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RESUMO

Dentre os segmentos da aquicultura o cultivo de camardes sao um dos mais expressivos.
Em 2018 o mercado global de camardes movimentou US$ 45 bilhdes (Shrimp Market —
Growth, Trends, and Forecast (2019 — 2024)). Seguindo essa conjuntura a carcinicultura
Brasileira vem ganhando seu especo e valor de produ¢do em decorréncia dos avangos
tecnologicos da reproducdao em cativeiro destes organismos. Atualmente, a espécie de
camardao mais cultivada mundialmente € o Litopenaeus vannamei e, sua produgao na
maioria das vezes ocorre em viveiros de terra, sem o emprego de impermeabilizagdo com
o uso de lonas, por exemplo. Durante o cultivo desses animais ocorre o acumulo de
matéria organica no fundo dos viveiros, que quando ndo tratados, podem promover a
liberacdo de compostos toxicos e a proliferacao de bactérias patogénicas, levando a morte
dos animais do cultivo. Este excesso de matéria organica se configura como um dos
grandes problemas da atividade, a qual gera despesas adicionais ¢ manejo extra nas
unidades de cultivo. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da utilizacdo
do produto comercial composto por Bacillus subtilis e B. licheniformis, em diferentes
concentracgdes e periodicidades de aplicacdao, na melhoria da qualidade do sedimento de
viveiros de carcinicultura intensiva.

Para tal, o sedimento foi coletado de viveiros de carcinucultura, logo apds a despesca.
Um total de 250L de sedimento, foram misturados para se obter amostras homogéneas e
em seguida e distribuidos aleatoriamente em 25 unidades experimentas, separados em
cinco grupos com cinco repeticdes cada. Os grupos avaliados foram: controle, solo sem
adi¢ao de biorremediador, com adi¢ao do biorremediador PureGro® na concentragao de
150g por/hectare e com adi¢do do biorremediador PureGro® na concentracdo de 300g
por/hectare aplicados a cada trés e seis dias. Apos 15 dias de ensaio, amostras do
sedimento foram coletadas para avaliar teor de carbono, a atividade bacteriana por
cromatografia de Pfeiffer e andlise de respirometria.

Com isso foi possivel verificar que o solo, o qual recebeu maior concentracio do
biorremediador (300g ha-1) e com aplicagdes mais frequentes (a cada trés dias),
apresentou maior eficiéncia na redugdo da matéria organica, taxa de respiracao e atividade
dos microrganismos observado pela cromatografia de Pefeiffer. Estes resultados
comprovam que houve uma coloniza¢gdo e melhoria do solo com a adi¢do do
biorremediador. Sendo assim, recomenda-se a utilizagdo do biorremediador PureGro® na

concentragdo de 300 g por /hectare, com aplicagdo a cada 3 dias.


https://www.researchandmarkets.com/reports/4771757/shrimp-market-growth-trends-and-forecast?utm_source=GNOM&utm_medium=PressRelease&utm_code=6znzbh&utm_campaign=1264547+-+Shrimp%3a+The+Future+of+the+%2445%2b+Billion+Market%2c+2019+to+2024&utm_exec=joca220prd
https://www.researchandmarkets.com/reports/4771757/shrimp-market-growth-trends-and-forecast?utm_source=GNOM&utm_medium=PressRelease&utm_code=6znzbh&utm_campaign=1264547+-+Shrimp%3a+The+Future+of+the+%2445%2b+Billion+Market%2c+2019+to+2024&utm_exec=joca220prd

Palavras-chave: Microbiota, sedimento, matéria organica, probioticos, Litopenaeus

vannamei.



ABSTRACT

Among the aquaculture segments, shrimp farming is one of the most expressive. In 2018,
the global shrimp market moved US §$ 45 billion (Shrimp Market - Growth, Trends, and
Forecast (2019 - 2024)). Following this conjuncture, Brazilian shrimp farming has been
gaining its space and production value as a result of technological advances in captive
reproduction of these organisms. Currently, the species of shrimp most cultivated
worldwide is Litopenaeus vannamei and, its production most often occurs in land
nurseries, without the use of waterproofing with the use of tarpaulins, for example. During
the cultivation of these animals there is an accumulation of organic matter at the bottom
of the nurseries, which, when not treated, can promote the release of toxic compounds
and the proliferation of pathogenic bacteria, leading to the death of the animals in the
cultivation. This excess of organic matter is configured as one of the major problems of
the activity, which generates additional expenses and extra handling in the cultivation
units. Therefore, the objective of the work was to evaluate the efficiency of the use of the
commercial product composed of Bacillus subtilis and B. licheniformis, in different
concentrations and application periods, in improving the sediment quality of intensive
shrimp nurseries.

For this purpose, the sediment was collected from carcinuculture nurseries, shortly after
harvesting. A total of 250L of sediment was mixed to obtain homogeneous samples and
then randomly distributed in 25 experimental units, separated into five groups with five
replicates each. The evaluated groups were: control, soil without addition of
bioremediation, with addition of PureGro® bioremediation at a concentration of 150g per
/ hectare and with addition of PureGro® bioremediation at a concentration of 300g per /
hectare applied every three and six days. After 15 days of testing, samples of the sediment
were collected to assess carbon content, bacterial activity by Pfeiffer chromatography and
respirometry analysis.

Thus, it was possible to verify that the soil, which received a higher concentration of the
bioremediator (300g ha-1) and with more frequent applications (every three days),
showed greater efficiency in reducing organic matter, respiration rate and microorganism
activity. observed by Pefeiffer chromatography. These results prove that there was a
colonization and improvement of the soil with the addition of the bioremediator.
Therefore, it is recommended to use the PureGro® bioremediator at a concentration of

300 g per / hectare, with application every 3 days.



Keywords: Sediment, organic matter, probiotics, Litopenaeus vannamei.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente hoje os pescados sdo uma das principais fontes de proteina para o
consumo humano. Tal fato pode ser evidenciado pelo recorde de 20,5 kg per capta por
ano, de consumo destes com perspectiva de aumento para a proxima década (FAO 2020).
De acordo com o novo relatorio da Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentagao (FAO, 2020), a produgao total de pescados deve aumentar de 171 milhdes
de toneladas no ano de 2018 para 204 milhdes de toneladas até 2030. Esta organizagao
salienta ainda, que € necessario o desenvolvimento sustentdvel da aquicultura para que
esta tendéncia seja alcancada.

A producao aquicola Brasileira, por sua vez, estd baseada, ha produgdo de
peixes, ostras, vieiras, mexilhdes e camardes. Dentre estes a producao de camarao ¢ bem
expressiva, pois em 2019 somou 45,8 mil toneladas, com um aumento de 11,4% em
relacdo ao ano anterior (IBGE). Nao ¢ o maior produtor mundial mas ¢ lider em
produtividade.

A atividade da carcinicultura marinha teve inicio na década de 1970 no pais. No
entanto, somente em 1980, surgiu o interesse do setor empresarial na producdo de
camardes peneideos (Marsupenaeus japonicus, Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus
subtilis, F. brasiliensis e F. paulensis) (Magalhdes, 2004). Mas foi no inicio dos anos
1990, que a atividade se desenvolveu com a introdugao da espécie exotica (Litopenaeus
vannamei), a qual é nativa da costa sul-americana do Pacifico e, conhecido como camarao
branco do pacifico, o L. vannamei ¢ a espécie de camardo mais cultivada atualmente
(Senar, Brasilia, 2017).

A producdo extrativa de camardo ja atingiu o seu limite de exploracdo
sustentavel (FAO 2008), porém ainda existe uma demanda mundial por esse nobre
produto, que sé podera ser atendida através da producao advinda da atividade de cultivo.
Hoje as produgdes contam com novas tecnologias, que possibilitam a intensificagao e
aumento das densidades, porém essa intensificagdo, quando realizada de maneira
irracional, acarreta no aumento de residuos com potencial poluidor, como matéria
organica.

A matéria organica em excesso, de uma unidade de cultivo advém dos “inputs”
de producdo, ou seja, estdo relacionados ao aumento da densidade de estocagem
caracteristico dos cultivos intensivos, bem como da taxa de arrazoamento. O principal

elemento da matéria organica ¢ o carbono, pois representa de 45 a 57% (Boyd, 1995;


http://www.fao.org/documents/card/en/c/ca9229en

Boyd et al., 2002; Nelson; Cox, 2014). Portanto o carbono ¢ o elemento encontrado em
maior propor¢ao no sedimento dos viveiros (Boyd et al., 2002), sendo oriundo de fezes,
residuos de alimentos ndo consumidos, animais mortos, restos de vegetais e da troca de
carapacga dos animais de cultivo (Avnimelech et al., 2004; Avnimelech; Ritvo, 2003).

A medida que as concentragdes de nutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo
aumentam no cultivo, ha a aceleracdo da produtividade priméria, que alteram a ecologia
do sistema aquatico (Macedo e Sipauba-Tavares, 2010), a qual contribui para a elevagao
da biomassa fitoplanctonica e consequente diminui¢do na penetracao de luz (Esteves,
1998). Nesse estagio, o ecossistema pode produzir mais matéria organica do que as
bactérias heterotroficas sdo capazes de consumir. Nesse momento o sistema fica propenso
a proliferacao de bactérias patogénicas, que podem levar a morte dos animais de cultivo.
Uma alternativa para esse problema ¢ a retirada do excesso de matéria organica no fundo
dos viveiros ap6s a despesca, porém tal processo pode se tornar uma etapa onerosa no
processo produtivo.

Um dos processos indicados como alternativa para remediar problemas com
ambientes contaminados, tais como aguas superficiais, subterrdneas e sedimentos,
incluindo sedimentos com excesso de matéria organica, ¢ a biorremediacdo, sendo uma
alternativa ecologicamente adequada e eficaz no tratamento de ambientes contaminados
com moléculas organicas de dificil degradagdo (Gaylarde, Bellinaso, Manfio, (2005). A
biorremediacdo pode ser compreendida como um processo onde organismos Vivos,
geralmente plantas ou microrganismos sao utilizados para reduzir ou remover poluentes
do ambiente.

Os processos biologicos de descontaminagdo enquadrados na categoria de
biorremediacdo, utilizam, geralmente microrganismos autdctones (do proprio ambiente)
ou aloctones (na sua forma nativa, ou modificados geneticamente). A microbiota do
sedimento ¢ a principal responsavel pela decomposicao dos residuos organicos, pela
ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia dentro do sedimento e coluna d’agua. Estes
microrganismos exercem influéncia tanto na transformacao da matéria organica, quanto
na estocagem do carbono e nutrientes minerais (Jenkinson & Ladd, 1981). Algumas
bactérias possuem reconhecida acdo na decomposi¢do de matéria organica, como por
exemplo os pertencentes ao género Bacillus (De Marco et al., 2017).

O género Bacillus sp. sdo bactérias capazes de produzirem enzimas importantes
para o processo de decomposi¢ao da matéria organica presente no sedimento. Os Bacillus

subtilis e ou B.licheniformis sao conhecidas por produzir hidrolases como as proteases



(Degering et al., 2010), lipases (Igbal and Rehman, 2015), amilases (Raul et al., 2014),
quitinases (Trachuk et al., 1996), celulases (De Marco et al., 2017) e xilanases (Ki-Hong,
2009 e Yietal., 2011) as quais podem auxiliar no processo de decomposi¢do da matéria
organica. O processo de degradagdo passa por varias etapas, € tem a participagdo de
diferentes enzimas especificas, essas podem atuar simultaneamente em diferentes
componentes da fracdo de sedimento.

Estas bactérias sdo capazes de decompor matéria organica, em aerobiose ou
anaerobiose e, uma vez B. subtilis e B. licheniformis sdo aerobicas facultativas (Clement
et al., 2002), e apds esses compostos serem degradados em particulas menores, a
assimila¢do intracelular pode ser medida através da presenca de oxigénio ou sua auséncia
no meio. Para verificar a taxa de consumo de oxigénio do sedimento (TCO), pode ser
utilizada a analise de respirometria do sedimento, que permite a medicao e interpretacao
da (TCO) em sistemas aerobios (FERNANDES et al. 2001).

Um dos métodos empregados para a verificagdo do papel dos microrganismos no
sedimento, ¢ a cromatografia circular de Pfeiffer, que consiste em uma andlise qualitativa
da vida no sedimento, vitalidade e equilibrio dos diferentes componentes que contribuem
para a formacao e estabiliza¢do do sedimento. (PINHEIRO, 2011).

Dessa forma o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
concentragoes e periodicidades de aplicacao de Bacillus subtilis € B. licheniformis sobre
os teores de matéria organica em sedimento de tanques de carcinicultura intensiva, além

de analisar a alteragao da comunidade bacteriana.

1.1 HIPOTESE

A aplicagdo das bactérias Bacillus subtilis e B.licheniformis em amostras de
sedimento de viveiro de carcinicultura, serd capaz de reduzir a matéria organica, e

modular beneficamente a comunidade microbiana.

1.2 OBJETIVOS
1.3 Objetivo Geral

Contribuir com conhecimento sobre a utilizacdo de bactérias Bacillus subtilis e B.
licheniformis para melhoria da qualidade do sedimento em viveiros de carcinicultura
intensiva.



1.4 Objetivos Especificos

Avaliar as alteragdes na qualidade do sedimento de viveiros de
carcinicultura com a adigdo de Bacillus subtilis e B.licheniformis em diferentes
concentragdes e periodicidades.

Avaliar a capacidade de remocdo matéria organica do sedimento de
viveiros de carcinicultura com a adi¢cdo de Bacillus subtilis e B.licheniformis em
diferentes concentragdes e periodicidades.

Verificar as alteragdes da comunidade bacteriana presente no sedimento
do viveiro, com a adi¢do de Bacillus subtilis e B.licheniformis em diferentes

concentragoes e periodicidades.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e material biologico

As amostras de sedimento foram coletadas da fazenda Quality camardes com
producdo comercial, situada na vila da gloria, Sdo Francisco do Sul, latitude 26°14'36"
Sul e a uma longitude 48°38'17" Oeste, estado de Santa Catarina, ao final do periodo de
um ciclo de cultivo de camarao (Litopenaeus vannamei). As amostras foram coletadas na
regido do viveiro que apresentou maior concentragdo de matéria organica, logo apods a
despesca, com o sedimento ainda umido, seguindo metodologia em ziguezague pelo
viveiro (Embrapa). Para tal foi retirada uma camada de aproximadamente 20 cm de
sedimento, até completar o volume de aproximadamente 250 L, sem descartar nenhuma
fragdo da amostra.

Ja o experimento foi realizado no Nucleo de Estudos em Patologia Aquicola
(NEPAQ) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), as analises de sedimento
foram realizadas no Laboratorio de Classificagio e Manejo de Sedimentos (CMS) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob a supervisdo do professor Arcangelo Loss.

O biorremediar PureGro®, fabricado pela empresa DSM Nutritional Products
Inc. com sede na Holanda, aprovado pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
(EFSA-Q-2015-00164) e registrado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento sob o nimero SP-0350930374 foi cedido para a realiza¢dao do ensaio. De

acordo com o fabricante o produto contém 6leo mineral, casca de arroz, carbonato de



calcio e as bactérias probioticas Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, na concentragao

minima de 0,5x109 UFC g-1 de cada bactéria.

2.2 Delineamento experimental

O sedimento coletado da fazenda, foi homogeneizado e transferido aleatoriamente
para as unidades experimentais. Os grupos avaliados foram, sedimento sem adi¢do de
microrganismos (controle), sedimento que recebeu adicao de 150g por hectares a cada 3
dias (P150-3), sedimento que recebeu adicdo de 150g por hectares a cada 6 dias (P150-
6), adicao de 300g por hectare a cada 3 dias (P300-3) e adicao de 300g por hectare a cada
6 dias (P300-6), ou seja cinco grupos com cinco repeticdes cada, totalizando 25 unidades
experimentais. As unidades experimentais utilizadas foram caixas plasticas retangulares,
com area util de 230cm?. O ensaio teve duragdo de 15 dias. As coletas das amostras

ocorrem no dia 0, no dia 3, 6, 9, 12 ¢ 15 do experimento.

2.3 Preparo dos in6culos bacterianos.

O biorremediador PureGro®, contendo os Bacillus sp. Foi inicialmente diluido em
solugdo estéril (SSE) a 0.65%, e posteriormente ocorreu a aplicagdo manualmente
espalhando do in6culo espalhando-o sobre as amostras de sedimento, nas concentragdes
(150 g.ha-1 e 300 g.ha-1). Sendo as aplicagdes do biorremediador ministradas a cada 3

ou 6 dias.

2.3.1 Analise de teor de carbono do sedimento.

No inicio e no fim do experimento, uma amostra de sedimento de
aproximadamente 500g, foi homogeneizada, e seca em estufa a 60°C por 48h.
Posteriormente, estas amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Classificacao
e Manejo de Sedimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, onde foram
realizadas analises de teor de carbono, através do método de fracionamento fisico da
matéria organica, segundo Sohi et al. (2001), que foi adotado e adaptado na Embrapa

Solos (Machado, 2002).



2.3.2 Cromatografia circular de Pfeiffer.

Foi realizada analise de cromatografia do sedimento, analise que leva o nome do
quimico alemdo Ehrenfried Pfeiffer (1899 - 1961). Para sua realizagdo foi necessario
preparar previamente, placas de petri com o dobro do nimero de amostras, hidréxido de
sodio 1% (NaOH) diluido em 4gua destilada, nitrato de prata a 0.5% diluido em agua
destilada em vidro ambar, pois essa substancia ¢ sensivel a luz, medicao e realizacao de
trés furos em um papel filtro circular de 9cm de didmetro.

o 1° furo no centro com 2cm de didmetro;

o 2°furo a 4cm do centro, furado com agulha de seringa;

o 3°furo a 6cm do centro, furado com agulha de seringa;
Preparar rolinhos de papel com o mesmo papel filtro (o dobro do nimero de amostras)
para colocar no furo central para realizagdo da impregnacao.

Para a preparacdo do sedimento foi necessario pesar 5 g de sedimento de cada
unidade experimental ao final do experimento, e diluir em 50 ml de NaOH a 1%. Apos,
foi homogeneizado os recipientes com a solucdo, sete vezes para um lado e sete para o
outro lado. Posteriormente, a amostra permaneceu em repouso por 15 minutos, percorrido
os 15 minutos de repouso as amostras foram homogeneizadas novamente da mesma
maneira. Posteriormente as amostras descansarem por 1 hora. Percorrido a 1 hora de
repouso, as amostras foram homogeneizadas novamente, em seguida permanecerem em
repouso por mais 6 horas antes da analise.

A impregnagao dos filtros com nitrato de prata 0.5% foi1 iniciada 2 horas ap6s o
inicio do ultimo repouso do sedimento, o nitrato de prata foi colocado sob a placa de petri
de forma a cobrir toda a superficie, em seguida o filtro com o rolinho de papel no furo
central foi colocado sob a placa de petri contendo o nitrato de prata. A retirada do filtro
correu quando o nitrato de prata alcancou o segundo furo (4cm), o filtro foi entdo

colocado sob papel toalha e guardado em camera escura de 4 a 3 horas, para secar.
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Figura 1 - Esquema da cromatografia de Pfeiffer.

Nitrato

de prata

Apds o descanso de 6 horas da amostra de sedimento e das 4 horas do filtro ja
impregnado, iniciou-se a cromatografia do sedimento, com uma pipeta adicionou-se o
sobrenadante da amostra de sedimento em uma placa de petri até cobrir o fundo,
posteriormente, colocou-se o filtro com o rolinho de papel no furo central sobre a placa
de petri contendo a mostra de sedimento diluida e descansada. A migracao ocorre até o
terceiro furo (6¢cm), entre 30 a 45 minutos, apds esse procedimento as amostras devem

ser retiradas e colocadas para secar. (Pilon, L. C.; Cardoso, J. H.; Medeiros, F. S, 2018).

2.3.3 Respirometria do sedimento

Analise de respirometria do sedimento, consiste na avaliagdo da quantidade de
dioxido de carbono (CO;) liberado pelo sedimento, a partir da atividade de
microrganismos, pois durante seu processo de crescimento e degradacdo dos compostos

presentes no sedimento ocorre a liberagdo de CO,. Portanto esta analise foi realizada

segundo metodologia de Ohlinger (1993). Para isso, foram colocados pequenos potes de
plastico transparente, contendo volume de 20mL de hidroxido de s6dio (NaOH 0,5M),
colocados sobre o sedimento das unidades experimentais, vedado com recipientes de
plastico com diametro maior, para que o CO; produzido pelos microrganismos ficasse
preso neste ambiente. A forma como foi disposta a montagem da estrutura para avaliagao

da respirometria pode ser observada na figura 2.



Figura 2 - Respirometria do sedimento, apés adicdo do biorremediador nas concentragdes de 150g por
hectare e 300g por hectare, a cada trés dias. Recipiente contendo hidroxido de sédio.
Fonte: Arquivo pessoal

Para imobilizar o CO utilizou-se 1 mL de cloreto de bario (BaCly)
imediatamente ap6s a abertura do recipiente de plastico, para que a reagdo parasse de
ocorrer. Logo apos foi adicionado uma gota do indicador fenolftaleina a 1%. Para as
titulagdes do NaOH nao reagido com COz, utilizou-se bureta com HCI 0,5M.

O valor gasto de mililitro na titulacdo, foi anotado para posteriores calculos. O
procedimento experimental foi complementado por prova em branco. A andlise foi
realizada a cada 3 dias, durante o experimento. Os dados obtidos foram expressos em C-
CO kg! dia!. Na figura 3, é possivel observar a disposi¢io das unidades experimentais

durante a analise de respirometria.

Figura 3 - Disposi¢do das unidades experimentais durante a analise de respirometria
Fonte: Arquivo pessoal.



2.3.4 Andlise estatistica.

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilkinson e Levene para verificar
a normalidade e homocedasticidade das variancias, respectivamente. Com o0s
pressupostos garantidos os dados foram submetidos a analise de variancia unifatorial
(ANOVA) para o teor de Carbono e bifatorial (fator concentracdo e fator tempo) para
respirometria. Quando observado diferenga significativa as médias foram comparadas
pelo teste de Duncan. Todos os testes atribui-se do o nivel de significancia de 5%. As

analises estatisticas foram realizadas através do software Statistic 10.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de teor de carbono do sedimento.

Com os resultados obtidos pode-se observar diferenca significativa entre as
doses e os dias de aplicagdo. Os valores de carbono no grupo controle diferiu-se
significativamente do tratamento P150-3 e do tratamento P300-6, que também
apresentaram diferenca entre si. Ja o grupo que recebeu P300-6 foi o que apresentou maior
diminuicao do teor de carbono, porém nao diferiu significativamente do tratamento P300-
3 e P150-3. Portanto, pode-se afirmar que a concentragdo de 300g por hectare do
biorremediador Bacillus subtilis e B. licheniformis (PureGro®) aplicado a cada 6 dias
demonstrou melhores resultados de redugdo da concentracdo de carbono em comparagdo
ao grupo controle. Sendo assim, aplica¢des do bioremediador em viveiros escavados de
carcinicultura, pode ocorrer, em intervalos de 6 dias, pois ha diminui¢do maior de carbono
do sedimento.

No entanto, deve-se levar em consideragdo que no sedimento dos viveiros ja
existem uma microbiota naturalmente que podem estar colaborando para a decomposigao
da matéria organica. Mas fica evidente com o presente estudo que a adi¢do do
biorremediador na maior concentragao P300-6 promoveu possivelmente a elevacao dessa
da concentragdo de bactérias no sedimento o que contribui para acelerar o processo de

estabilizacao do carbono.



Tabela 1 — Porcentagens de carbono, presentes no sedimento de viveiro de carcinicultura, apo6s adi¢@o de
Bacillus subtilis e B. licheniformis em diferentes com concentragdes e periodicidade. A saber: sem adigio
(controle); com adicdo de B. subtilis e B. licheniformis a 150 g ha-1 aplicado a cada trés dias (P150-3); com
adicdo de B. subtilis e B. licheniformis a 150 g ha-1 aplicado a cada seis dias (P150-6); com adi¢do de B.
subtilis e B. licheniformis a 300 g ha-1 aplicado a cada trés dias (P300-3); e com adi¢do de B. subtilis ¢ B.
licheniformis a 300 g ha-1 aplicado a cada seis dias (P300-6).

Tratamentos Teor de carbono (%)
Controle 2.91 +2.870,104¢
P150-3 2.66 £ 2.80 0,334
P150-6 2.82 £2.95 0,244
P300-3 2.75 +£2.79 0,314ab¢
P300-6 2.63 +£2.72 0,5442

Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa. Letras maiusculas representam diferengas estatisticas
entre os dias de aplicacdo, e letras mintsculas apresentam diferenga significativa entre as doses. Pelos testes

de Shapiro-Wilkinson e Levene.

3.2 Cromatografia circular de Pfeiffer

A Cromatografia Circular Plana (CCP), ¢ um método pouco propagado, mas que
vem adquirindo espaco na agricultura, ¢ um método de andlise ampla e reinada que
abrange fertilidade do sedimento, fatores fisico quimicos e da biologia do sedimento. Para
realizar a interpretacdo do croma, € necessario compara-lo com livros e bibliografias, por
se tratar de uma analise qualitativa. Para interpretar a CCP, ¢é preciso primeiro considerar
que o solo ¢ um organismo vivo (Primavesi, 1984), e como tal, apresenta fertilidade.
Dessa forma sedimentos mais férteis t€ém a capacidade de favorecer o crescimento de
biomassa microbiana, aumentar a gama genética dos organismos € microrganismos que
reciclam a matéria organica.

A CCP propicia constatar como a vida estd acontecendo no interior e sobre o
sedimento. As substancias presentes no sedimento, sao retiradas pela solugao de NaOH
(1,0%). De maneira uniforme essas substancias se distribuem sobre o papel filtro

impregnado com nitrato de prata AgNO3 (0,5%), que ¢ um revelador aplicado para colorir



substancias complexas, reagindo também com a totalidade dos elementos existentes no
sedimento de maneira quantitativa (PINHEIRO, 2011).

Apds impregnacdo e secagem ocorre a formacdo de halos sequenciais que,
possibilita a0 olho humano reconhecer padrdes de cores e arranjos que revelam a
disponibilidade e eficiéncia dos componentes que integram o sedimento. A imagem ¢
fragmentada em zonas (Figura 4), nas quais ¢ possivel realizar a sua caracterizacao, e
assimila¢do da integracdo entre estas. A interpretagdo ocorre a partir das tonalidades de
cores, espessuras e modelos das linhas em cada zona, e da integracdo (PILON et al.,

2018).

Pattern zones Pattern characteristics

Central zone (CZ) » Channel
Median zone (MZ) == Spike

Outer zone (OZ,
" e e Concentric ring

Different development degrees of pattern characteristics

c

Figura 4 - Diferenciag@o entre as zonas do croma.
Fonte: Kokornaczyk et al. (2016)

A complexidade e regularidade desses padrdes sdo consideradas indicadores de
qualidade, assim como a formacao de padrdes irregulares sao relacionados a amostras de
baixa qualidade (Kokornaczyk et al., 2012). Dessa forma podem ser verificadas
informagdes a respeito dos processos fisicos, quimicos e da bioldgicos do sedimento.

O grau crescente de intensidade de cor indica a indisponibilidade nutricional, do
hiimus permanente, da diversidade mineral, da atividade bioldgica e da integracao entre
zonas (Ribeiro, 2016). A intensidade da cor varia conforme a reagdo do hidroxido de

sodio (NaOH) 1% com as seguintes substancias N/NH3/NO2/NO3 e as cores variam de



acordo com a presenca do oxigénio (ascendéncia oxidante) e enxofre (ascendéncia
redutora) estes no momento da coleta (Restrepo, 2014)

Quanto a coloragao, os tons escuros indicam o minimo metabolismo microbiano
aerobico e maxima fermentacao anaerdbica. A cor branca indica a reagao do AgNO3 com
a presenca de estruturas nitrogenadas. A cor creme indica a maior plenitude do
metabolismo microbiano, enzimatico e a¢ao benéfica aos sedimentos (Restrepo, 2014).

A zona central (ZC) apresenta, uma area especifica muito pequena e com
coloragdo escura, pouco se diferenciando da zona posterior. Esses elementos citados nao
sdo desejaveis na composicdo da imagem do cromatograma, para sedimentos
provenientes de agricultura (Restrepo & Pinheiro, 2011). Essa caracteristica indica um
sedimento com pouca estruturacdo, com dificuldade na troca de gases e o
desenvolvimento da biota (Miranda et al., 2017).

A analise dos cromatogramas das diferentes amostras de sedimento avaliadas
(Figuras de 5 a 9) possibilitou verificar que houve diferencas entre os padrdes de
formagdo dos cromas. Na zona central, por exemplo, representa o metabolismo primario
do sedimento, no qual foi possivel observar a cor marrom enegrecida, em todos os grupos
experimentais. Esta coloracdo indica que o sedimento estava compacto e asfixiado,
devido ao minimo ciclo do enxoftre existente.

Ja na zona intermediaria (ZI), onde ocorre a predominancia e poténcia dos
minerais disponiveis, ndo foi possivel observar diferenca evidente entre os cromas nesta
zona. A zona externa (ZE) ¢ considerada a zona proteica e enzimadtica, que representa o
metabolismo secundario, imprime o resultado da degradagdo protéica. Tons mais claros
nestas zonas estdo associados a sedimentos de maior qualidade e dominados por
processos aerobicos (Follador, 2015; Pilon et al., 2018), esse aumento da atividade
aerobica € observado através do aumento da (ZE) nos cromas dos tratamentos P300-3 e

P300-6. (Figura 5).



Figura 5 — Analise de cromatografia de Pfeiffer de sedimento de viveiro de carcinicultura apds adicdo de
Bacillus subtilis e B. licheniformis em diferentes concentragdes e periodicidade. A saber: sem adigio
(controle) letra E; com adic¢ao de B.acillus subtilis e B. licheniformis a 150 g ha-1 aplicado a cada trés dias
P150-3, letra A; com adigdo de B. subtilis e B. licheniformis a 150 g ha-1 aplicado a cada seis dias P150-6,
letra B, com adi¢do de B. subtilis e B. licheniformis a 300 g ha-1 aplicado a cada trés dias P300-3, letra C e
com adic@o de B. subtilis ¢ B. licheniformis a 300 g ha-1 aplicado a cada seis dias P300-6, letra D.

3.2.1 Interpretagdo quimica da cromatografia.

Na zona central, quando a soluc¢do de hidroxido de sédio (NaOH), carregando as
substancias, minerais ou organicas dissolvidas, passam pelo papel impregnado com
nitrato de prata, ha a formacdo imediata de hidroxido de prata (AgOH), uma substancia
instavel que, rapidamente forma um precipitado escuro de oxido de prata (Ag2 O)
proporcional a quantidade da substincia. Se o sedimento ndo apresenta metabolismo
aerobico, ou seja, quando os microrganismos aerobicos sucumbem em favor dos
anaerdbicos, acumulam-se substincias toxicas na atmosfera do sedimento (metano,
amoniaco, fosfina, gas sulfidrico, borano) ndo ha atividade de oxidagdo de minerais, a¢do
fermentativa ou respiratoria, sendo assim a cor € escura ou preta (Pinheiro, 2011). Essa
cor escura esta presente na ZC de todos os cromas analisados no presente estudo (Figura
5).

Na zona intermediaria, o hidroxido de sodio reage especificamente com minerais
metabolizados pelos microrganismos (mineral das enzimas, mineral das vitaminas e

proteinas) de forma diferente dos minerais soluveis e insoluveis fora do metabolismo ou



bioplasma. Sua composi¢do, grau de oxidagdo, reducdo determinam a forma, cor,
desenvolvimento, integragdo e distdncia desde a zona central a periférica. Em quimica
analitica sabe-se que as cores escuras, negras, cinzentas, castanhas e violaceas sao reagdes
predominantes de sulfetos e pouca oxigenacao. Os “minerais-vivos” sao dotados de carga
elétrica e magnetismo. Nesta regido se observa uma grande quantidade de mintsculas
“pontas de flechas”, superpostas desde a zona central em direcdo a extremidade da zona
externa. Quanto maior diversidade e harmonia nesta zona e integracdo com as outras,
maior € a saude e qualidade de vida neste sedimento (PINHEIRO, 2011). A presenca de
“pontas de flechas” apresenta-se mais evidente da zona intermediaria em dire¢do a zona
externa, nos tratamentos P150-3, P300-3 e P300-6 diferenciando do padrdao formado na
croma do controle (Figura 5).

Ap6s ultrapassar a zona impregnada com prata, a solucdo alcalina desloca-se
sobre o papel filtro para formar a zona externa. Nesta zona pode-se ver a parte das
substancias complexas de alto peso molecular (proteinas, vitaminas, enzimas) ativas do
sedimento formadas pela acdo dos microrganismos ativados na matéria organica de forma
integrada. A fracdo nitrogenada, peptidico, proteica passa pelo centro e zona
intermedidria e reage com os restos de prata livres para formar complexos como as
denominadas “pétalas”, “nuvens” e “dentes de cavalos”, “linhas” e “ondas” de cor
prateada sobre um fundo castanho claro. Pode-se observar nesta zona, a biodiversidade
microbiana através de sua biossintese proteica e polipeptidios soliveis da vida no
sedimento. Quanto mais diversa for a vida no sedimento, maior a presen¢a de membranas
que ultrapassam a zona intermediaria e chega a esta com picos diferentes e variados
(Pinheiro, 2011).

O padrao de “dentes de cavalos” est4 presente nitidamente na (ZE) do tratamento
controle, bem como a formagdo de “nuvens”. A formacao de linhas, saindo da (ZI) em
direcdo a (ZE) esté presente com pouca intensidade no tratamento (P150-3), se mostrando
mais intensas nos tratamentos (P300-3) e (P300-6), padrao de formacgao provenientes do
aumento da a¢do dos microrganismos no sedimento.

A CCF apresentou-se aplicavel e benéfica para a realizagdo da pesquisa,
mostrando que pode ser util na avaliacdo do estados de sedimento dos tanques de
carcinicultura. Este trabalho foi realizado com sedimento com alta carga de matéria
organica, em comparagdo com a natureza dos sedimentos dos trabalhados na grande
maioria da literatura, nos quais ¢ empregada exclusivamente para sedimentos agricolas

(florestas, horticultura). Com os resultados obtidos acredita-se que a técnica pode ser



aperfeicoada, e modificada. A metodologia pode ser alterada por conta das caracteristicas
dos sedimentos de carcinicultura, como a possivel diminui¢do da por¢do de sedimento de
Sg para 2,5g, para melhores resultados na abertura das zonas dos cromas, possibilitando

uma melhor interpretacao.

3.2.2 Respirometria do sedimento

A respirometria se trata da medi¢ao e interpretacao da taxa de consumo de oxigénio
(TCO) em sistemas aerobios (Fernandes et al. 2001). A atividade dos microrganismos no
sedimento foi avaliada através da liberacdo de dioxido de carbono (CO2). Com os
resultados obtidos pode-se observar diferenca significativa entre as doses e as
periodicidades de aplicagio, podendo afirmar que a concentragdo de 300 g.ha™! a cada 3
dias demonstrou melhores resultados. Sendo assim, aplicacdes do bioremediador a base
de Bacillus sp em viveiros escavados, deve ser realizada em intervalos de trés dias, para
garantir melhor eficicia de crescimento microbiano, consequentemente melhor

degradacao da matéria organica (Figura 10).

0150 gha @300 gha

Figura 6 — Respirometria de sedimento proveniente de viveiros de carcinicultura, com adi¢do ou ndo
(controle) do biorremediador de Bacillus subtilis ¢ B. licheniformis nas concentragdes de 150g ha! e 300g
ha! aplicados a cada trés ou seis dias. Letras minusculas apresentaram diferenca significativa entre os doses
e letras maiusculas entre as dias.



4 CONCLUSAO

Tendo em vista a maior eficiéncia na redugdo de matéria organica, assim como
os melhores resultados verificados no ensaio de respirometria do sedimento, € aumento
da atividade dos microrganismo pela cromatografia de Pefeiffer, recomenda-se a
utilizagdo do biorremediador (PureGro®) composto de B. subtilis e B. licheniformis na

concentragdo de 300 g por hectare, aplicado a cada trés dias.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A CCEF, ¢ aplicada para a verificacdo do estado do sedimento, no entanto mais
estudos sdo necessarios para a melhor utilizagdo da cromatografia de Pfeiffer aplicada a

sedimentos provenientes de viveiros de carcinicultura.
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