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RESUMO 

 
Objetivou-se isolar e identificar bactérias do gênero Bacillus sp. 

oriundas do sistema de cultivo superintensivo com flocos microbianos 

de Litopenaeus vannamei e avaliar seu potencial nos parâmetros de 

qualidade de água, zootécnicos e imunológicos quando adicionados na 

água e em dietas práticas. Os Bacillus spp. isolados foram avaliados in 
vitro quanto a capacidade de inibir patógenos, atividade antagonista e 

produção de protease. In vivo, os Bacillus spp. foram adicionados na 

água para avaliar a formação e manutenção de flocos microbianos no 

cultivo de pós-larvas e depois foram incorporados em dietas formuladas, 

afim de verificar o desempenho zootécnico e parâmetros hemato-

imunológicos do L. vannamei durante 42 dias. Foram isoladas quatro 

bactérias do sistema superintensivo de flocos microbianos (Bacillus 

thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06, Bacillus licheniformis CPQBA 

571-12 DRM 07, Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 e 

Bacillus cereus CPQBA 571-12 DRM 09). O Bacillus licheniformis 
CPQBA 571-12 DRM 07 foi o único isolado que apresentou 

característica inibitória in vitro frente ao patógeno V. alginolyticus com 

halo de inibição de 20 mm de diâmetro. Todos os isolados foram 

capazes de produzir protease e não apresentaram atividade antagonista 

entre eles. Para o ensaio de formação e manutenção de agregados 

microbianos gerados no sistema superintensivo de cultivo de pós-larvas 

foi observada diferença significativa (p=0,017) na contagem 

microbiológica da água no sétimo dia de ensaio, onde a contagem total 

de Vibrio spp. na água foi inferior nos grupos tratados com Bacillus spp. 

(1×10
4
 UFC.mL

-1
) e com o produto comercial Comambio (1×10

4
 

UFC.mL
-1

) do que no controle, não houve diferença estatística na 

contagem total de bactérias heterotróficas viáveis (p=0,62). Já no ensaio 

de engorda a suplementação com Bacillus spp. não afetou o desempenho 

zootécnico dos camarões. Entretanto nos parâmetros imunológicos 

houve diferença significativa (p<0,05), as cepas de Bacillus spp. foram 

capazes de aumentar a contagem total de hemócitos, o título aglutinante 

do soro, as proteínas totais no soro e diminuir a atividade da 

fenoloxidase (PO) da hemolinfa. Também foi observado um aumento 

(p<0,05) na produção intracelular de ânion superóxido estimulados pela 

laminarina (β-1,3 glicanas) e PMA (Phorbol myristate acetate) 

comparados ao basal. Conclui-se que as bactérias Gram-positivas, 

Bacillus spp. isoladas dos bioflocos microbianos, são importantes para o 

cultivo de L. vannamei e para a manutenção da saúde e crescimento, 



podendo ser utilizadas como probiótico ou como biocontroladoras em 

águas de sistemas de cultivos superintensivos. 

 

Palavras-chave: Bioflocos, Bacillus sp., camarão, saúde, probiótico. 

 

 

 



ABSTRACT 

 
This study aimed to isolate and identify bacteria of the genus 

Bacillus sp. from the biofloc system with Litopenaeus vannamei and 

evaluate its potential in the parameters of water quality, zootechnical 

and immunological when added in water and diet. Bacillus spp. were 

evaluated in vitro for the inhibit pathogens, production of protease 

and antagonist activity. In vivo, Bacillus spp. were added in water 

and evaluated the formation and maintenance of microbial flocs in 

the cultivation of post-larvae. Bacillus spp. were incorporated into 

formulated diets, in order to verify the performance and immunology 

parameters of L. vannamei for 42 days. Four bacteria were isolated 

from biofloc (Bacillus thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06, 

Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 07, Bacillus 

licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 e Bacillus cereus CPQBA 

571-12 DRM 09). The Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 

07 was the only isolate that had inhibitory in vitro against pathogenic 

V. alginolyticus with zone of inhibition of 20 mm diameter. All 

isolates were able of producing protease and showed no antagonist 

activity between them.  On seventh day significant difference 

(p=0.017) was observed in the microbial count in water, total count 

of Vibrio spp. in water was lower in the groups treated with Bacillus 

spp. (1 × 10
4
 UFC.mL

-1
) and the commercial product Comambio (1 × 

10
4
 UFC.mL

-1
) than in the control, there was no statistical difference 

in the total count of viable heterotrophic bacteria (p=0.62). 

Supplementation with Bacillus spp. did not affect the growth 

performance of shrimp, but there was a significant difference 

(p<0.05) in immunological parameters, with the strains of Bacillus 

spp. able of increasing the total number of hemocytes, serum 

agglutinating, total serum protein, decrease the activity of 

phenoloxidase (PO) from the hemolymph and an increase (p<0.05) in 

the intracellular production of superoxide anion was observed 

stimulated by PMA (Phorbol myristate acetate) and laminarin (β-1,3 

glucans) compared to basal. It is concluded that Gram-positive 

bacteria, Bacillus spp. isolated from microbial biofloc are important 



for the growth of L. vannamei to keep health and growth, and may be 

used as probiotic or as biocontrol in biofloc. 

Keywords: Biofloc, Bacillus spp., shrimp, health, probiotic. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1. Histórico do cultivo de camarão 

De acordo com a FAO (2012) a aquicultura é o segmento da 

produção de alimentos de origem animal com o crescimento mais 

rápido, tendo alcançado 60 milhões de toneladas em 2010, sendo a 

produção de crustáceos dominada pela espécie do camarão branco do 

Pacífico (Litopenaeus vannamei), responsável por 71,8% da produção 

mundial de todas as espécies de camarões marinhos cultivados. 

O cultivo de camarões marinhos, denominada carcinicultura, teve 

inicio na década de 1930 com êxito no cultivo larval do camarão 

marinho da espécie Marsupenaeus japonicus. No entanto, Japão e 

Equador iniciaram as atividades no setor comercial somente em meados 

da década de 1960 e, posteriormente, os Estados Unidos na década de 

1970. A propagação da criação de camarões marinhos teve como 

principal percussor a possibilidade da reprodução do ciclo de vida dos 

camarões peneídeos em condições de laboratório (TREECE, 2000).  

A atividade de carcinicultura marinha no Brasil teve início na 

década de 1970 com a produção de algumas espécies de camarões 

peneídeos: Marsupenaeus japonicus, Litopenaeus schmitti, 
Farfantepenaeus subtilis, F. brasiliensis e F. paulensis. A fase 

comercial da carcinicultura obteve destaque no início da década de 1990 

com a espécie exótica de camarão marinho Litopenaeus vannamei, 
sendo atualmente a espécie mais cultivada no Brasil e no mundo 

(SANTOS, 2009). Algumas características foram fundamentais para o 

sucesso do cultivo, como a sua excelente adaptabilidade às diversas 

condições de cultivo, facilidade de nutrição, manejo, e as suas altas 

taxas de produtividade e rentabilidade (SANTOS et al., 2009). 

No entanto, com o rápido desenvolvimento do cultivo de L. 

vannamei, tanto no Brasil como no mundo, houve o aparecimento de 

surtos de doenças causadas pelo Vírus da Síndrome da Mancha Branca 

(WSSV), Vírus da Síndrome da Taura (TSV), Vírus da Necrose 

Hipodérmica e Hematopoiética Infecciosa (IHHNV), entre outros 

micro-organismos, os quais causaram perdas econômicas elevadas na 

indústria do camarão (LIGHTNER & REDMAN, 1998; BACHÈRE, 

2000; BRIGGS et al., 2005). 

Portanto, foi imprescindível adotar práticas de produção 

ambientalmente responsáveis, minimizando os impactos (BOYD & 

CLAY, 2002), tornando-os mais biosseguros com a utilização de larvas 

SPF (Specific Pathogen Free - camarões livres de patógenos 

específicos) e reduzindo as taxas de renovação de água, que exigiram 
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cuidados de monitoramento e gerenciamento dos cultivos (FAO, 2014). 

Com a finalidade de conciliar a intensificação dos cultivos com a 

biosseguridade, tem sido desenvolvidas pesquisas no desenvolvimento 

de novas estratégias de suplementação nas dietas comerciais que possam 

promover o crescimento e saúde dos animais utilizando compostos 

como: probióticos, prebióticos, simbióticos, fitoterápicos, entre outros 

suplementos dietéticos funcionais (PANDIYAN et al., 2013). 

1.2. Probióticos na Aquicultura 

Na aquicultura existe uma constante interação entre os organismos 

cultivados e os micro-organismos presentes no ambiente, o que torna 

essencial a compreensão dos mecanismos de ação dos probióticos 

(MOURIÑO et. al., 2010). Estudos realizados com dietas suplementadas 

com probióticos para distintas espécies aquáticas cultivadas obtiveram 

resultados positivos (WANG & HAN, 2007a; ZHOU, LIU & LI, 2009; 

LIU et al., 2010; VIEIRA, 2010). Verschuere et al. (2000) conceitua 

probiótico como sendo  “micro-organismos vivos que ao serem 

ministrados nos tanques de cultivo, atuam beneficamente no organismo 

aquático, a ser produzido, seja melhorando o consumo ou absorção da 

ração, o sistema imunológico, balanço de bactérias no trato intestinal, ou 

o ambiente de cultivo”. 

A aplicação de bactérias benéficas tem sido considerada uma 

alternativa para a profilaxia ao uso de antibióticos para o controle de 

infecções bacterianas, sendo que há uma diversidade de micro-

organismos sendo utilizada como probiótico, mas os verdadeiros 

probióticos são micro-organismos que ocorrem naturalmente no 

hospedeiro, e em seus ambientes (DECAMP & MORIATY, 2006). 

Esses probióticos podem ser administrados como um suplemento 

alimentar ou como aditivo para a água (MORIARTY, 1998). 

1.3. O Uso de Bacillus spp. 

As bactérias do gênero Bacillus, que têm sido utilizadas como 

probiótico e em formulações comerciais (VIEIRA, 2010), são gram-

positivas, em formato de bastonete, formadoras de esporos e podem ser 

encontradas em diversos ambientes como, por exemplo, no solo, água, 

poeira e ar (MADIGAN et al., 2002).  

A maior vantagem na utilização deste grupo de bactérias como 

probióticos está relacionada com a facilidade de ser produzida em massa 

e incorporada em produtos comerciais, pois possuem a capacidade de 

esporulação, facilitando sua inclusão em dietas e produtos comerciais 

(OCHOA-SOLANO & OLMOS-SOTO, 2006). Os Bacillus são capazes 
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de secretar substâncias, tais como: toxinas, enzimas bacteriolíticas, 

subprodutos das vias metabólicas primárias, substâncias antibióticas e 

bacteriocinas que poderão exercer efeito bactericida ou bacteriostático 

(SCHULZ, BONELLI & BATISTA, 2005). Devido a estas 

características, quando presentes, são capazes de disponibilizar estes 

nutrientes no trato intestinal do camarão, aumentando sua absorção e 

consequentemente seu crescimento (LIU et al., 2009). 

Na literatura, já estão descritos vários exemplos de que o gênero 

Bacillus atua de forma positiva no crescimento de camarões marinhos, 

seja na inibição in vitro de patógenos (BALCAZAR et al., 2006), no 

aumento do crescimento (FAR et al., 2009; LIU et al., 2009), no 

aumento da resistência a infecção bacteriana (RENGPIPAT et al., 2000; 

BALCAZAR et al., 2006; TSENG et al., 2009), no aumento da 

digestibilidade (LIN et al., 2004; LIU et al., 2009), no aumento da 

sobrevivência (WANG, et al., 2005b; ZIAEI-NEJAD et al., 2006; EL-

SERSY et al., 2006; FAR et al., 2009; ZHOU et al., 2009), no aumento 

da resposta imune (RENGPIPAT et al., 2000; GULLIAN et al., 2004; LI 

et al., 2007a, 2009b; TSENG et al., 2009), na melhora da microbiota 

intestinal (GULLIAN et al., 2004; LI et al., 2007a, 2009b), no aumento 

da resistência a infecção viral (LI et al., 2009), na diminuição da 

conversão alimentar (WANG, et al., 2005b), no aumento da 

sobrevivência da larvicultura (ZIAEI-NEJAD et al., 2006; GUO et al., 

2009; SILVA et al., 2013) e no aumento da atividade de enzimas 

digestivas (ZIAEI-NEJAD et al., 2006; ZHOU et al., 2009). A maioria 

dos relatos está associada ao uso de produtos comerciais que utilizam 

bactérias que não são oriundas do animal de estudo e acabam reduzindo 

a especificidade entre o probiótico (bactéria) e hospedeiro (camarão). 

Portanto, uma alternativa para o uso de probióticos comerciais 

(exóticos) seria o isolamento e cultivo de probióticos nativos do 

ambiente, ou do trato intestinal dos organismos que estão sendo 

cultivados (VERSCHUERE et al., 2000). Um micro-organismo capaz de 

colonizar e dominar um sítio de adesão do organismo seria um bom 

candidato para competir com micro-organismos patogênicos, assim 

como a adição de um determinado grupo de bactérias na água de cultivo 

poderia competir por nutrientes com possíveis linhagens patogênicas. 

Apesar de não existir evidências que probióticos isolados do próprio 

ambiente ou hospedeiro apresentam uma melhor desempenho quando 

comparados a micro-organismos isolados de espécies ou ambientes 

diferentes, supõem-se que os riscos são consideravelmente menores. 
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1.4. Sistema Imunológico dos Crustáceos 

A primeira linha de defesa dos crustáceos é a presença de uma 

carapaça rígida que protege contra agressões e invasão de patógenos. Os 

crustáceos contam com apenas seu sistema imunológico inato ou 

natural, o qual está intimamente ligado a hemolinfa, que consiste de uma 

fração celular, representada pelas células circulantes (hemócitos), e de 

uma fração líquida, constituída pelo plasma e fatores humorais nele 

dissolvidos. Esse sistema atua de forma integrada, protegendo os 

crustáceos da invasão de micro-organismos e parasitas garantindo sua 

integridade corpórea (BARRACCO et al., 2008). 

Diversos estudos relatam o efeito da imunoestimulação através do 

uso de probiótico nos parâmetros imunológicos dos camarões 

(GULLIAN et al., 2004; LI et al., 2007;  TSENG et al., 2009). Em 

relação a este enfrentamento dos probióticos contra patógenos, o 

mecanismo de ação está relacionado ao auxílio que estas bactérias 

podem dar a microbiota do trato intestinal, protegendo a mucosa 

intestinal (MOURIÑO et al., 2012). Como os probióticos podem 

modificar esta microbiota por diversas formas, auxiliam também na 

imunomodulação do sistema de defesa dos animais. Contudo, o uso de 

ferramentas que fortaleçam o sistema imune inato dos camarões é uma 

importante estratégia para melhorar sua resistência à infecção por 

patógenos (VIEIRA, 2010).  

A utilização de cepas probióticas propiciam a imunomodulação, 

tanto molecular como celular, nos animais tratados, e cepas como as de 

Bacillus sp. possuem a capacidade de influenciar as respostas 

imunológicas, tanto nos níveis locais como nos sistêmicos 

(PANIGRAHI et al., 2004). A estimulação dos mecanismos de defesas 

pode aumentar a resistência do hospedeiro contra enfermidades 

(BACHÈRE, 2003), principalmente quando há um desafio experimental, 

onde os parâmetros imunes são mais evidentes comparados ao controle, 

adquirindo, portanto, uma imunocompetência.  

Portanto, independentemente do modo de ação do probiótico, 

espera-se que o uso do probiótico contemple melhorias dos índices 

zootécnicos e/ou imunológicos no cultivo de camarões marinhos. Desta 

forma, para um melhor entendimento dos efeitos destas bactérias no 

cultivo do camarão marinho, torna-se essencial avaliar o potencial do 

probiótico isolado do próprio ambiente de cultivo em sistema de água 

clara, onde o único alimento disponibilizado é a ração. 
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2. OBJETIVOS: 

2.1. Objetivo Geral 

Objetivou-se isolar e identificar bactérias do gênero Bacillus sp. 

oriundas do sistema de cultivo superintensivo com flocos microbianos 

de L. vannamei e avaliar seu potencial como probiótico suplementado 

em água e via dieta. 

2.2. Objetivos Específicos 

- Isolar e identificar Bacillus spp. do sistema de cultivo superintensivo 

de camarão marinho (Litopenaeus vannamei) em bioflocos microbianos; 

- Caracterizar in vitro as cepas isoladas quanto ao potencial de inibição 
de bactérias patogênicas (Vibrios sp.) e antagonismo entre elas; 

- Avaliação da produção de proteases in vitro dos Bacillus spp. isolados; 

- Avaliar a formação e manutenção de flocos microbianos no cultivo 

superintensivo de pós-larvas de camarão com adição das bactérias 

isoladas nas etapas anteriores; 

- Avaliar a engorda em água clara de camarões marinhos (L. vannamei) 
com o uso de dietas suplementadas com Bacillus spp. avaliando seu 
desempenho zootécnico e saúde (parâmetros imunes). 

3. FORMATAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 A dissertação está dividida em dois capítulos, o primeiro 

compreende a revisão da literatura e o segundo foi escrito de acordo 
com as normas da revista “Aquaculture” para envio do artigo científico. 
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RESUMO: 

Objetivou-se isolar e identificar bactérias do gênero Bacillus sp. 

oriundas do sistema de cultivo superintensivo com flocos microbianos 

de Litopenaeus vannamei e avaliar seu potencial nos parâmetros de 

qualidade de água, zootécnicos e imunológicos quando adicionados na 

água e em dietas práticas. Os Bacillus spp. isolados foram avaliados in 
vitro quanto a capacidade de inibir patógenos, atividade antagonista e 

produção de protease. In vivo, os Bacillus spp. foram adicionados na 

água para avaliar a formação e manutenção de flocos microbianos no 

cultivo de pós-larvas e depois foram incorporados em dietas formuladas, 

afim de verificar o desempenho zootécnico e parâmetros hemato-

imunológicos do L. vannamei durante 42 dias. Foram isoladas quatro 

bactérias do sistema superintensivo de flocos microbianos (Bacillus 

thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06, Bacillus licheniformis CPQBA 

571-12 DRM 07, Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 e 

Bacillus cereus CPQBA 571-12 DRM 09). O Bacillus licheniformis 
CPQBA 571-12 DRM 07 foi o único isolado que apresentou 

característica inibitória in vitro frente ao patógeno V. alginolyticus com 

halo de inibição de 20 mm de diâmetro. Todos os isolados foram 

capazes de produzir protease e não apresentaram atividade antagonista 

entre eles. Para o ensaio de formação e manutenção de agregados 

microbianos gerados no sistema superintensivo de cultivo de pós-larvas 

foi observada diferença significativa (p=0,017) na contagem 

microbiológica da água no sétimo dia de ensaio, onde a contagem total 

de Vibrio spp. na água foi inferior nos grupos tratados com Bacillus spp. 

(1×10
4
 UFC.mL

-1
) e com o produto comercial Comambio (1×10

4
 

UFC.mL
-1

) do que no controle, não houve diferença estatística na 

contagem total de bactérias heterotróficas viáveis (p=0,62). Já no ensaio 

de engorda a suplementação com Bacillus spp. não afetou o desempenho 

zootécnico dos camarões. Entretanto nos parâmetros imunológicos 

houve diferença significativa (p<0,05), as cepas de Bacillus spp. foram 

capazes de aumentar a contagem total de hemócitos, o título aglutinante 

do soro, as proteínas totais no soro e diminuir a atividade da 

fenoloxidase (PO) da hemolinfa. Também foi observado um aumento 

(p<0,05) na produção intracelular de ânion superóxido estimulados pela 

laminarina (β-1,3 glicanas) e PMA (Phorbol myristate acetate) 

comparados ao basal. Conclui-se que as bactérias Gram-positivas, 

Bacillus spp. isoladas dos bioflocos microbianos, são importantes para o 

cultivo de L. vannamei e para a manutenção da saúde e crescimento, 
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podendo ser utilizadas como probiótico ou como biocontroladoras em 

águas de sistemas de cultivos superintensivos. 

 

Palavras-chave: Bioflocos, Bacillus sp., camarão, saúde, probiótico. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento acelerado e intercontinental do cultivo de 

camarões da espécie Litopenaeus vannamei contribuiu para o 

aparecimento de surtos de doenças que levaram a perdas econômicas 

incalculáveis mundialmente (LIGHTNER & REDMAN, 1998; 

BACHÈRE, 2000; BRIGGS et al., 2005). Para enfrentar esta realidade, 

atualmente é imprescindível adotar boas práticas de manejo 

ambientalmente amigáveis que contribuam para uma maior 

biosseguridade nos cultivos (BOYD & CLAY, 2002).  

O sistema superintensivo com flocos microbianos desponta como 

uma promissora tecnologia aplicada à sustentabilidade em cultivos de 

camarões marinhos (CARVALHO, 2011). Esse sistema é dependente de 

uma comunidade bacteriana para manter a estabilidade dos níveis de 

nutrientes na água (WASIELESKY et al.,2006). 

A comunidade bacteriana estabelecida no sistema superintensivo 

com flocos microbianos pode inibir a proliferação de agentes 

patogênicos por exclusão competitiva por alimento e espaço (CRAB et 

al., 2010), além de incrementar a dieta dos animais cultivados 

(McINTOSH et al., 2000). No entanto, a comunidade microbiana 

também pode ser composta por bactérias patogênicas e oportunistas 

(SCHULZE et al., 2006). 

Dentre as bactérias oportunistas encontradas no sistema de cultivo, 

destacam-se as bactérias marinhas do gênero Vibrio (SONG & LEE, 

1983). O Vibrio parahaemolyticus é o mais recente micro-organismo a 

causar mortalidades em sistemas de cultivos de L. vannamei, conhecido 

como doença da síndrome de mortalidade precoce (EMS) ou síndrome 

da necrose hepatopancreática aguda (AHPNS) (LEAÑO & MOHAN, 

2012). Portanto, a ameaça de Vibrio spp. para os cultivos de peneídeos é 

mais uma vez evidente, visto que, são bactérias oportunistas que afetam 

o crescimento e a sobrevivência dos camarões cultivados em todos os 

seus estágios de vida (COSTA et al., 2008). 

Na tentativa de controlar tais patógenos, os antibióticos têm sido 

usados indiscriminadamente, levando a uma seleção de micro-

organismos resistentes e dificultando o tratamento dessas doenças a cada 

ciclo produtivo (SZE, 2000). Neste contexto, o uso de bactérias 

probióticas é reconhecido como uma ferramenta útil no combate a tais 

doenças, minimizando o uso desenfreado destas drogas (ZHOU & 

WANG, 2012). Portanto, os objetivos dos estudos foram: isolar e 

identificar bactérias do gênero Bacillus sp. oriundas do sistema de 

cultivo superintensivo com flocos microbianos de L. vannamei e avaliar 
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seu potencial probiótico nos parâmetros de qualidade de água, 

zootécnicos e imunológicos com a mesma espécie. 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi realizado no Laboratório de Camarões Marinhos 

(LCM), no Departamento de Aquicultura na Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC), situada geograficamente a 27°34'54''N, 

48°26'32''W, no Município de Florianópolis, Santa Catarina, Brasil. 

Foram realizados testes com Bacillus sp. isolados, selecionados e 

identificados do sistema de cultivo superintensivo de camarões 

marinhos com flocos microbianos avaliando in vitro sua capacidade de 

inibir patógenos, atividade antagonista e produção da protease. 

Posteriormente foi realizado um ensaio in vivo adicionando as bactérias 

isoladas na água e na ração, afim de, verificar o potencial probiótico e 

seus resultados no desempenho zootécnico e parâmetros hemato-

imunológicos no Litopenaeus vannamei. 

4.2.1. Obtenção das cepas 
Foram realizadas duas coletas para o isolamento e seleção de 

bactérias do gênero Bacillus sp., a primiera ocorreu no mês de março de 

2010, onde foram coletadas amostras de 10 mL de água com auxílio de 

tubos de ensaio estéreis de 15 mL com tampa de rosca coletadas de uma 

unidade de cultivo superintensivo de flocos microbianos de 50 m² e a 

segunda foi realizada no mês de agosto de 2010, onde foram coletadas 

amostras de um decantador de sólidos cilíndrico-cônico acoplado de 700 

L. Na sequência, foram semeadas em meio de cultura bacteriológico 

“Caldo L” (Composição: 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 3 

g de NaCl para 1 L de água destilada) e incubadas em estufa de 

crescimento bacteriológico a 30
o
C por 24 h seguindo a metodologia 

adaptada de TRAVERS et al., (1987). De acordo com POLANCZYK et 

al., (2004) para o isolamento de bacilos esporulados é necessário o 

choque térmico que foi realizado da seguinte forma: primeiramente os 

tubos recém crescidos mantidos em 30
o
C de temperatura foram 

colocados em recipiente de vidro de 500 mL de água a 80
o
C por 15 min 

e posteriormente transferidos à outro recipiente de vidro de 500 mL com 

água a 0
o 
C por  mais 15 min. Na sequência ao ensaio, os tubos contendo 

as amostras foram repicados assepticamente em capela de fluxo laminar 

unidirecional para novos tubos de 10 mL contendo o meio de cultura 

bacteriológico Caldo L, sendo este procedimento repetido por mais três 

vezes, garantindo assim somente o isolamento de bactérias esporuladas 

que resistiram aos choques térmicos seguidas vezes.  
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Após o último choque térmico os isolados foram repicados para 

tubos de ensaio com Caldo L e após as 24 horas a 30°C de temperatura 

de crescimento em estufa bacteriológica. Na sequência a coleta de 

amostras para tinção visando observar a morfologia bacteriana existente 

através do método de Gram foi realizada (MADIGAN et al., 2002). 

Após confirmação de bactérias Gram positivas no formato de bastonetes 

esporulados, alíquotas de 0,1 mL dos tubos foram semeadas por 

esgotamento em placa de Agar L (Composição: 10 g de triptona, 5 g de 

extrato de levedura, 5 g de NaCl, e 15 g de Agar agar por litro de água 

destilada) e incubadas a 30°C por 24 h (TRAVERS et al., 1987). Foram 

selecionadas unidades formadoras de colônias que possuíram as 

características de bacilos esporulados Gram-positivos confirmados 

através do método descrito por Wirtz-Conklin (apud HAMOUDA et al., 

2002) com auxilio de verde malaquita. 

4.2.2. Identificação molecular 
Os isolados bacterianos foram enviados para identificação 

molecular utilizando o sequenciamento e análise filogenética do gene 

RNA ribossomal 16S e do gene da girase na Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Suas sequências foram confrontadas com as 

sequências de organismos depositadas no Genbank. A metodologia 

consiste na amplificação do gene RNA ribossomal 16S e da girase pela 

técnica de PCR, utilizando como molde o DNA genômico extraído 

diretamente da cultura, segundo protocolo descrito por Van Soolinger et 

al. (1993). Os primers (iniciadores) utilizados para a reação de PCR são 

p10f e p1100r, homólogos às extremidades conservadas do gene RNA 

ribossomal 16S, e UP1/UP2r, homólogos a uma região do gene da girase 

de bactérias. Os produtos das amplificações foram purificados e 

submetidos diretamente ao sequenciamento usando o sequenciador 

automático ABI 3500XL Séries (Applied Biosystems). Os primers que 

foram utilizados para o sequenciamento são o 10f e o 1100r para o gene 

RNA ribossomal 16S e UP1/UP2r para o gene da girase. As sequências 

parciais do gene RNA ribossomal 16S e do gene da girase obtidas com 

os diferentes primers foram montadas em um contig (sequência única 

combinando os diferentes fragmentos obtidos) e comparadas com as 

sequências de organismos representados nas bases de dados do Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/). 

Foram então selecionadas sequências de micro-organismos relacionados 

ao micro-organismo desconhecido para realização das análises 

filogenéticas. As sequências de DNA foram alinhadas utilizando o 

programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) e as análises 
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filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versão 4.0 

(TAMURA et al., 2007). A matriz de distância evolutiva foi calculada 

com o modelo de Kimura (1980) e a construção da árvore filogenética a 

partir das distâncias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-
Joining (SAITOU & NEI, 1987), com valores de bootstrap calculados a 

partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software incluído no 

programa MEGA 4.0, sendo essa uma ferramenta integrada para a 

realização de alinhamento de sequências, que infere nas árvores 

filogenéticas.  

4.2.3. Inibição de patógeno 
O teste de inibição de patógenos in vitro foi realizado com os 

seguintes micro-organismos patogênicos do banco de cepas do 

Laboratório de Camarões Marinhos (LCM): Vibrio harveyi ATCC 

14126, V. alginolyticus BCCM 2068 e Vibrio sp. CPQBA 378-12 DRM 

01. Cada cepa isolada de Bacillus spp. foi incubada em 10 mL de meio 

de cultura bacteriológico BHI a 30°C por 24 horas. Posteriormente, 

foram semeados 100 µL dos isolados em placas de Ágar Triptona de 

Soja (TSA) e incubadas a 28ºC por 24 horas. Os patógenos foram 

diluídos 100 vezes, em fator de série 1:10 em Caldo de Infusão de 

Cérebro e Coração “Brain Heart Infusion” (HiMedia, Mumbai), 

semeados 100 µL da bactéria patogênica no meio de cultura TSA e 

incubados por 2 horas a 30°C. Após este período, foram retirados discos 

com halos de um cm de diâmetro em triplicata das placas de TSA dos 

Bacillus spp. e transferidas para outra placa de TSA com os patógenos. 

Os patógenos foram incubados novamente junto com os discos de 

Bacillus spp. a 30°C por 24 h, e o halo de inibição foi medido no dia 

seguinte com auxílio de um paquímetro (BAUER, 1966). 

4.2.4. Antagonismo entre as cepas isoladas 

O teste antagonismo foi realizado com o intuito de averiguar a 

possibilidade de utilização conjunta dos isolados bacterianos otimizando 

a produção de compostos inibitórios e outros possíveis gamas de efeitos 

produzidos pelas diferentes cepas como enzimas, ácidos orgânicos, 

bacteriocinas e outros compostos possivelmente benéficos para 

manutenção de qualidade de água e saúde animal. 

Neste teste qualitativo, foi utilizada a técnica de estria cruzada 

“Cross streak” (MADIGAN et al., 2002) para verificar o antagonismo 

entre as cepas de Bacillus sp. Cada cepa de Bacillus sp. foi incubada em 

10 mL de caldo de cultura bacteriológico BHI a 30°C por 24 h. Passado 

esse período, com auxilio de alça de platina, foi retirada uma alíquota do 

tubo de ensaio contendo a bactéria para ser então semeado em placas de 
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Petri contendo meio de cultura bacteriológico TSA, pela técnica de 

estrias, sendo que cada cepa de Bacillus sp. foi semeada com o intuito 

de formar cruzamentos nas placas.  Este teste foi realizado em triplicata. 

4.2.5. Produção de protease 
Todas as bactérias isoladas foram testadas para produção de 

protease usando placas de Ágar de Leite Desnatado e incubadas a 40°C, 

a produção da enzima foi calculada após 24 h (OCHOA-SOLANO & 

OLMOS- SOTO, 2006). A zona clara ao redor da colônia foi medida 

com auxílio de um paquímetro. 

4.2.6. Formação e manutenção de agregados microbianos (bioflocos) 

gerados no sistema superintensivo de cultivo de pós-larvas de 

camarão marinho 

Para o ensaio de formação e manutenção do bioflocos foram 

utilizados doze aquários retangulares (35 cm × 70 cm × 25 cm) com 

capacidade de 60 L, os aquários estavam equipados individualmente 

com sistema de aeração através do uso de pedra porosa e controle 

térmico com aquecedores (Roxin
TM 

HT-1900) de 100W, mantendo a 

temperatura a ±28°C, através de termostatos. Os tratamentos foram 

mantidos sem troca de água, havendo somente a reposição da água 

perdida por evaporação, cerca de 1% por semana. O ensaio teve duração 

de 22 dias, consistindo de dois tratamentos e um grupo controle. O 

primeiro tratamento consistia de um mix de micro-organismos isolados 

do bioflocos na concentração 1×10
4
 UFC.mL

-1 
(cepas utilizadas: 

Bacillus thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06, Bacillus licheniformis 

CPQBA 571-12 DRM 07, Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 

08 e Bacillus cereus CPQBA 571-12 DRM 09) e o segundo tratamento 

com o produto comercial Comambio
® 

(Comam, São Paulo, Brasil) na 

concentração de  1×10
4
 UFC.mL

-1
, que contém em sua fórmula o 

Bacillus subtilis, Aspergillus níger e Saccharomyces cerevisiae. Os 

tratamentos foram distribuídos aleatoriamente em um delineamento 

unifatorial em quadruplicata. Os aquários foram povoados com 36.000 

pós-larvas (PL 10) de camarões marinhos (L. vannamei) de 

aproximadamente 0,002087±0,000196 g. A água dos aquários foi 

fertilizada quatro dias antes do povoamento com melaço de cana e ração 

na proporção carbono e nitrogênio de 15:1. Os camarões foram 

alimentados cinco vezes ao dia (09:00; 11:00; 13:00; 15:00; 17:00) com 

ração específica para esta fase de desenvolvimento (EPAK PL:XL e 

EPAK XL, INVE, EUA). 

Os micro-organismos isolados do sistema superintensivo de 

camarões marinhos com bioflocos microbianos (Bacillus spp.) foram 
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cultivados em frascos de 100 mL esterilizados com caldo bacteriológico 

BHI durante 24 h a 30°C em estufa bacteriológica. O produto comercial 

Comambio
®
 (Bacillus subtilis, Aspergillus níger e Saccharomyces 

cerevisiae) não precisou ser cultivado em meio de cultura bacteriológico 

sendo utilizado em sua forma comercial em pó. Posteriormente, os 

micro-organismos foram separados dos meios de cultura por 

centrifugação a 4000 ×g durante 30 min a 4°C. O precipitado foi 

ressuspenso em água salina estéril com 3% de NaCl (Synth
®
, Diadema, 

SP) e foi ajustada a concentração para 10
4
 UFC.ml

-1
, para cada 100 mL 

de água destilada como solução estoque. Após o preparo das soluções, 

as mesmas foram adicionadas na concentração de 10
4
 UFC.ml

-1
 nos 

aquários de cultivo de pós-larvas. Foram analisados os parâmetros 

microbiológicos da água de cultivo em bioflocos. Amostras de 10 mL de 

água de cada tratamento foram coletadas a cada cinco dias do 

experimento com auxílio de tubos de ensaio estéreis de 15 mL com 

tampa de rosca para a realização da contagem microbiológica da água 

(contagem de bactérias heterotróficas viáveis e vibrionáceas). Amostras 

de 1 mL foram inoculadas em diluições seriadas através de tubos de 

solução salina (3% NaCl) e 100 µL das amostras foram semeadas em 

placas de Petri contendo meio de cultura bacteriológico Agar Marinho e 

Agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS) para contagem de bactérias 

heterotróficas viáveis e vibrionáceas, respectivamente. Posteriormente 

foram incubadas em estufa bacteriológica a 30°C por 24 h e realizada 

sua contagem no dia seguinte através do método de contagem das placas 

em unidades formadoras de colônia (UFC.mL
-1

). 

4.2.7. Delineamento Experimental  
Para o experimento de engorda em água clara foram utilizados 

camarões marinhos da espécie L. vannamei provenientes do Laboratório 

de Camarões Marinhos da linhagem SPF (livre de patógenos 

específicos) adquiridas da Empresa Genearch Aquacultura Ltda.  

O delineamento experimental foi totalmente ao acaso, sendo um 

grupo tratado com dieta suplementada com Bacillus spp. (1,15×10
4
 

UFC.g
-1

) e o grupo controle, todos em quadruplicata. A água dos 

tanques foi renovada, diariamente a uma taxa de 50%, para a retirada de 

restos de alimento, fezes e mudas. Os camarões de cada unidade 

experimental foram alimentados quatro vezes ao dia (8:00, 12:00, 14:00 

e 17:00 h) utilizando bandejas de alimentação com 6% da biomassa de 

cada tanque. Após 1 hora, a sobra de ração era checada e os cálculos de 

ajuste de alimentação eram refeitos somente depois de duas 

alimentações de acordo com a taxa de consumo. 
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4.2.8. Experimento de engorda 

A dieta foi elaborada usando o software Feedsoft
® 

Professional 

version 3.14 (Feedsoft Corporation, Richardson, TX, USA), de acordo 

com as exigências nutricionais da espécie (NRC, 2011; ZHOU et al., 

2012; XIE et al., 2012). A formulação e composição centesimal da deita 

em porcentagem de matéria seca estão apresentadas na Tabela 1. A 

formulação e extrusão foram efetuadas no Laboratório de Nutrição de 

Organismos Aquáticos (UFSC).  

Tabela 1 – Níveis de inclusão de ingredientes utilizados na formulação 

e a composição centesimal da dieta basal em porcentagem de matéria 

seca para o cultivo de L. vannamei.  

Ingredientes (%) Composição centesimal  (%) 

Farelo de soja
a 

12 Umidade 88,15 

Farelo de trigo
a
 30,51 Proteína Bruta 33,48 

Farinha de resíduo de peixe
a
 35,41 Extrato Etéreo 11,51 

Óleo de fígado de bacalhau
b
 0,98 FDA 10,52 

Óleo de soja
b
 1,45 Cinzas 27,39 

Caulim
c
 14 Fósforo 0,94 

CMC
c
 0,5   

Fosfato monocálcico
c
 2   

Lecitina de soja
d
 1,53   

Premix micro-mineral-vitamínico
e 

1,5   

Vitamina C
a
 0,06   

a 
Nicoluzzi Rações. (Penha, SC) 

b 
Importadora Química Delaware Ltda (Porto Alegre, RS) 

c 
LabSinth

® 
(Diadema, SP) 

d 
IMCOPA Importação, Exportação e Indústria de Óleo S.A. (Araucária, PR)  

e 
Povimix Camarão Intensivo. DSM Produtos Nutricionais Brasil Ltda. (São 
Paulo, SP). Níveis de garantia por Kg do produto (segundo o fabricante): 

Vitamina A, 1.250.000 UI; Vitamina D3, 350.000 UI, Vitamina E, 25.000 UI; 
Vitamina K3, 500,0 mg; Vitamina B1, 5.000,0 mg; Vitamina B2, 4.000,0 mg; 

Vitamina B6, 10,0 mg; Ácido nicotínico, 15.000,0 mg; Vitamina C, 25.000,0 
mg; Colina, 50.000,0 mg; Inositol, 20.000,0 mg; Ferro, 2.000,0 mg; Cobre, 

3.500,0 mg; Cobre quelado, 1.500,0 mg; Zinco, 10.500,0 mg; Zinco quelado, 
4.500,0 mg; Manganês, 4.000,0 mg; Selênio, 15,0 mg; Selênio quelado 15,0 

mg; Iodo, 150,0 mg; Cobalto, 30,0 mg; Cromo, 80,0 mg; Veículo, 1.000,0 g. 
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Foram utilizados oito tanques de fibra de vidro com volume de 850 

L de água (área de fundo de 1,0 m²), povoados com 30 camarões com o 

peso de 3,03±0,11 g. As unidades experimentais estavam localizadas em 

uma estufa com iluminação natural, e a temperatura dos tanques foi 

controlada por um termostato Full Gauge (MT512 RI, Porto Alegre, RS) 

regulado para a manutenção da temperatura a ±28º C através de 

aquecedores de titânio de 1.000 watts de potência. A aeração foi 

mantida constante através de mangueiras de difusão (aero-tube
®
)

 
ligadas 

a um soprador de ar de 7,5 CV (Ibram Indústria Brasileira de Máquinas 

e Equipamento, São Paulo, SP). 

4.2.9. Preparação do inoculo 

Os Bacillus spp. foram incorporados na dieta através da 

centrifugação do inoculo a 4000 ×ǥ por 10 min a 4ºC, posteriormente foi 

realizada a aspersão de 400 mL do inoculo (na concentração de 10
7
 

UFC.mL
-1

) em 400 g de ração, transferida para uma estufa com 

circulação de ar (Marconi, Piracicaba, SP) para a secagem a 30º C por 

24 h, atingindo a concentração de 1,15×10
4 

UFC.g
-1

. Após a secagem, 

foi adicionado em ambas as dietas, 1% de óleo de fígado de bacalhau 

(LabSynth
®
, Diadema, SP) para proteção do pellet. 

4.2.10. Desempenho Zootécnico do camarão 
Biometrias semanais durante o estudo foram realizadas utilizando 

10 camarões por tanque, pesados em balança de precisão com duas 

casas decimais (BEL equipamentos analíticos, Piracicaba, SP) e a média 

das amostras foram adotados como peso semanal. Ao final do 

experimento foram avaliados os seguintes parâmetros zootécnicos: 

Peso médio final (g): Biomassa/Número final de camarões; 

Sobrevivência (%): (Número final de camarões/Número inicial de 

camarões)×100; 

Produtividade (g/m³): Biomassa final/área total; 

Fator de Conversão Alimentar (FCA): Alimento ofertado (g)/ganho 

de peso (g); 

Taxa de Crescimento Específico (TCE): 100×(ln Peso final – Peso 

inicial)/dias de cultivo; 

Ganho de Peso Semanal (g): (Peso médio final – Peso médio 

inicial)/semanas de cultivo; 

4.2.11. Análise dos parâmetros físico-químicos 
Foram monitorados duas vezes por dia o oxigênio dissolvido e a 

temperatura e uma vez por semana a amônia, nitrito e nitrato e o pH. O 

oxigênio dissolvido e a temperatura da água foram monitorados com um 
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medidor de oxigênio YSI modelo 55. Para o pH foi utilizado um 

pHmetro digital Alfakit AT350 pelo método eletrométrico. As 

concentrações de amônia (NH4+/NH3) - N, nitrito (NO2) - N, nitrato 

(NO3) – N, foram analisados pelo método colorimétrico de acordo com 

procedimento descrito por Strickland & Parsons (1972). 

4.2.12. Parâmetros hemato-imunológicos 

4.2.12.1. Coleta de hemolinfa para preparação do soro 

Para obtenção de soro, a hemolinfa dos camarões de cada tratamento 

(n=20 para cada grupo) foi coletada através de uma seringa (1 ml) com 

agulha (13 x 0,4 mm), inserida na região ventral do primeiro segmento 

abdominal dos camarões. Foram feitos 4 pools de 5 animais por grupo 

analisado. Para a preparação do soro, a hemolinfa coletada foi deixada 

coagular por 2 h a temperatura ambiente. O coágulo formado foi 

quebrado com o auxílio de um bastão de vidro e repetidamente 

centrifugado a 6.000 xg por 10 min. O sobrenadante correspondente ao 

soro (contendo fatores plasmáticos e celulares) foi removido e 

congelado a –20C para uso posterior nos ensaios de concentração 

proteica e atividade da fenoloxidase.  

4.2.12.2. Contagem total de hemócitos (CTH)  
A contagem total de hemócitos (CTH) foi estimada em câmara de 

Neubauer, de modo semelhante à realizada para glóbulos brancos 

(BEÇAK & PAULETE, 1976). Para tal, a hemolinfa dos animais (4 

pools de 5 animais por grupo)  foi coletada em solução fixadora 

constituída de 4% de formaldeído em solução anticoagulante MAS 

(Solução de Alsever Modificada) (336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27 

mM citrato de sódio, 9 mM EDTA, pH 7,2) a uma diluição conhecida.  

4.2.12.3. Atividade da fenoloxidase (PO) 

 A determinação da atividade da PO nas amostras de soro foi 

realizada colorimetricamente, através da formação do pigmento 

vermelho coral DOPA-cromo, proveniente da oxidação do substrato 

enzimático L-DOPA pela PO do soro. Amostras de 50 μl do soro 

previamente diluído (15 x) em TBS (50 mM Tris, 5 mM MgCl2, 10 mM 

CaCl2, 150 mM NaCl, pH 7,4), foram pré-incubadas com um volume 

igual de tripsina (SIGMA) (1mg.mL
-1

), indutor da atividade enzimática, 

durante 5 min a temperatura ambiente, em uma microplaca de 96 poços 

de fundo chato. Nos controles, o indutor ou o soro forma substituídos 

por um volume equivalente de TBS. Em seguida, os poços receberam 50 

μl de L-DOPA (3mg.mL
-1

) e a formação do pigmento DOPA-cromo 

quantificado em leitor de microplacas (Tecan, Barueri, SP) na 
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absorbância de 490 nm, após 5, 10, 15 e 20 min. A atividade enzimática 

da PO foi expressa pela variação da absorbância por minuto e por 

miligrama de proteínas, onde uma unidade da atividade enzimática 

correspondeu ao aumento de 0,001 na absorbância, por min e por 

miligrama de proteína a 20°C (SÖDERHÄLL & HÄLL, 1984). Todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. 

4.2.12.4. Determinação do título aglutinante do soro 

Para determinar o titulo de aglutininas/lectinas, inicialmente 

foram depositados 50 µl de uma solução de TBS (50 mM Tris, 5 mM 

MgCl2, 10 mM CaCl2, 150 mM NaCl, pH 7,4) em todos os poços de 

uma microplaca (fundo em “U”). Em seguida adicionou-se no primeiro 

poço 50 μl do soro previamente diluído (12x) em TBS, seguindo-se de 

uma diluição seriada nos poços subsequentes. Por fim, 50 μl de uma 

solução de eritrócitos de cão a 2% (em NaCl 0,15 M) foram adicionados 

em cada poço e a mistura incubada por 2 h em câmara úmida a 

temperatura ambiente. Nos controles, o soro dos camarões foi 

substituído por TBS. O título aglutinante do soro foi expresso como o 

recíproco da maior diluição ainda capaz de apresentar aglutinação. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 

4.2.12.5. Concentração de proteínas totais no soro (CP) 
 A concentração proteica do soro (4 pools de 5 animais por grupo) 

foi determinada segundo o método de Bradford (1976), utilizando-se 

albumina de soro bovino (BSA) como proteína padrão. Para tal, 20 μl de 

soro (diluído 6000x em água milliQ) foi depositado em poços de uma 

microplaca (fundo chato) e acrescidos de 200 μl de solução de Bradford. 

A mistura foi então incubada por 15 min, a temperatura ambiente e a CP 

determinada após mensurar a absorbância (595 nm), em leitor de 

microplacas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.   

4.2.12.6. Quantificação da produção intracelular de ânions 

superóxido  
A produção de ânion superóxido (O2

-
) pelos hemócitos foi 

quantificada pelo método de redução do NBT (nitro-blue-tetrazolium) 

de acordo com o método adaptado de Guertler et al., 2010. Como 

ativadores celulares foram usados o PMA (Phorbol myristate acetate), a 

laminarina (β-1,3 glicanas) e os LPS (lipopolissacarídeos).  

Brevemente, a hemolinfa foi coletada em solução 

anticoagulante (400 mM NaCl, 100 mM glicose, 30 mM citrato de 

sódio, 10 mM EDTA, 26 mM ácido cítrico, pH 5,5), centrifugada a 800 

xg, por 10 min a 4°C e os hemócitos recuperados e ressuspendidos em 

solução salina para Penaeus (SS-P: 5,4 mM KCl, 2,6 mM MgCl2, 3 mM 
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CaCl2, 400 mM NaCl, 2 mM NaHCO3, pH 7,6). Em seguida, 100 µl da 

suspensão de hemócitos (2,5x 10
6
 cél/mL) foram depositados nos poços 

de uma microplaca estéril de 96 poços (fundo chato) para adesão 

celular. As monocamadas celulares foram lavadas com SS-P, e 

adicionou-se um volume de 100 µL contendo o NBT a 0,3% e um dos 

indutores (concentrações finais: PMA 10 µg/mL, LPS 100 µg/mL, 

laminarina 2 mg.mL
-1

). As monocamadas controle receberam NBT e 

SS-P ou apenas SS-P (branco), sem indutores. Após a incubação, o 

sobrenadante foi removido e as células foram fixadas com metanol 

absoluto. Após secagem, adicionou-se KOH 2M e DMSO para 

solubilizar o precipitado azul de formazan produzido. A produção do 

pigmento púrpura (formazan), gerado pela redução do NBT pelos ânions 

superóxido produzidos, foi então quantificada em uma leitora de 

microplacas a 630 nm. Todos os experimentos foram realizados em 

quintuplicatas. 

4.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados foram submetidos ao teste de homocedasticidade (teste de 

Bartlett, com significância de 5%) e quando esta não foi alcançada os 

dados foram transformados em Log10 (x+1) no caso do peso final e em 

Log10 (x) para o ensaio microbiólogico da água do biofloco. 

Posteriormente foi aplicado ANOVA unifatorial, e caso necessário  

quando detectada diferença de p≥0,05 foi aplicado o teste de separação 

de médias Tukey para os parâmetros zootécnicos e Student Newman 

Keuls (SNK) para o ensaio microbiológico da água do biofloco, todos 

com significância de 5%.  

Os resultados obtidos nos parâmetros hemato-imunológicos 

foram analisados pelo teste-t, sendo admitidas diferenças significativas 

se as médias apresentarem diferenças ao nível de significância de 5%. 

Os valores da atividade aglutinante foram transformados para log2. Os 

resultados obtidos da produção de ânion superóxido foram submetidos à 

análise de variância e às médias comparadas pelo teste de Tukey, 

considerando 5% de probabilidade. Todas as análises foram realizadas 

no programa STATISTICA 12.  

4.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.1. Identificação molecular 
Foram isoladas três bactérias do sistema superintensivo de bioflocos 

microbianos, sendo identificadas molecularmente como Bacillus 

thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06, Bacillus licheniformis CPQBA 

571-12 DRM 07, Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 e uma 
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do decantador de sólidos Bacillus cereus CPQBA 571-12 DRM 09, 

todas Gram-positivas e no formato de bastonete. O cultivo 

superintensivo de flocos microbianos contém uma comunidade 

microbiana diversificada que incluem bactérias patogênicas e 

oportunistas, bem como bactérias benéficas e neutras (SHULZE et al., 

2006). Ballester et al. (2010), observaram que o biofloco é composto de 

detritos de matéria floculada colonizada por bactérias heterotróficas, 

cianobactérias filamentosas, dinoflagelados, ciliados, flagelados e 

rotíferos. Anand et al. (2014), afim de, estimular a formação do 

bioflocos utilizou farinha de trigo como fonte de carbono na proporção 

de 10:1 de Carbono e Nitrogênio para ocorrer a sucessão microbiológica 

e relataram que os principais micro-organismos encontrados foram 

Vibrio, Lactobacillus, Bacillus e fungos. 

4.4.2. Inibição de patógeno 

O Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 07 foi o único 

isolado que apresentou característica inibitória frente ao patógeno V. 
alginolyticus BCCM 2068 com halo de inibição de 20 mm de diâmetro, 

podendo vir a ser uma cepa probiótica em testes in vivo no cultivo de 

camarões marinhos. Uma maneira comum de selecionar candidatas 

probióticas é a realização de testes de inibição in vitro (LUIS-

VILLASEÑOR et al., 2011). Gullian et al. (2004) reportaram que a cepa 

de Bacillus P64 isolada do hepatopâncreas de L. vannamei, teve um bom 

efeito inibitório contra Vibrio harveyi S2 com halo de inibição de 15,3 

mm de diâmetro. Resultados similares tem sido demonstrado por Luis-

Villaseñor et al. (2011) com Bacillus spp. utilizando o patógeno V. 
parahaemolyticus (CAIM 170) e V. harveyi (CAIM 1793) com halo de 

inibição de 11-17,5 mm de diâmetro, respectivamente.  Os efeitos 

inibitórios de Bacillus são atribuídos à capacidade dessas bactérias em 

secretar substâncias, tais como: toxinas, enzimas bacteriolíticas, 

subprodutos das vias metabólicas primárias, substâncias antibióticas e 

bacteriocinas que poderão exercer efeito bactericida ou bacteriostático 

sobre uma ampla gama de bactérias Gram positivas e Gram negativas, 

que também explica o efeito inibitório sobre o Vibrio (SCHULZ et al., 

2005). 

4.4.3. Antagonismo entre as cepas isoladas 
O teste de atividade antagonista entre as cepas isoladas não 

demonstrou qualquer efeito inibitório entre as cepas. Isto demonstra seu 

potencial para ser utilizado em conjunto, o que aumentaria seu poder 

inibitório contra patógenos e a sua produção de compostos voláteis 

(GULLIAN et al., 2004). 
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4.4.4. Produção de protease 

No teste de produção de protease foi observada a presença de uma 

zona clara ao redor do meio de cultura de Leite Desnatado, o que sugere 

a produção de protease pela bactéria. O Bacillus cereus CPQBA 571-12 

DRM 09 apresentou o maior halo com 1,8 cm de diâmetro, seguido pelo 

Bacillus thuringiensis CPQBA 571-12 DRM 06 com 1,75 cm, Bacillus 
licheniformis CPQBA 571-12 DRM 07 com 1,62 cm e o Bacillus 
licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 com 1,4 cm. 

Dentre as diversas substâncias produzidas pelas bactérias, as 

enzimas são as que despertam maior interesse comercial, sendo as 

enzimas proteolíticas em destaque, principalmente as encontradas no 

gênero Bacillus sp. (KUMAR & TAKAGI, 1999). Além do efeito 

inibitório contra bactérias patogênicas, as enzimas produzidas pelas 

bactérias podem complementar a atividade da protease do camarão, 

aumentando a digestibilidade dos alimentos. Isto também pode ser 

explicado devido ao fato de que essas enzimas probióticas têm atividade 

em um intervalo de pH mais amplo do que as enzimas encontradas no 

trato digestivo do camarão (OCHOA-SOLANO & OLMOS- SOTO, 

2006). Bacillus spp. isolados de soja fermentada apresentaram produção 

de protease em testes in vitro com halos de 1,0-4,8 cm (LIU et al, 2009), 

assim como Ochoa-Solano & Olmos-Soto (2006) isolaram Bacillus spp. 

de ambiente marinho e observaram uma produção de protease com halo 

de 0,7-1,0 cm² com diferentes meio de cultura utilizados. A produção de 

protease está intimamente influenciada por fatores físicos como pH, 

temperatura e tempo de incubação, além de fatores como componentes 

do meio e a presença de íons metálicos (JOHNVESLY & NAIK, 2001). 

4.4.5. Formação e manutenção de agregados microbianos (bioflocos) 

gerados no sistema superintensivo de cultivo de pós-larvas de 

camarão marinho 
O oxigênio dissolvido dos aquários no ensaio de formação e 

manutenção de agregados microbianos ficou entre 5,80 e 5,84 mg.L
-1

 e a 

temperatura ficou entre 26,7 e 29,6°C em todos os tratamentos e o 

controle. Foi observada diferença significativa (p=0,017) somente na 

contagem microbiológica da água no sétimo dia de ensaio, onde a 

contagem total de Vibrio spp. na água foi inferior nos grupos tratados 

com Bacillus spp. (1×10
4
 UFC.mL

-1
) e com o produto comercial 

Comambio (1×10
4
 UFC.mL

-1
) do que no controle (Figura 1), não houve 

diferença estatística na contagem total de bactérias heterotróficas 

viáveis. Esses resultados corroboram com os dados de inibição in vitro 

de Vibrio alginolyticus pelos Bacillus spp. isolados. Diversos estudos 
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foram realizados com Bacillus spp., sendo conhecida a inibição de 

patógenos em cultivos de peixes e camarões, através de seu efeito 

indireto na melhoria de qualidade de água e do solo. Bacillus subtilis, 

Bacillus cereus e Bacillus licheniformis apresentaram a redução 

sinérgica na carga de patógenos e nas concentrações de resíduos de íons 

in vitro e in vivo em cultivo de peixes ornamentais Cyprinus carpio 

(LALLOO et al., 2007). Aplicações semanais do biorremediador 

comercial (BZT aquaculture), com estirpes de Bacillus e Nitrobacter, 

reduziram o número de espécies de Vibrio em comparação ao controle 

(sem adição do produto) e também aumentaram a sobrevivência e 

produção do Penaeus monodon (JANEO et al., 2009). Nimrat et al. 

(2008) observaram que o tratamento com secagem do solo e a adição do 

produto comercial (A Probiotic), sendo o Bacillus spp. o principal 

micro-organismo, diminuíram a contagem de espécies de Vibrio e 

Pseudomonas em solos de fazenda de Penaeus monodon. A utilização 

de consórcios de Bacillus pumilus e microalgas perifíticas no cultivo de 

Penaeus monodon diminuiu a contagem de Vibrio comparados ao 

controle (BANERJEE et al., 2010). Portanto, a aplicação de micro-

organismos para reduzir o número de bactérias patogênicas oferece uma 

grande vantagem aos cultivos de camarões marinhos. 
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Figura 1 - Concentração de Vibrio spp. na água de cultivo de pós-larvas 

de L. vannamei no sistema superintensivo de flocos microbianos 

avaliada no sétimo dia de ensaio sob condições de 28,3±0,49ºC de 

temperatura e 5,82±0,29 mg.L
-1

 de O2. 

 
Letras sobrescritas diferentes indicam diferença significativa pelo teste SNK de 

separação de média (p<0,05) entre o grupo tratado com dieta suplementada com 
probiótico Bacillus spp. e o controle. 

4.4.6. Parâmetros físico-químicos 
Não houve diferença estatística na temperatura, oxigênio 

dissolvido, pH, amônia total, nitrito e nitrato entre o grupo alimentado 

com dieta suplementada com probiótico Bacillus spp. (1,15×10
4
 UFC.g

-

1
) e o controle (p≥0,05). Os parâmetros físico-químicos encontrados 

neste estudo estão dentro das condições ideais para o cultivo de L. 

vannamei (LOURENÇO et al., 2009). 

4.4.7. Resultados Zootécnicos 
Após 42 dias de cultivo, onde os animais atingiram o peso de 10 g 

(valor comumente utilizado em uma engorda comercial), não foram 

observadas diferenças estatísticas (p≥0,05) nos parâmetros zootécnicos 

(peso final, sobrevivência, produtividade, fator de conversão alimentar, 

taxa de crescimento específico e ganho de peso semanal) entre o grupo 

alimentado com dieta suplementada com probiótico Bacillus spp. 

(1,15×10
4
 UFC.g

-1
) e o controle (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Parâmetros zootécnicos: peso final (g), sobrevivência (%), 

produtividade (g/m³), fator de conversão alimentar (FCA), taxa de 

crescimento específico (g) e ganho de peso semanal (g) do cultivo de 

camarões L. vannamei em água clara com dieta suplementada com 

Bacillus spp. e o controle durante os 42 dias de experimento. 

Parâmetros Zootécnicos 
Probiótico 

Bacillus spp. 
Controle 

Peso inicial (g) 3,03±0,12
 

3,03±0,12
 

Peso final (g) 10,8±0,18
 

10,42±0,03
 

Sobrevivência (%) 95,8±3,19
 

99,2±1,66
 

Produtividade (g/m³) 362,6±26,0
 

375,2±36,5
 

Fator de Conversão Alimentar (FCA) 

Taxa de Crescimento específico (g) 

2,18±0,21 

2,97±0,11 

1,96±0,15 

2,93±0,18
 

Ganho de Peso Semanal (g) 1,23±0,03
 

1,17±0,13
 

Letras sobrescritas diferentes indicam diferença significativa pelo teste de 

Tukey de separação de média (p>0,05) entre o grupo tratado com dieta 
suplementada com probiótico Bacillus spp. e o controle. 

Zokaeifar et al. (2012) avaliaram a inclusão da mistura de duas 

cepas de Bacillus subtilis (L10 e G1) em duas doses 10
8
 e 10

5
 UFC.g

-1
 

na ração para L. vannamei durante oito semanas de cultivo e não 

observaram diferença estatística no fator de conversão alimentar entre os 

grupos tratados com probiótico e o controle, porém houve diferença 

estatística no peso final dos grupos tratados com probiótico e nos demais 

índices: taxa de crescimento específico e sobrevivência, quando 

suplementado na concentração 10
8
 UFC.g

-1
.   

Gullian et al., (2004) observaram diferença estatística no peso 

de camarões L. vannamei inoculando bactérias probióticas Bacillus P64, 

Vibrio P62 e V. alginolyticus (Ili) na concentração de 10
7
 UFC.mL

-1
 na 

água do cultivo. Assim como Rengpipat et al., (1998) reportaram um 

maior crescimento e uma maior sobrevivência em pL 30 de P. monodon 

usando Bacillus S11 como probiótico na ração, após 100 dias de cultivo. 

Os resultados obtidos nesse estudo podem estar relacionados 

com a baixa concentração do probiótico na ração e as boas condições 

experimentais. Visto que, Liu et al. (2009) testaram B. subtilis em três 

concentrações 10
6
, 10

7
, 10

8
 UFC.g

-1
 na ração para L. vannamei e 

observaram excelentes resultados no crescimento somente no grupo 

tratado com 10
8
 UFC.g

-1
 na ração. 

Para uma maior concentração da bactéria na ração seria 

necessário liofilizá-la ou adicionar o meio de cultura na ração, o que não 

foi possível de ser efetuado neste estudo.  
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4.4.8. Parâmetros hemato-imunológicos 

 A contagem total de hemócitos (CTH) foi significativamente 

superior (p<0,05) no grupo alimentado com dieta suplementada com 

probiótico Bacillus spp. (1,15×10
4
 UFC.g

-1
) comparado ao controle 

(Figura 2a), corroborando com os resultados encontrados por Li et al., 

(2007a) que adicionaram Bacillus licheniformis em três concentrações 

na água de cultivo de L. vannamei. De acordo com Jiravanichpaisal et 
al. (2006), o aumento da CTH pode proporcionar uma maior proteção 

dos crustáceos contra infecções, visto que, os hemócitos são os 

principais responsáveis pelas diferentes reações imuno-celulares.  

A concentração de proteínas totais no soro (CP) foi 

significativamente maior (p<0,05) no grupo tratado com dieta 

suplementada com probiótico Bacillus spp. comparado ao controle 

(Figura 2b). Gullian et al., (2004) e Li et al., (2007a) não observaram 

diferença significativa na concentração de proteínas totais no plasma de 

camarões L. vannamei alimentados com Bacillus sp.  

A atividade da fenoloxidase (PO) apresentou diferença estatística 

(p<0,05), sendo menor no grupo tratado com dieta suplementada com 

probiótico (Bacillus spp.) comparada ao controle (Figura 2c). Em 

contraste aos resultados encontrados, Gullian et al., (2004) e Li et al., 
(2007a) observaram um aumento da atividade da fenoloxidase em 

camarões alimentados com probiótico, assim como Chiu et al., (2007), 

Li et al., (2009b) e Tseng et al., (2009) relataram um aumento na 

atividade da fenoloxidase dos grupos tratados com probióticos somente 

depois de desafiar o camarão com Vibrio spp. e Vírus da Síndrome da 

Mancha Branca (WSSV). Portanto, é importante ressaltar que a presença 

de tantas moléculas tóxicas potentes, como as quinonas, hemiquinonas e 

os radicais livres (ROIs e RNIs) em ausência de um processo infeccioso, 

leva a uma sobrecarga energética desnecessária e inútil para o camarão, 

podendo causar danos aos tecidos (BARRACCO et al., 2008). É 

provável que no início do nosso experimento os camarões tenham tido 

uma elevação na atividade da PO, mas como estavam sendo alimentados 

com dieta contendo bactérias durante 42 dias, pode ter acontecido uma 

redução nessa resposta, por estar muito tempo em contato com o padrão 

molecular do patógeno, ao contrário do controle que foi maior.  

A determinação do título aglutinante do soro foi maior (p<0,05) no 

grupo tratado com dieta suplementada com probiótico (Bacillus spp.) do 

que no controle (Figura 2d). Ramírez et al., (2013) também relataram 

um aumento no título aglutinante do soro contra o V. alginolyticus no 

grupo tratado com probiótico (Lactobacillus plantarum) e no grupo 

simbiótico (Lactobacillus plantarum + inulina) antes da infecção. O 
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aumento do título aglutinante reflete no aumento da capacidade de 

reconhecimento destas proteínas nos camarões tratados com dieta 

suplementada com probiótico (Bacillus spp.), pois a lectinas são 

proteínas de reconhecimento padrão (PRP) capazes de aglutinar células 

que apresentam carboidratos em sua composição, tanto de bactérias 

Gram-positivas como de Gram-negativas (BARRACCO et al., 2008). 

Um grupo de aglutininas que se liga a LPS (lipopolissacarídeo) 

bacterianos do tipo LBP foi isolada e caracterizada no lagostim P. 

leniusculus (KOPÁCEK et al., 1993), nos camarões F. californiensis 
(VARGAS-ALBORES et al., 1993), L. schmitti (COMINETTI et al., 

2002) e P. monodon (LUO et al., 2006). Todas elas se ligam a LPS, 

sugerindo que tenham um importante papel no controle de infecções 

causadas por bactérias Gram-negativas como as do gênero Vibrio, que 

podem ser patogênicas para camarões. Lectinas de P. monodon 

(RATANAPO & CHULAVATNANOL, 1992; LUO et al., 2006), F. 
californiensis (VARGAS-ALBORES et al., 1993), Parapenaeus 
longirostris (FRAGKIADAKIS & STRATAKIS, 1995) e M. 
rosenbergii (VÁZQUEZ et al., 1997), foram capazes de aglutinar 

diferentes espécies de bactérias, sendo algumas capazes de aglutinar 

espécies patogênicas do gênero Vibrio. 
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Figura 2 – (a) Contagem total de hemócitos (CTH); (b) Concentração 

de proteínas totais no soro (CP); (c) Atividade da fenoloxidase (PO) e 

(d) Determinação do título aglutinante do soro de camarões tratados 

com dieta suplementada com probiótico (Bacillus spp.) e dieta controle 

após 42 dias de experimento. 

 
O asterisco (*) indica diferença significativa entre o grupo tratado com dieta 
suplementada com probiótico Bacillus spp. e o controle (p>0,05). 

A quantificação da produção intracelular de ânions superóxido 

estimulada pelos indutores utilizados só demonstrou diferença 

significativa (p<0,05) no indutor laminarina em relação ao basal no 

grupo controle, enquanto que no grupo tratado com probiótico Bacillus 

spp. todos os indutores foram capazes de aumentar significativamente  

(p<0,05) a produção de O2
-
, exceto o indutor de LPS (Figura 3). 

Portanto, a laminarina foi o melhor indutor para ambos os grupos. 

Guertler et al., (2010) observaram uma maior (p<0,05) produção basal 

de ânion superóxido em animais da espécie L. vannamei visualmente 

debilitados que em animais saudáveis de L. vannamei, L. schmitti, F. 

paulensis. Estes autores também relataram que os indutores que 

apresentaram uma melhor imunoestimulação in vitro foram a laminarina 

(β-1,3 glicanas) e o LPS (lipopolissacarídeo). Resultados semelhantes 

foram vistos por Costa et al., (2009), eles utilizaram zymosan como 

indutor da produção de O2
-
 intracelular em L. vannamei com sinais 

avançados da doença IMNV e observaram um aumento tanto no nível 

basal, quanto após a indução. Neste trabalho, não foram observadas 
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diferenças estatísticas no indutor de LPS, o que seria bastante relevante, 

visto que, o LPS é o componente de bactérias Gram-negativas, que são 

os principais micro-organismos patogênicos para o camarão, como por 

exemplo, as vibrionáceas. Possivelmente estes resultados estão 

relacionados ao sistema de bioflocos que os camarões estavam sendo 

mantidos antes do experimento, onde há uma considerável quantidade 

de bactérias na água, o que pode explicar uma baixa resposta dos 

animais quando submetidos ao indutor de LPS.  

Figura 3 - Quantificação da produção intracelular de ânions superóxido 

estimulados por diferentes indutores (Laminarina, LPS e PMA) de 

camarões tratados com dieta suplementada com probiótico (Bacillus 

spp.) e dieta controle após 42 dias de experimento. 

 
O asterisco (*) indica diferença significativa (p<0,05) dos indutores Laminarina, 
LPS e PMA com relação ao basal dentro de cada grupo. 

4.5. CONCLUSÃO 

O Bacillus licheniformis CPQBA 571-12 DRM 07 foi capaz de 

inibir o patógeno V. alginolyticus BCCM 2068 in vitro. Todas as cepas 

isoladas foram capazes de produzir protease em testes in vitro. A 

utilização das cepas isoladas adicionadas na água de cultivo de sistema 

superintensivo diminuiu a concentração de Vibrio spp. na água. A 
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suplementação com probiótico Bacillus spp. na dieta aumentou a 

resposta dos parâmetros hemato-imunológicos nos camarões marinhos. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

- Pesquisas devem ser feitas com diferentes concentrações do probiótico 

Bacillus spp., assim como avaliar outras formas de inclusão do 

probiótico na dieta de L. vannamei. 
- A realização de um teste de infecção com Vírus ou Vibrio depois de 

um período de suplementação na dieta com o probiótico, seria 

interessante para esclarecer os efeitos dessas bactérias no sistema 

hemato-imunológico do camarão marinho. 

- Outro fator importante na avaliação dos parâmetros hemato-

imunológicos seria a contagem diferencial dos hemócitos, para saber 

quais deles (hialinos ou granulares) o probiótico conseguiu efetivamente 

aumentar. 

- Avaliar os parâmetros hemato-imunológicos com mais frequência e 

não somente no final do experimento, para observar em qual momento 

seria importante aplicar o probiótico. 

- A microscopia eletrônica poderia elucidar ainda mais os resultados, 

sendo também recomendada para outros estudos. 
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