialmente terrestres, ocorrendo em habitats tais como neve,
solo ou madeira (RAVEN et al., 2001).

A alga A. gracilis, quando isolada, caracteriza-se por ser unicelular imével e ndo
produz zodsporos. Esta espécie apresenta célula alongada e pontiaguda em ambos os
pbélos (Figura 1). Sdo comuns em agua e solo, multiplicando-se abundantemente,
podendo originar florescimentos, as vezes agregando-se em pequenos grupos (BOLD &
WYNNE, 1985).

Dentre as algas cultivadas, as cloroficeas unicelulares tém sido amplamente
utilizadas na alimentagdo de organismos planctbnicos e particularmente,
Ankistrodesmus gracilis, tem demonstrado um valor nutricional adequado e grande
aceitacao pelas larvas de peixes, sendo estudada alguns anos no Laboratério de
Limnologia e Producéo de Plancton (SIPAUBA-TAVARES & BRAGA, 1999).
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As cloroficeas, também denominadas de algas verdes, possuem cor verde
intensa devido as clorofilas a e b que mascaram os carotenos e xantofilas. Nos
pirendides situados nos cloroplastos o amido é armazenado como substancia de
reserva. Algumas cloroficeas sao desnudas, mas a maioria possui uma parede celular
formada por duas ou mais capas, a interna é celulésica e a externa é pectinica.

Para poder ser consumida por filtradores, a alga deve ser de tamanho e forma tal
que permitam a sua captura, manejo e ingestdo. Uma vez ingerida, outras propriedades
da alga, como a natureza e a espessura da parede celular, determinam sua
digestibilidade e, portanto, seu valor nutritivo. O intervalo de tamanho, dentro do qual,
as particulas algais séo ingeridas pelos animais varia nos diferentes grupos de acordo
com a espécie, a fase de desenvolvimento e época do ano (SIPAUBA-TAVARES,
1988).

MACEDO & PINTO-COELHO (2000) testaram a influéncia de duas dietas algais,
Ankistrodesmus gracilis e Scenedesmus quadricauda, no crescimento populacional de
duas espécies de cladéceros plancténicos, Daphnia laevis e Moina micrura, e
observaram que ambos os claddceros alimentados com A. gracilis, tiveram uma
producédo de ovos maior e um maior indice lipidico.

SIPAUBA-TAVARES & BACHION (2002) verificaram uma boa aceitacdo dessa
alga por Diaphanosoma birgei e Moina micrura.

O estudo do crescimento das microalgas é um aspecto importante para
incrementar o conhecimento da biologia da espécie, favorecendo sua posterior
producdo em ambientes controlados.



Figura 1 - Ankistrodesmus gracilis

ANKISTRODESMUS
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3. OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar a qualidade do meio de cultivo alternativo;

- Analisar o valor bioquimico de A. gracilis;

- Verificar o potencial do esterco suino “in natura” e biodigerido como meios
alternativos para crescimento de A. gracilis;

- Observar algumas variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas das algas ao longo

do desenvolvimento em fungédo do meio utilizado;
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USO DE MEIO A BASE DE ESTERCO SUINO NO CULTIVO DE Ankistrodesmus
gracilis (CHLOROPHYTA) EM LABORATORIO.

RESUMO

Estudos tém sido realizados focalizando o cultivo de algas para a producéao de
alimento, utilizando-se meios alternativos como forma de baratear o custo de producéo.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar o efeito do esterco suino no
desenvolvimento de Ankistrodesmus gracilis, cultivada em laboratério em dois
tratamentos: “in natura” e biodigerido. O experimento foi realizado no periodo de 22 dias
nos volumes, de 2L e 250L, analisando a biologia e o valor nutricional da alga e a
qualidade da agua do meio de cultura. Biovolume, teor de cinzas, comprimento total e
concentracdo de lipideos na alga foram significativos (p<0,05) entre os volumes
cultivados. O teor de proteina ndo foi significativo (p>0,05) somente no meio a base de
esterco biodigerido. As maiores densidades de A. gracilis foram observadas no volume
de 2L, tendo o cultivo com esterco biodigerido ao longo do experimento maior
densidade de algas, com o pico ao redor do 5° dia, 6,2 x 10 células.ml”. Ortofosfato,
pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido e temperatura da agua nao foram significativos
(p>0,05) entre os volumes de cultivo e o nitrito ndo foi detectado em volume de 2L.
Diferencas significativas (p<0,05) entre os meios foram observadas somente para
DBOs. O requerimento de luz também foi diferente entre os meios, com menor
intensidade para tratamento com esterco biodigerido (13,5 pE.cm®.s™), indicando
menor custo beneficio. Os resultados sugerem que o0 meio a base de esterco suino (“in
natura’ e biodigerido) € economicamente viavel como meio alternativo no cultivo de A.

gracilis com adequado valor nutricional.

Palavras-chaves - Ankistrodesmus gracilis, cultivo de alga, crescimento, composi¢ao

bioquimica, esterco suino.
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Ankistrodesmus gracilis (CHLOROPHYTA) FERTILIZED IN SWINE MANURE IN
THE LABORATORY

ABSTRACT

Several studies focus on the culture of algae for food production through
alternative methods to lower production costs. The effect of swine manure fertilization in
the development of Ankistrodesmus gracilis was mensured on two treatments: “in
natura” and biodigested, during 22 days, in two volumes, 2L and 250L. The biology,
nutritional value and water quality of culture medium were analyzed. Biovolume, ash
rate, total length and lipids were higher (p<0.05) between treatments. Protein rate was
different (p>0.05) only in the biodigested treatment. Highest A. gracilis densities were
reported in 2L throughout the experiment the biodigested treatment had the highest
density, 6.2 x 10" cells.ml”, on the 5th day. Orthophosphate, pH, alkalinity, dissolved
oxygen and water temperature were only different (p<0.05) between volumes. Nitrite,
however, was not reported in the 2L volume treatment. Significant differences (p<0.05)
between media were only reported for DBOs. Light demand was also different between
media, with lesser intensity for biodigested treatment (13.5 pE.cm®?.s™). In fact, the
biodigested treatment is cheaper in terms of costs and benefits. The medium is
economically possible, considering the low cost of swine manure “in natura’ and

biodigested used in the algae culture and improve the algae nutritional value.

Key words: Ankistrodesmus gracilis, biochemical composition, culture of algae, growth,

swine manure.
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INTRODUCAO

Em cultivos controlados, os meios de cultura oferecem os nutrientes necessarios
para o crescimento 6timo de cada espécie. As algas variam nos seus requerimentos,
exigéncias de diferentes meios e diferentes técnicas de cultivos, sendo o meio de
cultura a base para o estabelecimento da qualidade nutricional da alga.

O estudo do crescimento das microalgas € um aspecto importante para
incrementar o conhecimento da biologia das diferentes espécies, favorecendo a
producdo em ambientes controlados. Atualmente, diferentes espécies de microalgas
sdo produzidas em escala comercial resultando numa atividade de grande interesse
pelo aporte do desenvolvimento de diferentes campos como a Aquicultura, sendo
utilizada como fonte de alimento para larvas de peixes, camardes e ras (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 1993).

A partir da década de 50, inumeros trabalhos foram realizados, principalmente no
sentido de obtencdo de biomassa rica em proteinas para fins alimentares e, esta
possibilidade tornou-se ainda mais atraente com a perspectiva de utilizacao de residuos
liquidos, urbanos e agroindustriais, como fonte de nutrientes, com custos sensivelmente
menores que os requeridos para a producao de algas em meios quimicamente definidos
(SOEDER, 1980).

O tratamento dos residuos organicos através da fermentagdo anaerdbia em
biodigestores, é interessante, pois além de reduzir a carga organica produzindo um
fertilizante para plantas e algas, gerar a producdo de biogas e produto energético
contribui para a higiene sanitaria do meio rural, uma vez que pode eliminar patégenos
presente no residuo.

O uso de esterco suino como fonte alternativa para cultivo de algas em
laboratério possui dois aspectos positivos, o primeiro é a grande disponibilidade do
produto em virtude do crescimento da suinocultura no Brasil, ressalta-se, que os dejetos
produzidos neste seguimento contaminam mananciais. Além disso, o produto gerado é
de baixa reciclagem e o segundo aspecto, é a possibilidade da utilizagcdo de um produto
de baixo custo, que propicie rapido crescimento algal e alto valor nutricional da alga
cultivada.
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A suinocultura, além de causar um grande impacto negativo nos mananciais, é
também fonte de metano um dos gases responsaveis pelo efeito estufa. Sabe-se que a
producdo deste gas esta associada ao metabolismo de decomposicao anaerdbica de
residuos animais, fermentacao entérica em ruminantes e lavouras de arroz inundada.
Os biodigestores trataram os residuos animais, controlando a emissdo de metano e
outros gases, pois 0 processo se desenvolve em um meio fechado com recuperacao
dos gases, conhecido como biogas (LIMA, 2002).

Um dos principais problemas no cultivo em massa de algas, utilizadas na
alimentacao direta ou indireta das larvas ou alevinos de peixes, refere-se ao custo das
substancias quimicas necessarias para a preparacao dos meios de cultura. A reducao
do custo de producédo é necessaria e algumas pesquisas tém sido direcionadas neste
sentido (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993; HARDY & CASTRO, 2000;
ADAMSSON, 2000; SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Dentre as algas cultivadas, as cloroficeas tém sido amplamente utilizadas na
alimentacdo de organismos aquaticos de agua doce, particularmente Ankistrodesmus
gracilis, mostrando-se bastante promissora como incremento da atividade aquicola
(SIPAUBA-TAVARES et al., 1999).

Sendo assim, este estudo objetivou obter informacdes sobre a biologia e valor
nutricional de Ankistrodesmus gracilis, avaliando-se a qualidade do meio de cultura a

base de esterco suino.
MATERIAIS E METODOS

Local e Selecao da Alga Ankistrodesmus gracilis

A alga Ankistrodesmus gracilis foi proveniente da Universidade Federal de Sao
Carlos, linhagem n® 005CH, isolada da Represa do Broa (SP, Brasil). Posteriormente,
cultivada no Laboratério de Limnologia e Producao de Plancton (Universidade Estadual
Paulista-UNESP, Centro de Aquicultura) em sistema de cultivo estatico ndo axénico,
com aeragao constante, temperatura de 24,0 £ 2,0°C sob iluminagdo de lampadas

fluorescentes, com intensidade de 13,5 a 20,7 pE.cm®s' no topo da cultura.
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Inicialmente, foi mantida em meio de cultura CHUi, e NPK (20:5:20) até sua
aclimatacdo (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado teve como composicao principal os dejetos de suino,
produto cedido no Sistema de Producdo de Suinos do Departamento de Zootecnia da
UNESP (Jaboticabal) em instalagdes de crescimento e terminagao, compostas de baias
de alvenaria com piso de concreto.

O meio de cultura biodigerido foi obtido por meio do armazenamento de esterco
suino em biodigestores do tipo batelada constituindo-se de dois cilindros retos, um dos
quais, encontra-se inserido no interior do outro, de tal forma que o espago existente
entre a parede externa do cilindro interior e a parede interna do cilindro exterior
comporte um volume de agua que se convencionou denominar “selo de agua”, esta
propicia as condicdes anaerdbias sob as quais se desenvolve o processo de
fermentacao (ORTOLANI et al., 1991). O esterco permaneceu armazenado por um
periodo de 30 dias.

Foram utilizados 23,129 do esterco suino “in natura” (IN) e 80,89 do meio
biodigerido em 30 dias (B30), ambos diluidos em 2000 ml de &gua destilada e
posteriormente, autoclavados. Apos o resfriamento, foi retirada uma subamostra de 100
ml, e completada para 1300 ml de agua destilada e, mais 100 ml de in6culo de A.
gracilis com densidade ao redor de 3 x10° células.ml”. Para o cultivo em pequena
escala (2L) (Figura 1). Quando o crescimento de A. gracilis atingiu a fase exponencial,
foi transferido para volume maior (13L) totalizando 26L de inéculo para cada tanque de
250L, na densidade de 10 x 10° células.ml” para o meio IN e de 7,2 x 10° células.ml’
para B30. No meio B30, foi adicionado 0,01 g.I" de vitaminas do complexo B
(SIPAUBA-TAVARES & BACHION, 2002), com o objetivo de incrementar o crescimento
da alga, cujos resultados ndo estavam sendo satisfatérios na auséncia da vitamina. O

experimento foi desenvolvido em triplicata com duracdo de 22 dias.
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Figura 1. Esquema do cultivo da alga Ankistrodesmus gracilis em laborat6rio nos volumes de 2L e 250 L.
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Crescimento

Para o experimento com meio a base de esterco suino, a alga foi mantida em
intensidade de luz no topo da cultura de 20,7 + 0,2 pE.cm®.s” para o meio IN e 13,5 +
1,2 pE.cm®.s™ para o B30, em ciclo de 24 horas. Para o crescimento de A. gracilis,
aliquotas de 1 ml foram removidas diariamente, ao longo de 22 dias de cultivo e 2 x 1 pl

de sub-amostras foram contados em hemocitbmetro de Neubauer.

Composicdo Quimica

Ao final do experimento, ambos os cultivos (2L e 250L) de A. gracilis foram
concentrados em desnatadeira, liofilizado para andlises de lipideo, fibra e proteina

seguindo a metodologia proposta por A.O.A.C. (1990).

Dados Biolégicos

O peso seco foi determinado obtendo-se 10 ml de cada réplica, sendo colhidas
duas vezes por semana, com densidade média de 2,14 e 1,99 x 10 células.ml” para IN
e B30 em 2L e 6,6 e 6,1 x 10° células.ml’ para IN e B30 em 250L. As amostras foram
filtradas em filtro de fibra de vidro (GFC 0,7 um de diametro de poro), previamente
lavado em agua destilada. Posteriormente, o filtro foi seco a 60°C e submetidos a
pesagem, até peso constante.

Para a determinacao do conteudo de cinzas da alga o material foi incinerado, em
mufla a 500°C, por 4 horas.

O comprimento total (um) de 50 individuos de cada tratamento foi determinado
em microscépio Olympus BX 50, com uso de sistema de analise de imagens Pro-Plus
versao 4.1, Media Cybernetics, U.S.A. com ocular micrométrica em um aumento de
400x. O calculo do biovolume foi realizado a partir das dimensdes médias das células
usando a forma geométrica mais apropriada que corresponde a férmula de dois cones
acoplados (VOLLENWEIDER, 1974, BOTTREL et al., 1976).
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Andlise de Bacterioldgica

No volume de 2L, foram colhidas amostras da agua de cultivo duas vezes por
semana, totalizando 7 amostragens, para cada meio de cultivo. Foi utilizada a técnica
de tubos multiplos para deteccdo de coliformes totais e coliformes fecais, sendo
expressos em nimero mais provavel (NMP.ml™") e a técnica de plagueamento em
profundidade (pour plate) para microrganismos mesofilos expressos em unidade
formadora de colonia (UFC.mlI™") (APHA, 1998).

Caracteristicas Hidrolégicas

Para acompanhamento da qualidade do meio de cultivo, amostras da solugéo de
agua foram colhidas e analisadas trés vezes por semana. As caracteristicas
hidrolégicas como condutividade elétrica, pH e temperatura da agua do meio foram
medidas utilizando aparelho digital Corning PS17, PS15 e PS16, respectivamente. O
oxigénio dissolvido, carbono inorganico e alcalinidade foram determinados segundo
GOLTERMAN et al.,, (1978) e MACKERETH et al., (1978). Amdnia, nitrito, nitrato,
fésforo total e ortofosfato foram determinados de acordo com KOROLEFF (1976) e
GOLTERMAN et al., (1978). A clorofila-a foi avaliada segundo NUSH (1980) e a
demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), segundo metodologia descrita em APHA
(1998).

Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi estabelecida a forma de um delineamento
inteiramente casualizado, constituido por quatro tratamentos, com 3 repeticdes para
cada um. Os dados foram comparados aplicando-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia utilizando-se para isto o Sistema para Anadlises Estatisticas (V.2,0) -
ESTAT.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dejetos de suinos apresentam uma consideravel variacdo na sua
composicdo, devido ao manejo nutricional adotado para os animais, porcentagem de
diluicdo do dejeto, fase de vida que o animal se encontra e ainda o tipo de tratamento
sofrido (PERDOMO et al., 2001).

A composi¢ao quimica do meio de cultura a base de esterco suino é mostrada na
Tabela 1. O meio ‘in natura” (IN) apresentou maiores concentracbes de nutrientes
quando comparado ao meio biodigerido (B30), principalmente, em relacdo ao
nitrogénio, calcio e ferro, o inverso foi observado para o magnésio. Em geral, as
menores concentracdes dos nutrientes no B30, podem estar associadas ao fato de
sofrer biodigestdo anaerdbia, ou seja, primeiramente, os compostos organicos
complexos sao hidrolisados a compostos organicos simples (hidrélise) formando acidos
graxos de cadeia longa (acidogénese) e, acetato (acetogénese) finalmente, ocorre a
producdo de metano (metanogénese) originando moléculas mais simples (CARVALHO,
1998).

Tabela 1. Teor de nutrientes contidos no meio de esterco suino para os meios “in
natura” (IN) e biodigerido em 30 dias (B30).

Composicao Meios
Quimica IN (mg.I") B30 (mg.I™)
Nitrogénio 10990 9380
Fosforo 6,89 4,18
Potassio 0,425 0,375
Enxofre 1,19 0,73
Magnésio 0,25 0,50
Calcio 1100 500
Manganés 0,275 0,150
Ferro 1,575 0,600
Zinco 0,700 0,225

Cobre 0,900 0,275
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A luz é o fator essencial ao crescimento das algas, sem a qual ndo pode
processar suas atividades metabdlicas. O uso do esterco suino para o cultivo de
Ankistrodesmus gracilis, promoveu alta concentracdo de alga na cultura e baixo
requerimento de luz. Segundo BROWN et al.,, (1997) um dos maiores gastos na
producdo de algas em laboratério esta relacionado a luz, cujas melhores condi¢des
estdo entre 50 e 100 pE.cm™?s™, alternando de 12 em 12 horas. Neste estudo, a
intensidade de luz foi em média de 13,0 a 20,7 pE.cm™s™” no periodo de 24 horas,
revelando resultado satisfatério na reducéao do custo de producao e rapido crescimento
algal. No entanto, a baixa intensidade de luz utilizada neste estudo e o uso de tanques
de cultivo de fibra de vidro translicidos, para o volume de 250L, pode ter afetado o
crescimento da alga quando comparados com os volumes de 2L, cujos os cultivos
foram realizados em frascos de vidro transparente promovendo maior biomassa (Figura
2).

Além disso, a diferenca na intensidade luminosa pode estar relacionada ao fato
de que o meio “in natura’ apresenta maior concentracdo de matéria organica tornando-o
mais turvo, em contra partida o meio biodigerido apresenta menor concentracdo de
matéria organica, devido a acdo de bactérias anaerdbias que fermentam este meio,
tornando-o menos turvo facilitando a passagem de luz nos recipientes de cultivo.

De acordo com MESEK et al., (2005) quanto maior o tempo de exposicao a altas
intensidades luminosas maior a producao de biomassa e completa utilizacdo do nitrato
e fosfato.

No meio IN em 250L no 5° dia ocorreu um pico, atingindo 7,1 x 10° células.ml™,
oscilando ao longo do experimento. Esse mesmo padrdo de comportamento foi
observado no B30 em 2L com o pico no 52 dia, com maiores concentracdes (6,2 x 10’
células.ml™) (Figura 2).

O cultivo no tratamento IN em 2L mostrou tendéncia de crescimento até o 12° dia
tendo ocorrido, maior pico com 7,4 x 10’ células.ml”, oscilando ao longo do
experimento. Ja no B30 em 250L a tendéncia foi decrescer até o final, com uma
concentragdo algal de 3,7 x 10° células.ml” inferior ao IN em 250L com 7,0 x 10°
células.ml”. Em geral, o B30 em 2L apresentou o melhor resultado (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento da alga Ankistrodesmus gracilis cultivada em 2L e 250L em meios “in natura” (A, C) e

biodigerido em 30 dias (B, D).
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Carvalho (1998), trabalhando com esterco de poedeiras obteve um pico de
crescimento no meio IN no 62 dia de cultivo com 1,0 x 10° células.ml™ e, no meio com
esterco biodigerido (20 dias) no 2° dia com aproximadamente 7,0 x 10° células.ml™.
RODRIGUES & BELLI FILHO (2004), cultivaram Chlorella minutissima em meio de
esterco suino e obtiveram um pico de crescimento ao redor do 7° dia no entanto, em
menor densidade (2,1 x 10° células.ml') quando comparados aos resultados deste
estudo.

Uma das caracteristicas utilizadas para avaliacao das algas como alimento é o
tamanho, devido a grandes variagées na forma e dimensdes da célula, indicando o
biovolume disponivel como alimento (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

O biovolume (Figura 3) de A. gracilis em meio de esterco suino variou de 70,33 a
427,86 pm® para o meio IN e 73,03 a 427,86 um® para B30 sendo as diferencas
significativas (p<0,05) entre os meios utilizados e superiores aos encontrados por
SIPAUBA-TAVARES & ROCHA (1993) e SIPAUBA-TAVARES et al. (1999, 2001),
porém similar ao obtido por HARDY & CASTRO (2000) utilizando meios tradicionais
CHUj2 e NPK (20:5:20 g.I™").

O valor nutricional de um organismo é de extrema importancia em estudos de
alimentacdo. A composi¢cdo quimica bruta de uma espécie de microalga referente a
aminoacidos, grau de insaturacédo de acidos graxos ou conteudo de vitaminas depende
das condigdes de cultivo e do periodo de crescimento, no entanto é possivel generalizar
a resposta de crescimento algal devido as alteragcbes ambientais para as diferentes
espécies (BROWN et al., 1997).

A porcdo mineral da alga indicada pelas cinzas variou de 4,21 a 7,53 pg.cél.”
para o meio IN e 3,2 a 3,36 pg.cél.” para B30, sendo superior a obtida por SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA (1993) para a mesma alga cultivada em meio alternativo NPK
(20:5:20 g.I'") e inferiores ao obtido por HABIB et al., (1997) para Chlorella vulgaris
(18,6%) cultivada em efluente de moinho de dleo de palma (Tabela 2).
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Figura 3. Caracteristicas biolégicas da alga Ankistrodesmus gracilis cultivada em 2L e
250L nos meios “in natura’ (IN) e biodigerido em 30 dias (B30).

Os valores de proteina encontrados neste estudo estiveram acima de 30% de
peso seco, com excecdao do meio IN em 2L (19,3%) (Tabela 2) sendo significativo
(p<0,05) somente no meio B30 variando de 30,24% a 36,56%. BROWN et al., (1997)
também observaram niveis de proteina acima de 30% de peso seco atribuindo estes
valores a aeragao do meio.

O peso seco celular varia tanto em funcao da fonte de nitrogénio como nas fases
de crescimento. No caso de A. gracilis as células cultivadas no meio IN em 2L foi mais
elevado (85,0 pg.cel.”) quando comparado com o B30 no mesmo volume (30,9 pg.cel.”
'), porém em larga escala (250L) o B30 (70,8 pg.cel.”) foi mais elevado (Tabela 2).

Esses resultados foram superiores aos encontrados por SIPAUBA-TAVARES &
ROCHA (1993) trabalhando com A. gracilis utilizando o meio CHUj2 (1,40 pg.célula™).
Em contra partida, HARDY & CASTRO (2000) utilizando meio de cultura NPK (20:5:20
g.I") para o cultivo de A. gracilis obtiveram resultados de peso seco superiores 125,0 +

13,1 pg.célula™) aos encontrados neste estudo.
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Tabela 2. Composicao quimica da alga Ankistrodesmus gracilis cultivada em 2L e 250L nos meios “in natura”
(IN) e biodigerido em 30 dias (B30).

Caracteristicas 2L 250L
IN B30 IN B30
Cinzas (pg.cél.”) 7,563 + 1,722 3,20 + 9,372 4,21 +3,20° 3,36 + 2,06°
Peso Seco (pg.cél.”) 85,0 + 1,492 30,9 + 4,52 24,6 + 3,372 70,8 + 4,28°
Fibra Bruta (% de PS) 15,77 + 0,912 14,32 + 0,912 21,43 +4,29° 12,03 + 8,242
Proteina Bruta (% de PS) 19,29 + 0,52 30,24 + 0,92 33,73 £2,72 36,56 + 1,74°
Lipideo (% de PS) 16,98 +0,7° 20,49 +2,0° 7,97 £1,3° 8,53 +1,01°

As letras a e b, indicadas em duas das colunas, ndo coincidentes na mesma linha, representam diferencas

significativas de p<0,05. PS = Peso Seco.



NAYAR et al. (1998) avaliando a qualidade nutricional de Chlorella vulgaris
utilizada como alimento vivo na aquicultura, verificaram niveis de proteina bruta e
lipideo ao redor de 12,2% e 5,4% respectivamente, inferiores aos obtidos neste estudo
que variou de 19% a 33% em IN e 30% a 36% em B30 (Tabela 2).

O teor de fibra, constitui o residuo organico insoluvel geralmente considerado
como carboidrato n&o disponivel numa dieta ou alimento, apresentando valores
variando de 15,77% a 21,43% no meio IN e 12,03% a 14,32% em B30 (Tabela 2) sendo
maiores do que os obtidos pela FAO (1983) para Chlorella vulgaris (8,0%).

Nao foi observado a presenca de coliformes fecais nos dois meios, sendo
detectado coliformes totais na proporcdo de 6,0 x 10°e 5,1 x 102 NMP.ml™" para IN e
B30, respectivamente ao final do experimento. Houve uma diferenca consideravel no
numero de unidade formadora de col6nia entre o inicio e o final do experimento, sendo
representadas pelos meséfilos com maior ndmero de colénias no meio IN,
apresentando uma variagdo de 1,9 x 102 a 8 x 10° UFC.ml™' e no B30 de 6,9 x 10° a 3,1
x 10 UFC.ml"'. Este aumento pode estar associado ao uso de culturas ndo axénicas e
contaminacao das condigdes do proprio laboratério. Sendo assim, a solucéao de cultivo
apresentou o numero mais provavel de coliformes totais compativel com a classe 2 que
corresponde a agua destinada para aquicultura (RESOLUCAO CONAMA Ne¢ 357,
2005).

Segundo LUCAS-JUNIOR (1994) o numero mais provavel de coliformes em
dejetos de suinos é da ordem de 3,3 x 10%/g (coliformes fecais) e 8,9 x 10%g (coliformes
totais), sendo estes numeros superiores aos encontrados neste trabalho.

A qualidade da agua do meio de cultivo é de fundamental importancia no
desenvolvimento e crescimento de organismos tais como temperatura, luz, oxigenacao,
entre outros. Foram observados altos valores de aménia, fosforo total e ortofosfato no
meio de cultivo, associados a composigao do esterco suino (Tabela 4).

Entre os diversos componentes do meio de cultura a fonte ou concentracao de
nitrogénio pode afetar o crescimento e composicdo bioquimica das microalgas em
cultivo, atingindo diretamente a produtividade e composicao bioquimica da biomassa
obtida (MOLINA et al., 1994).
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Estudos prévios (BECKER, 1988; FIDALGO, 1995) mostraram algumas
variagées na composicao bioquimica relacionando o aumento do teor de carboidratos e
lipidios com a diminuicdo da proteina em meios de cultura com baixas concentragées
de nitrogénio e fésforo. Neste estudo as baixas concentragdes de nitrogénio e fésforo
observadas no volume de 250L propiciaram teores de proteina mais elevados e de
lipidio mais baixo, quando comparados ao volume de 2L, cujas concentracdes de

nitrogénio e fésforo foram extremamente elevadas (Tabelas 2 e 4).

Tabela 4. Caracteristicas hidrolégicas dos meios de cultivo “in natura” (IN) e biodigerido em 30
dias (B30) para o crescimento de Ankistrodesmus gracilis.

Caracteristicas 2L 250L
Hidrologicas IN B30 IN B30
Temperatura da dgua (°C) 23,00 + 2,252 21,14 + 1,122 19,17 + 2,32b 20,00 + 1,36b
pH 7,21 £0,212 6,86 + 0,452 6,29 + 0,29° 6,94 +0,31°
Condutividade (uS.cm™) 73,48 + 6,382 63,94 +9,90° 59,54 +33,202 96,00 + 58,872
Alcalinidade (mg.I") 43,81 + 4,382 34,48 +8,172 34,39+4,24° 3242+1317°
oD (mg.l") 7,16 + 0,772 7,00 + 1,722 10,15 + 2,93 8,99 + 3,62°
Carbonato (mg.I") 0,043 + 0,2212 0,018 £0,001° 0,004 +0,002° 0,019+0,014°
Bicarbonato (mg.l") 54,54 + 7,502 42,02 +9,98° 41,94 +518° 39,50 + 16,05
CO; livre (mg.I") 6,77 + 3,43 14,98 +21,46° 42,62 +26,95° 10,88 + 11,91°
Nitrato (ug.l") 6,06 + 5,162 4,80 + 2,102 19,60 + 1,642 4525 + 76,67
Nitrito (ug.I") *x x> 1,58 + 1,662 2,53 + 2,328
Amoénia (ug.l'") 410,02 298,362  231,7 +102,1° 5,49 +4,80° 39,04 +22,622
Ortofosfato (ug.l") 494,62 + 249,492 2382 + 144,82 4,27 +2,11° 3,83 +1,28°
Fésforo Total (ug.I") 507,45+ 213,112 146,90 +148,80° 22,67 +19,14%2 65,38 + 12,60?
DBO; (mg.l") 11,35 + 0,602 8,67 + 1,46° 10,58 + 2,432 9,33+3,17°
Clorofila-a (mg.l") 3,90 + 5,682 7,11 £6,15° 1,04 + 0,112 0,60 £ 0,112

** Nao detectado pelo método. As letras minUsculas na mesma coluna apresentam diferengas significativas de
p<0,05. OD: Oxigénio Dissolvido e DBOs: Demanda Bioquimica de Oxigénio.

Comparando as concentracbes de amoénia na composicdo do meio a base de
esterco suino, os resultados obtidos foram baixos, o fator luz afetou a disponibilidade
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deste componente no meio visto que, em geral A. gracilis em meio CHU2 e NPK é
cultivada ao redor de 21,48 pE.cm®.s™ (SIPAUBA-TAVARES et al., 1999), com esterco
suino a intensidade foi reduzida a 13,5 pE.cm®.s™, pois rapidamente entrava na fase
senescente quando colocada em intensidades mais elevadas. Neste caso, como o
rendimento algal foi satisfatorio e, sendo a luz um dos custos mais elevados no cultivo
(BROWN et al., 1997), o uso de esterco suino como meio de cultura possui um ponto
positivo em relagdo ao custo beneficio da produgéo.

A aeracado constante do meio promoveu altas concentragdes de oxigénio
dissolvido acima de 7 mg.I"", promovendo o processo de nitrificagdo, com auséncia total
de nitrito no volume de 2L, ocorrendo o contrario no volume de 250L apresentando
valores de 1,58 e 2,53 pg.I'" no meio IN e B30, respectivamente. A condutividade
elétrica ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05) entre os meios utilizados com
concentragdes acima de 59 uS.cm™, devido a presenca de matéria organica no meio de
esterco (Tabela 4).

Os valores dos carbonos inorganicos apresentaram oscilacbes entre os
tratamentos, sendo o bicarbonato a forma predominante. O CO. livre do meio
apresentou uma relacdo com o pH, obtendo a menor concentragéo (6,77 mg.I"') em pH
alcalino no meio IN em 2L (Tabela 4). Os valores de bicarbonato e CO. livre foram
inferiores aos encontrado por CARVALHO (1998) no cultivo de A. gracilis com esterco
de aves ‘in natura” e biodigerido em diferentes tempos de degradacéo.

A variacao da concentracao da clorofila-a acompanhou a curva de crescimento
de A. gracilis com as menores concentracées no meio B30 em 250L e a maior no B30
em 2L (Tabela 4). A DBOs do meio foi relativamente baixa em fung¢do da aeracdo do
meio e baixas concentracdes de bactérias (Tabela 4).

O meio a base de esterco suino testado, propiciou resultados satisfatérios em
relacdo ao valor nutricional e crescimento quando comparado a outros meios
alternativos para cultivo de A. gracilis como: NPK (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA,
1993; SIPAUBA-TAVARES et al., 1999), urina humana (ADAMSSOM, 2000), esterco de
poedeiras (CARVALHO, 1998), entre outros.
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A eficiéncia do esterco suino como adubo no cultivo de plancton em tanques
externos ja foi constatado por SANTEIRO & PINTO-COELHO (2000), porém o uso de
meio de cultura a base deste produto para cultivo em larga escala de alga cloroficea em
laboratério € uma novidade, com possibilidade de ser fornecido como alimento vivo de
alta qualidade para larvas e alevinos de peixes.

Os resultados mostraram que o esterco suino pode ser utilizado como fonte
alternativa de meio de cultura para A. gracilis sendo que o esterco com 30 dias de
fermentacao proporcionou melhor crescimento algal, em volume de 2L, demonstrando
que o processo de biodigestdo anaerdbia propiciou maior disponibilidade de nutrientes
do residuo para as algas. Volumes maiores (= 250L) sao utilizados na producédo de
alimento vivo para larvas e alevinos de peixes como 0 nosso objetivo é produzir
alimento de alta qualidade em larga escala como aporte nutricional para larvas de
peixes ou organismos zooplanctdnicos, 0 meio utilizado apresentou bons resultados no
volume de 250L principalmente o meio IN, em funcédo de possuir maior quantidade de
nutrientes do que o B30, porém os coliformes fecais e microrganismos mesoéfilos foram
maiores no meio IN. As condicbes da agua de cultivo no meio B30 em 250L
apresentaram concentracdes de amdnia, nitrato e fésforo maiores que o meio IN com
elevada condutividade, no entanto o teor de clorofila-a foi mais baixo devido ao
decréscimo no crescimento e com isto disponibilizando os nutrientes para o meio.

O consumo de energia para o cultivo € um fator de alto empreendimento, no
caso do meio a base de esterco suino o requerimento de luz foi bem inferior ao meio
usualmente utilizado neste procedimento (NPK), assim, estudos devem ser
desenvolvidos para a obtencdo de uma tecnologia de producao em massa dessa alga,
utilizando esterco suino como meio de cultura e avaliando o custo-beneficio deste

empreendimento.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1. O meio a base de esterco suino, “in natura” e biodigerido promoveu
crescimento satisfatorio da alga, Ankistrodesmus gracilis.

2. A luz foi o fator principal afetando o crescimento da alga, visto que em
recipientes transparentes o rendimento foi bem superior, quando cultivado em

tanques de fibra de vidro.

3. O esterco suino tratado em biodigestor (B30) promoveu maior rendimento da
alga em 2L do que em volume de 250L, demonstrando que o processo de
biodigestao anaerdbia disponibilizou nutrientes do residuo para a alga.

4. Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) em termos de valor

nutricional entre os dois meios “in natura” e biodigerido em 30 dias.

5. Devido a autoclavagem dos meios, ndo foi observada a presenca de
coliformes fecais, apresentando, no entanto, baixas concentracbes de
coliformes totais, indicando que a metodologia empregada no preparo do
meio foi adequada.

6. Os meios “in natura’ (IN) e biodigerido (B30) propiciaram altas concentragcdes
de aménia, fésforo total e ortofosfato no meio de cultivo, associados a

composicao quimica do esterco suino.

7. O uso de esterco suino como meio para cultivo de A. gracilis, apresentou um
ponto positivo em relacdo ao custo-beneficio da producdo, visto que, foi
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utilizada intensidade de luz reduzida ao redor de 13,5 pE.cm®s™”, com

rendimento satisfatério.
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