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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os probidticos L. plantarum e
Bacillus spp., de forma conjunta e isolada, na criagcdo de L. vannamei em
sistema de bioflocos sobre os parametros zootécnicos, microbiolégicos e
de qualidade de agua do sistema. O experimento foi conduzido em doze
unidades experimentais de 9.000 litros, contendo 4gua com bioflocos. O
experimento foi conduzido com quatro dietas diferentes: racdo comercial
com probiético L. plantarum (107 UFC g de Lactobacillus plantarum),
racdo comercial com probiético Bacillus spp. (3,3x107 UFC kg™ de
Bacillus spp.), ragdo comercial com probidtico L. plantarum + Bacillus
spp. (107 UFC g* de L. plantarum + 3,3x10” UFC kg de Bacillus spp.)
e racdo controle sem probi6tico. Nos tratamentos com adicdo de Bacillus
spp. na racdo também foi adicionado probidtico na agua do cultivo. Cada
tratamento era composto por trés réplicas, com duracdo de 50 dias de
experimento. Biometrias foram realizadas semanalmente e foram feitas
analises dos parametros de qualidade de agua das unidades experimentais,
aos 30 e 50 dias de experimento foram amostrados tratos digestivos de 10
camardes de cada tratamento e 10 ml da agua do cultivo de cada tanque
para a analise da agua. Ao final do experimento, foram encontradas
diferencas estatisticas nos parametros zootécnicos, na qualidade de agua
e nas contagens de Vibrio spp. nas unidades experimentais do tratamento
L. plantarum + Bacillus spp., onde a sobrevivéncia e FCA foram
significativamente menores e as concentragbes de nitrito bem maiores.
Com isso conclui-se que o uso combinado de dois diferentes probidticos
ndo alteraram de forma positiva o desempenho dos camardes.

Palavras Chaves: Aquicultura, bactérias probidticas, microbiologia,
Litopenaeus vannamei, sistema BFT.






ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the probiotics L. plantarum
and Bacillus spp., in a combined and isolated, in the rearing of L.
vannamei in a biofloc system on the growth performance, microbiological
and water quality parameters of the system. The experiment was
conducted in twelve experimental units of 9,000 liters, containing water
with biofloc. The experiment was conducted with four different diets:
commercial diet with probiotic L. plantarum (107 CFU g?! of
Lactobacillus plantarum), commercial diet with probiotic Bacillus spp.
(3.3x107 UFC kg of Bacillus spp.), Commercial diet with probiotic L.
plantarum + Bacillus spp. (107 CFU g from L. plantarum + 3.3x10” UFC
kg™ from Bacillus spp.) and control feed without probiotic. In the
treatments with the addition of Bacillus spp. in the feed, probiotic was
also added in the culture water. Each treatment consisted of three
replicates, with a duration of 50 days of experiment. Weekly, a sample of
animals were weighted in all tanks and analysis of the water quality
parameters of the experimental units were performed. At 30 and 50 days
of the experiment, 10 shrimp from each treatment and 10 ml of the culture
water of each tank were sampled for water analysis. At the end of the
experiment, statistical differences in growth performace, water quality
and Vibrio spp. in the experimental treatment units L. plantarum +
Bacillus spp., where survival and FCA were significantly lower and nitrite
concentrations were higher. Therefore, it was concluded that the
combined use of two different probiotics did not positively alter the
performance of shrimp.

Keywords: aquaculture, probiotic bacteria, microbiology, Litopenaeus
vannamei, BFT system.
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura

A aquicultura é a atividade agropecuaria que mais cresce em
termos de resultados produtivos e sua expansdo tem acompanhado a
intensificacdo dos cultivos nas Gltimas décadas (FAO, 2016). O camarao-
branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) € uma das espécies mais
cultivadas dadas caracteristicas como seu rapido crescimento, sua
capacidade de adaptacdo a variacbes ambientais e produtividade
(LOEBMANN et al., 2010). Porém, dados oficiais divulgados em 2017
(PPM/IBGE) apontaram que neste ano, a produ¢do nacional de camardo
apresentou uma reducéo de 21,4% em relagdo a 2016, produzindo 41 mil
toneladas.

Mesmo sendo o camardo marinho um produto de elevado valor
nutritivo e econbmico, as enfermidades que tém acometido os cultivos
sdo um dos fatores que afetam negativamente as perspectivas futuras
desse setor (FAO, 2016). A intensificacdo dos cultivos em conjunto com
praticas de manejo inadequadas resulta na deterioracdo das condicdes
ambientais do cultivo e tem sido muitas vezes associada a alta incidéncia
de enfermidades (Mohapatra et al. 2013).

Estas doencas sdo agentes limitantes da producdo, e podem ser
desencadeados pelo uso de pds-larvas infectadas, eventos climaticos
inadequados para a espécie, deficiéncia nutricional, compostos toxicos na
agua, eutrofizacdo e acUimulo de matéria organica nos viveiros
(KAUTSKY et al., 2000). Altas taxas de mortalidade, baixo crescimento
e deformidades sdo alguns dos problemas enfrentados pelos produtores
de camardo e que causam grandes perdas econdémicas nos cultivos (MINE
& BOOPATHY, 2011). Entre as enfermidades virais, destacam-se o virus
da mancha branca (WSSV), virus da taura (TSV), virus da cabeca amarela
(YHV), virus da mionecrose infecciosa (IMNV) e virus da infeccdo
hipodermal e necrose hematopoiética (IHHNV), sdo grandes causadores
de mortalidades nos cultivos de camarao.

Contudo, perdas substanciais na producdo também podem ocorrer
devido a bactérias, fungos e parasitas (LIGHTNER, 2005), sendo as
bactérias identificadas como uma das principais fontes de perdas de
producdo na inddstria da carcinicultura (LIM et al., 2010). Entre as
bactérias que desencadeiam enfermidades, atencdo especial tem sido dada
a Vibrio parahaemolyticus, responsavel por significativas perdas na
producdo de camardes, sendo descrita como o principal agente etioldgico
causador da necrose aguda do hepatopancreas (AHP=ND) ou sindrome
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da mortalidade precoce (EMS, Early Mortality Syndrome) (Tran et al.,
2013).

Como a utilizacdo de antibi6ticos tem sido uma alternativa cada
vez menos recomendavel por serem comuns 0s casos de resisténcia
bacteriana a estas moléculas, aumentou assim a demanda por formas
alternativas de controle (ROCHA et al., 2016; STALIN e SRINIVASAN,
2016). Na procura de solucfes aos problemas de enfermidades, vem se
destacando a utilizacdo de aditivos nas dietas e o uso de sistemas
bioseguros.

Sistema de bioflocos

A bioseguridade nos cultivos se tornou a preocupacao central dos
produtores de camardo, e com isso novas estratégias de producdo
surgiram. Tecnologias avangadas como o sistema de bioflocos (BFT) tém
sido uma forte alternativa para aumentar a produtividade e garantir a
bioseguridade dos cultivos. O BFT é um sistema fechado, com pouca ou
nenhuma renovacdo de agua, a qual permite uma elevada densidade de
estocagem de camardes (Burford et al., 2004).

Para que a renovagdo de agua possa ser reduzida ou cessada
totalmente, torna-se fundamental o controle da amonia resultante do
catabolismo proteico. Nesses sistemas, 0 acimulo de amdnia é controlado
basicamente por duas rotas: 1) pela manipulacdo da relacdo
carbono/nitrogénio que torna mais eficiente o processo de retirada do
excesso de nitrogénio pelas bactérias heterotréficas (Avinimelech, 1999;
Mclntosh, 2001); 2) pelas bactérias quimioautotroficas, reponsaveis pela
nitrificacdo no sistema através da oxidacdo da aménia em nitrito e
posteriormente em nitrato. As bactérias heterotréficas utilizam o carbono
organico disponivel como fonte de energia e assimilam nitrogénio para
formacdo de proteinas celulares (RAY & LOTZ, 2014) e as bactérias
nitrificantes usam a aménia como fonte de energia (Cohen et al. 2005).

O sistema de producdo em bioflocos atua como filtro organico que
estimula o aparecimento de uma comunidade microbiana capaz de
degradar matéria organica. Os microrganismos presentes no BFT
colonizam os substratos e assimilam os componentes nitrogenados e,
assim, formam-se os flocos microbianos. Os flocos sdo agregados
compostos por fitoplacton, zooplancton, protozoarios, bactérias e detritos
(Burford et al., 2004). A comunidade microbiana pode ser administrada
de formas diferentes, de modo que um manejo adequado influenciara
diretamente a composicdo e a densidade bacteriana do meio.
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Diversas pesquisas visando a otimizacéo do sistema foram e estéo
sendo desenvolvidas, tais como: densidade de estocagem ideal (Lorenzo
et al., 2015), diferentes fontes de fertilizagdo organica (Zhao et al., 2016),
controle de sélidos (Schveitzer et al., 2013), uso de substratos verticais
(Rezende et al., 2018), manejo alimentar (Lara, 2016), entre outros.
Contudo, o cultivo em sistema de bioflocos ainda é recente e necessita de
adaptacdes e um maior conhecimento, para prosseguir o desenvolvimento
sustentivel do sistema.

Visto que este € um sistema de producdo que estimula o
aparecimento de uma comunidade microbiana, os sistemas de bioflocos
se tornam também suscetiveis a surtos de organismos nocivos. As
bactérias do género Vibrio sdo consideradas patdgenos oportunistas ou
secundarios e estdo naturalmente presentes no ambiente de cultivo. Este
patégeno é altamente capaz de se aproveitar de alteragdes no sistema e
ocupar nichos ecolégicos relacionados ao uso da &gua como ambiente de
cultivo em sistemas de aquicultura (Skjermos & Vadstein, 1999).

Diversas espécies de Vibrio ja foram reportadas como patogénicas
para camardes como Vibrio damsela (SONG et al., 1993), V. harveyi
(PASHARAWIPAS et al, 2005), V. orientalis (ABRAHAM,
PALANIAPPAN, 2004), V. alginolyticus (HSIEH et al., 2008), V.
furnissii e V. parahaemolyticus (SUNG ET AL., 1999). Algumas destas
espécies podem afetar o cultivo de camardes em decorréncia de condices
de estresse (LIU etal., 2009), tais como baixas concentragdes de oxigénio
e altas densidades de estocagem (Nunes & Martins 2002; Brown et al.,
2012) causando mortalidades massivas de camardes produzidos em
diversas localidades (Soto-Rodriguez et al., 2012).

Sendo assim, com a finalidade de conciliar a intensificacdo dos
cultivos com a biosseguranca e diminuir o uso de antibioticos, tém-se
incentivado o desenvolvimento e implantacdo de novas praticas de
producdo. Pesquisas sobre o efeito de probidticos em sistemas de cultivo
em bioflocos ja vem sendo feitas, por exemplo, Krummenauer et al.
(2014a) utilizaram em um cultivo infectado com V. parahaemolyticus, a
inoculagdo com um probidtico, que suprimiu esse patdgeno e melhorou
significativamente o crescimento e a sobrevivéncia de Litopenaeus
vannamei.

Probidticos

S0 muitos os relatos positivos sobre 0 uso de probidticos para o
cultivo de organismos aquaticos. O sucesso no seu uso depende
diretamente da espécie de bactéria, a quantidade administrada e a
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metodologia utilizada, bem como as condicdes do hospedeiro e sua
microbiota intestinal e das condi¢Ges da agua e tecnologias empregadas
no cultivo. (FECKANINOVA et al., 2017).

Existem muitas defini¢des de probioticos. Verschuere 2000 definiu
o conceito de probidticos como “miCro-organismos vivos que auxiliam
beneficamente o hospedeiro pela modificacdo da comunidade microbiana
deste, melhorando a resposta contra patégenos e aprimorando a qualidade
do ambiente do hospedeiro.” Muitos autores ndo concordam com essa
definicdo, por acreditarem que bactérias que atuam na qualidade de agua
e decompdem a matéria organica sdo biorremediadoras ou de biocontrole.

Por outro lado, Gatesoupe 1999 definiu como probidtico
“microrganismo vivo que, ao ser ministrado, coloniza o trato digestorio
dos animais de cultivo com o objetivo de melhorar a salde desses
animais”. Sendo o trato intestinal a rota de transmissdo priméria no
processo de infecgdo por patdgenos (De Schryver and Vadstein, 2014), as
bactérias probitticas podem competir com potenciais patdégenos por
nutrientes (Gatesoupe, 1999) ou por sitios de adesdo no trato intestinal.

Partindo da ideia de que algumas bactérias probiéticas atuam na
colonizacdo do trato e que outras também podem degradar a matéria
organica ao mesmo tempo em que ajudam as enzimas digestivas, dois
grupos de bactérias tém sido muito usados como probidtico para a
aquicultura: as espécies do género Bacillus e as bactérias acido lacticas.

Diversas espécies de Bacillus isoladas de cultivo de camardo foram
capazes de inibir in vitro V. harveyi e V. alginolyticus, como também
tiveram a capacidade de reduzir as popula¢tes de Vibrio spp. no sistema
de cultivo obtendo uma melhor resposta imunolégica do camarédo
(Ferreira et al., 2015). Adicionalmente, alguns autores relatam que
Bacillus é capaz de melhorar a qualidade da agua de cultivo ajudando na
degradacdo da matéria organica do sistema (VERSCHUERE et al., 2000).

Este grupo de bactérias possui uma grande vantagem com relacéo
aos outros, que é a facilidade de ser produzida em escala e sua capacidade
de esporulacdo, facilitando assim a inclusdo em dietas e produtos
comerciais (OCHOA-SOLANO et al., 2006).

Lactobacillus é o género de bactérias acido lacticas mais utilizado
atualmente, e a espécie Lactobacillus plantarum é um forte exemplo no
emprego de bactérias lacticas como probidtico para algumas espécies de
organismos aquaticos (Vine et al., 2006), isso se explica por serem de
facil  multiplicacdo,  produzirem  compostos  antimicrobianos
(bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, &cidos orgénicos e cido lactico)
e por estimularem a resposta imune ndo especifica nos hospedeiros
(Gatesoupe, 2008).
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De acordo com Vieira (2010), o uso de dieta suplementada com L.
plantarum modificou a microbiota bacteriana intestinal de camardes em
condicdes de fazenda comercial, diminuindo a populagéo de Vibrio spp.
e aumentando a de bactérias &cido lacticas, resultando em maior
sobrevivéncia e eficiéncia alimentar dos camardes ao final do cultivo.
Outros trabalhos também relatam o beneficio para L. vannamei, do uso
destas cepas suplementadas a dieta (Ramirez et al., 2006; Vieira et al.,
2008, 2010). Porém, sua maior desvantagem esta na auséncia de esporos,
que dificulta sua incluséo e durabilidade em dietas comerciais.

Na aquicultura, o uso de mais de um probidtico no cultivo ndo tem
sido intensivamente estudado até o momento. Apesar de varios estudos
evidenciarem bons resultados no uso dos dois probidticos separados,
pouco se sabe da utilizacdo conjunta dos dois grupos.

1.1  Objetivos
Objetivo Geral

Avaliar os probidticos L. plantarum e Bacillus spp., de forma
conjunta e isolada, na criacdo do camarao-branco-do-pacifico em sistema
de bioflocos.

Objetivos Especificos

Avaliar o0 uso dos probiéticos L. plantarum (suplementado na
dieta) e Bacillus spp. (adicionado na agua e suplementado na dieta) na
criacdo do camardo-branco-do-pacifico em sistema de bioflocos sobre:

a) Parametros zootécnicos (sobrevivéncia, crescimento, fator de

conversao alimentar, produtividade, crescimento semanal);

b) Microbiota bacteriana do trato digestdrio dos camardes;

c) Qualidade da agua.

1.2  Estrutura do trabalho

Formatado segundo as normas da revista Boletim do Instituto de
Pesca (B1, ISSN 0046-9939).
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2 ARTIGO CIENTIFICO

DESEMPENHO DO CAMARAO-BRANCO-DO-PACIFICO
ALIMENTADO COM RACAO SUPLEMENTADA COM OS
PROBIOTICOS Lactobacillus plantarum E Bacillus spp. EM
SISTEMA DE BIOFLOCOS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os probidticos L. plantarum e
Bacillus spp., de forma conjunta e isolada, na criagcdo de L. vannamei em
sistema de bioflocos sobre os parametros zootécnicos, microbiol6gicos e
de qualidade de agua do sistema. O experimento foi conduzido em doze
unidades experimentais de 9.000 litros, contendo agua com bioflocos. O
experimento foi conduzido com quatro dietas diferentes: racdo comercial
com probiético L. plantarum (107 UFC g de Lactobacillus plantarum),
racdo comercial com probiético Bacillus spp. (3,3x107 UFC kg de
Bacillus spp.), racdo comercial com probiético L. plantarum + Bacillus
spp. (107 UFC g* de L. plantarum + 3,3x10” UFC kg de Bacillus spp.)
e racdo controle sem probi6tico. Nos tratamentos com adicdo de Bacillus
spp. na racdo também foi adicionado probidtico na dgua do cultivo. Cada
tratamento era composto por trés réplicas, com duragdo de 50 dias de
experimento. Biometrias foram realizadas semanalmente e foram feitas
analises dos parametros de qualidade de agua das unidades experimentais,
aos 30 e 50 dias de experimento foram amostrados tratos digestivos de 10
camardes de cada tratamento e 10 ml da agua do cultivo de cada tanque
para a analise da agua. Ao final do experimento, foram encontradas
diferencas estatisticas nos parametros zootécnicos, na qualidade de agua
e nas contagens de Vibrio spp. nas unidades experimentais do tratamento
L. plantarum + Bacillus spp., onde a sobrevivéncia e FCA foram
significativamente menores e as concentra¢fes de nitrito bem maiores.
Com isso conclui-se que o uso combinado de dois diferentes probidticos
ndo alteraram de forma positiva o desempenho dos camardes.

Palavras Chaves: Aquicultura, bactérias probioticas, microbiologia,
Litopenaeus vannamei, sistema BFT.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the probiotics L. plantarum
and Bacillus spp., in a combined and isolated, in the rearing of L.
vannamei in a biofloc system on the growth performance, microbiological
and water quality parameters of the system. The experiment was
conducted in twelve experimental units of 9,000 liters, containing water
with biofloc. The experiment was conducted with four different diets:
commercial diet with probiotic L. plantarum (107 CFU g?! of
Lactobacillus plantarum), commercial diet with probiotic Bacillus spp.
(3.3x107 UFC kg of Bacillus spp.), Commercial diet with probiotic L.
plantarum + Bacillus spp. (107 CFU g from L. plantarum + 3.3x10” UFC
kg™ from Bacillus spp.) and control feed without probiotic. In the
treatments with the addition of Bacillus spp. in the feed, probiotic was
also added in the culture water. Each treatment consisted of three
replicates, with a duration of 50 days of experiment. Weekly, a sample of
animals were weighted in all tanks and analysis of the water quality
parameters of the experimental units were performed. At 30 and 50 days
of the experiment, 10 shrimp from each treatment and 10 ml of the culture
water of each tank were sampled for water analysis. At the end of the
experiment, statistical differences in growth performace, water quality
and Vibrio spp. in the experimental treatment units L. plantarum +
Bacillus spp., where survival and FCA were significantly lower and nitrite
concentrations were higher. Therefore, it was concluded that the
combined use of two different probiotics did not positively alter the
performance of shrimp.

Keywords: aquaculture, probiotic bacteria, microbiology, Litopenaeus
vannamei, BFT system.
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2.1 INTRODUCAO

Doengas infecciosas e sua alta incidéncia tém resultado em grandes
mortalidades nos cultivos de camardes marinhos. As enfermidades
tornaram-se um grande desafio para os produtores e sdo o principal fator
gue vem afetando negativamente a producdo (FAO, 2016). Da mesma
forma o desenvolvimento acelerado e a intensificacdo dos cultivos
associado a mas praticas de manejo também tem sido responsavel pelo
surgimento de enfermidades, que em geral sdo desencadeadas por
compostos toxicos na agua, eutrofizacdo e acimulo de matéria organica
(KAUTSKY etal., 2000). Deste modo, é imprescindivel a adogao de boas
praticas de manejo e alternativas que contribuam para uma maior
biosseguridade nos cultivos (STENTIFORD, 2012).

Nas Gltimas décadas, tecnologias avancadas como o sistema de
bioflocos tém surgido como alternativa para aumentar a produtividade e
garantir a biosseguridade dos cultivos. Este sistema de producéo atua
como filtro orgénico que estimula o aparecimento de uma comunidade
microbiana capaz manter a estabilidade dos niveis de nutrientes na agua
(WASIELESKY et al., 2006). Os microrganismos presentes no bioflocos
(BFT) colonizam os substratos e assimilam os componentes nitrogenados
e, assim, formam-se os flocos microbianos.

O BFT é um sistema fechado, com pouca ou nenhuma renovacao
de 4gua, a qual permite uma elevada densidade de estocagem de camardes
(Burford et al., 2004). Esse sistema também possibilita maior
biosseguranca, j& que, reduzindo a troca de &gua, reduz-se também a
possibilidade de introducdo de doengas no sistema (Wasielesky et al.
2006). Porém, este é um sistema de producdo que estimula o
aparecimento de uma comunidade microbiana, podendo se tornar também
suscetivel a surtos de organismos nocivos.

Em muitos casos, as mortalidades causadas por bactérias
patogénicas ndo sdo atribuidas a patégenos obrigatdrios especificos, mas
sim a proliferacdo de bactérias patogénicas oportunistas (Defoirdt, 2016).
Dentre as bactérias oportunistas encontradas no sistema de cultivo,
destacam-se as bactérias marinhas do genero Vibrio (Pasharawipas et al.,
2005). A vibriose é uma das doencas bacterianas que causa grandes
perdas econdmicas nos cultivos de camarbes (ADAMS & BOOPATHY,
2013). S&o encontradas na agua e no sedimento, podendo também fazer
parte da microbiota intestinal de camar6es sadios (Dourado, 2009).

Na tentativa de controlar os patégenos responsaveis por
enfermidades, como as causadas por Vibrio, o uso de antibiético se tornou
excessivo, levando a sele¢do de microrganismos resistentes. Com isso, a
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intervencdo  microbiana em  termos de  biorremediagdo,
imunoestimulantes e probidticos tem sido muito recomendada (Panigrahi
e Azad, 2007).

Neste contexto o uso de bactérias probidticas é reconhecido como
uma ferramenta Gtil no combate a tais doencas (ZHOU & WANG, 2012).
Partindo da ideia de que algumas bactérias probidticas atuam na
colonizacdo do trato e que outras também podem degradar a matéria
organica ao mesmo tempo em que ajudam as enzimas digestivas, dois
grupos de bactérias tém sido muito usados como probidtico para a
aquicultura: as espécies do género Bacillus e as bactérias acido lacticas.

As bactérias do género Bacillus sdo as mais utilizadas na
aquicultura, competem por nutrientes e, portanto, inibem o rapido
crescimento de outras bactérias, limitando assim o crescimento de
bactérias resistentes, reduzindo ainda mais a transferéncia de genes
resistentes entre bactérias (Hong, Duc & Cutting 2005). Além disso,
muitos compostos antibioticos diferentes sdo naturalmente produzidos
por uma variedade de espécies de Bacillus (Moriarty, 1998), entre os
antibiéticos destacam-se a bacitracina, polimixina, tirocidina,
gramicidina e circulina (MADIGAN et al., 2004). Sua grande vantagem
é que por ser esporulada possui grande facilidade de ser produzida em
massa e incorporada em produtos comerciais.

A utilizacdo de bactérias acido lacticas tém desempenhado um
papel importante no controle de enfermidades ocasionadas por patégenos,
inibindo-os por meio da producao de compostos antimicrobianos como o
acido lactico, acido acético, perdéxido de hidrogénio e bacteriocinas
(VASQUEZ; GONZALEZ; MURADO, 2005) e por estimularem a
resposta imune nao especifica nos hospedeiros (GATESOUPE, 2008).
Alguns trabalhos ja demonstraram a efetividade de bactérias lacticas na
inibicdo de patégenos em camarfes (CASTEX et al., 2010; VIEIRA et
al., 2013), e, em particular, o uso de L. plantarum como promotor de
resisténcia contra vibrioses em camardes marinhos (CHIU et al., 2007;
VIEIRA et al., 2010).

S&0 poucas as pesquisas com 0 uso de mais de um probidtico no
cultivo de organismos aquaticos e a jungéo destes dois grupos de bactérias
ainda é pouco estudada. Aly et al., 2008, avaliou o efeito dos dois grupos
de bactérias juntas (B. subtilis e L. acidophilus) quanto a resposta imune
de Oreochromis niloticus, eficiéncia inibitéria in vitro e desempenho
contra infec¢do por desafio e o grupo que recebeu a mistura de probi6ticos
apresentou maior atividade bactericida que os demais tratamentos,
melhorando a imunidade dos peixes, resisténcia a doengas e desempenho.
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Portanto, os objetivos do estudo sdo avaliar o uso de dieta
suplementada com L. plantarum e Bacillus spp., separadamente e
associadas, na engorda de camarBes marinhos L. vannamei sobre o0s
pardmetros zootécnicos, microbiota bacteriana do trato digestorio e na
qualidade da agua do cultivo dos camardes cultivados em sistema de
bioflocos.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi executado no Laboratério de Camardes
Marinhos (LCM) pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

2.2.1 Material bioldgico

Foram utilizados camarbes Litopenaeus vannamei (linhagem
HB16 da Empresa Aquatec Ltda., localizada no Rio Grande do Norte,
Brasil), cultivado em sistema de bioflocos. O peso médio dos camardes
no inicio do experimento foi de 2,00+0,02 g.

2.2.2  Desenho experimental

Os camardes foram distribuidos em 12 tanques circulares de fibra
de vidro, com volume de agua de 9.000 litros, providos de aeracéo e
aquecedores acoplados com termostatos. No dia do povoamento, as
unidades experimentais foram inoculadas com 30% de agua com biofloco
maduro, proveniente do laboratério, a uma salinidade média de 33,0 g L.
As unidades experimentais povoadas com 2700 camardes juvenis
(densidade de 300 camardes m?), que foram estocados aleatoriamente nos
tanques. As unidades foram divididas em quatro tratamentos em
triplicata, em um delineamento totalmente ao acaso.

2.2.3  Delineamento experimental

O experimento foi realizado com quatro dietas diferentes: racéo
comercial com probidtico L. plantarum (107 UFC g de Lactobacillus
plantarum), racdo comercial com probi6tico Bacillus spp. (3,3x10” UFC
kg™ de Bacillus spp.), ragdo comercial com probidtico L. plantarum +
Bacillus spp. (107 UFC g de Lactobacillus plantarum + 3,3x107 UFC
kg™ de Bacillus spp.) e ragéo controle sem probidtico. Nos tratamentos
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com adicdo de Bacillus spp. na ragcdo também foi adicionado probidtico
na égua do cultivo.

A administracdo do probi6tico nos tratamentos com probi6tico na
agua foi feita semanalmente, onde foi adicionado 0,5 g m=3 de probidtico
composto por cepas liofilizadas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e B.
pumilus.

Os camarfes foram alimentados com racdo com 35% de proteina
bruta (Guabi Potimar 35 EXT) e fornecida de acordo com a tabela de Van
Wick e Scarpa (1999), quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 h).
A quantidade de racdo foi calculada de acordo com a biometria realizada
semanalmente.

O experimento teve duragéo de 50 dias, de 04 de abril a 24 de maio.

2.2.4  Parametros de qualidade de agua

Durante o periodo experimental foram verificados a temperatura
da agua, o oxigénio dissolvido de cada tanque, uma vez ao dia (16:00 h),
com a utilizacdo de multiparametro YSI 556 MPS. Semanalmente foram
coletadas amostras de agua de cada tanque para determinagdo dos niveis
de nitrogénio da amonia total (NAT), nitrito-N (NO>-N), nitrato-N (NOs-
N), alcalinidade total, analise de s6lidos suspensos totais, pH e salinidade.

Quando os niveis de alcalinidade total ficaram abaixo de 150mg
CaCOj3 L foi adicionado bicarbonato de sédio a fim de evitar que essa
variavel ficasse abaixo de 100mg CaCOs L e também com o objetivo de
favorecer o processo de nitrificagéo.

Para manter a concentragdo adequada de sélidos suspensos na agua
do cultivo, foram utilizados sedimentadores de formato cilindro-conico.
O sedimentador fica acoplado em paralelo ao tanque de cultivo, para
retirada dos s6lidos sedimentaveis da &gua, por meio da decantacdo
(Schveitzer et al., 2013).

2.2.5 Analises microbiol6gicas

Foram amostrados tratos digestivos de 10 camardes de cada
tratamento e 10 ml da &gua do cultivo de cada tanque para a andlise da
agua. A coleta foi feita aos 30 dias de experimento e no dia em que o
experimento foi finalizado.

Os tratos intestinais foram homogeneizados e diluidos serialmente
(1/10), em solucéo salina estéril a 3% (SSE), e semeados nos meios de
cultura agar marinho, agar TCBS (tiossulfato, citrato, bile e sacarose) e
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adgar MRS, para a contagem de bactérias heterotréficas viaveis,
vibrionaceas e bactérias acido-lacticas respectivamente.

Os intestinos e a agua semeados nas placas de Petri foram
incubados em estufa com temperatura a 30°C. Para as contagens totais de
unidades formadoras de coldnias (UFC), os resultados foram verificados
apos 24horas de incubagdo nos meios de cultura &gar marinho e agar
TCBS. No meio 4gar MRS, as contagens foram feitas apds 48 horas de
incubacéo.

2.2.6  Indices zootécnicos

Ao final do experimento foram medidas as variaveis de
desempenho dos camar@es: peso final, biomassa final, produtividade,
sobrevivéncia, taxa de crescimento semanal e fator de conversdo
alimentar.

2.2.7  Analises estatisticas

As varidveis foram avaliadas através da ANOVA unifatorial. O
teste de Tukey foi aplicado para separacdo das médias quando houve
diferencas significativas. Homocedasticidade e normalidade foram
testadas através dos testes Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente.
Todos os testes estatisticos foram avaliados com nivel de significancia
P<0,05 através do software STATISTICA versdo 8.0.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Parametros de qualidade de agua

Os resultados encontrados para os parametros fisico-quimicos de
gualidade da agua neste trabalho se mantiveram relativamente estaveis ao
longo do experimento (Tabela 1). Os valores de salinidade (33,56+0,17 g
L"), pH (7,47+0,04), alcalinidade (172+2,94 mg CacOs L), amdnia
(3,82+0,24 mg L) e solidos suspensos totais (670+112,09 mg L) ndo
apresentaram diferengas significativas,

O Unico parametro que apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos foram os valores de nitrito (N-NO-), sendo o tratamento L.
plantarum + Bacillus spp. superior aos demais.
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2.3.2 Contagem microbioldgica do intestino

Apdbs 30 dias as contagens de Vibrio sp. no tratamento com o
probidtico L. plantarum foram significativamente menores referente ao
controle. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparadas com o grupo sem aditivos (Tabela 2).
Adicionalmente, o0 uso de L. plantarum isolado apds 30 dias obteve
menores contagens de vibrios que seu uso em conjunto com Bacillus spp.
No entanto, apés 50 dias, tanto o tratamento L. plantarum como seu uso
em conjunto com o Bacillus spp diminuiram as contagens de Vibrio spp.
no intestino dos camardes quando comparado com o grupo controle. A
concentracdo de bactérias 4acido lacticas apés 30 dias foi
significativamente maior nos tratamentos que continham L. plantarum,
contudo ap6s 50 dias as concentragBes de bactérias acido lacticas
diminuiram significativamente em todos o0s tratamentos quando
comparados com o tratamento que recebeu o isolado. As contagens de
BHT s0 apresentaram diferengas entre os tratamentos Bacillus spp. e L.
plantarum + Bacillus spp., € no final do cultivo ndo houve diferencas
entre os tratamentos.
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Tabela 2. Contagem microbiologica do intestino dos camardes
Litopenaeus vannamei alimentados com as diferentes dietas ap6s 30
dias de cultivo e 50 dias de cultivo em sistema de bioflocos.

30 dias
Bactérias . Bappérias
Tratamento Heterotroficas Vibrio spp. AC'.dO
(log) (log) Lécticas
(log)
Controle 8,39+0,20ab  8,04+0,02a  3,15+0,14a
Prob. L. plantarum 7,58+0,32ab  6,18+0,27b  5,03+0,67b
Prob. Bacillus spp. 7,49+0,522  7,08+0,69ab 0,00+0,00c
L. plantarum + Bacillus spp.  8,49+0,30b  7,78+#0,17a  5,5240,31b
50 dias
Bactérias . chtférias
Tratamento Heterotroficas Vibrio spp. Ac@o
(Iog) (log) Lécticas
(log)
Controle 8,24+0,65 7,75+0,56a  0,90+1,56a
Prob. L. plantarum 8,12+0,06 5,37£0,49c  6,24+0,47b
Prob. Bacillus spp. 8,07+0,12 6,88+0,69ab 0,00+0,00a

L. plantarum + Bacillus spp. 8,41+0,23 6,10+0,02bc  2,97+1,37a
Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.3  Contagem microbiolégica da agua do cultivo

Apo6s 30 dias de cultivo, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas contagens de bactérias heterotréficas totais (Tabela 3).
Ja em relacdo a contagem de bactérias acido lacticas, os valores
encontrados nos tratamentos controle e Bacillus spp. foram
significativamente menores (p>0,05) do que nos tratamentos L.
plantarum e L. plantarum + Bacillus spp., respectivamente (Tabela 3).
Com relagdo a contagem de Vibrio spp. nenhum tratamento apresentou
diferencas significativas comparado ao grupo controle. Foram observadas
diferengas unicamente entre o tratamento L. plantarum e o L. plantarum
+ Bacillus spp. onde o uso de L. plantarum isolado teve menores
contagens de Vibrio spp. Contudo, apds 50 dias todos os tratamentos
apresentaram valores similares nas contagens microbioldgicas analisadas.
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Tabela 3. Contagem microbioldgica da dgua do cultivo, apds 30 e 50
dias de cultivo.

30 dias
Bactérias . Baptérias
Tratamento Heteﬁ);réficas V'b(rllc?gipp' Lg\g;s:c;s
9 (log)
Controle 5,29+0,71  4,19+0,62ab 0,00+0,00a
Prob. L. platarum 4,94+0,47 4,09+0,56a 4,11+0,69b
Prob. Bacillus spp. 6,13+0,87  5,00+0,30ab 0,00+0,00a
L. plantarum + Bacillus spp. 6,12+0,88 5,31+0,21b  2,54+0,40c
50 dias
Bacterias Vibrio spp B:aéi:;?géas
Tratamento Hetezfgréficas (Iog) ' L Acticas
9 (log)
Controle 5,88+0,76 3,70£0,70 1,01+1,00
Prob. L. platarum 6,76+0,20 4,27£1,04  2,90+0,17
Prob. Bacillus spp. 6,38+1,42 4,86+0,75  0,76+1,32

L. plantarum + Bacillus spp. 7,1520,21 4,50+0,70 1,50£2,12
Letras diferentes nas linhas indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.4 Parametros zootécnicos

Ao final dos 50 dias de cultivo, o grupo controle e o tratamento s6
com L. plantarum tiveram um maior peso final, ganho de peso, e
produtividade final quando comparados com os tratamentos Bacillus spp.
e L. Plantarum + Bacillus spp. (Tabela 4). A converséao alimentar (FCA)
e sobrevivéncia foram significativamente menores no tratamento L.
plantarum + Bacillus spp. comparado aos demais. Durante o
experimento, aos 37 dias, um dos tanques do tratamento L. plantarum +
Bacillus spp. foi perdido.
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Tabela 4. Indices produtivos do camardo Litopenaeus vannamei apos

50 dias de cultivo em sistema de bioflocos.

. Ganho em Sobrevivéncia
Tratamento Peso Final (g) peso (g) (%)
Controle 10,14+0,71a 8,16+0,71a 86,96+4,63a
Prob. L. platarum 9,78+0,48a 7,80+0,48a 84,45+6,49a
Prob. Bacillus spp. 7,56+0,68b 5,55+0,68b 93,69+4,65a
L. plantarum + Bacillus
spp. 6,0610,81b 4,04+0,81b 57,64+5,77b
Tratamento Produtividade final (kg.m?3) FCA
Controle 2,97+0,04a 1,86+0,03a
Prob. L. platarum 2,78+0,11a 1,96+0,15a
Prob. Bacillus spp. 2,39+0,10b 2,26+0,16a
L. plantarum + Bacillus
spp. 1,19+0,27c 8,49+4,61b

Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Dados expresso em média + desvio padrao.
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24 DISCUSSAO

2.4.1 Parametros de qualidade de agua

Os resultados encontrados para parametros fisico-quimicos de
qualidade de &gua deste trabalho ndo apresentaram diferenca significativa
para os parametros pH, salinidade e alcalinidade que mantiveram-se nos
niveis adequados para o cultivo de camardes marinhos (Diaz &
Rosemberg, 1995; Van Wyk & Scarpa, 1999).

Muitos trabalhos em que foi empregado o sistema de bioflocos
afirmam que a qualidade de &gua pode ser mantida em boas condigdes
(Burford et al., 2004, Ebeling et al., 2006). Porém, mesmo sem apresentar
diferencas significativas os niveis de amonia ultrapassaram o limite ideal
para o cultivo, provavelmente em funcéo do alto teor proteico utilizado
na alimentacdo dos camardes e os altos fatores de conversdo que
demonstram sobra e/ou baixa digestibilidade da racdo, resultando em
maior aporte de nitrogénio e sua acumulagdo no sistema. Essa sobra de
racdo justifica também os valores acima do recomendado de sélidos
suspensos totais (Ray et al., 2010) apresentados no experimento que pode
ser explicado pelo acimulo de matéria organica no sistema.

Mesmo a aménia e os sélidos suspensos totais apresentando
concentracBes acima da faixa aceitdvel para o cultivo de camardes
marinhos, acredita-se que isso ndo foi um problema pois a sobrevivéncia
foi alta (acima de 80%) em praticamente todos os tanques. Exceto para 0s
tanques do tratamento L. plantarum + Bacillus spp. que apresentaram
diferencas significativas nas concentracdes de nitrito (N-NO.) que foram
superiores aos outros tratamentos. Esta alta concentragdo de nitrito
apresentada nos tratamento L. plantarum + Bacillus spp. pode ter
ocasionado a mortalidade nesse tratamento conjunto.

2.4.2  Microbiologia intestino

As menores contagens de Vibrio spp. obtidas ao longo do cultivo
no tratamento utilizando sé L. plantarum, pode ser explicado pela a¢éo
inibitéria das bactérias &cido lacticas. Este grupo de bactéria é capaz de
produzir compostos antimicrobianos como o acido lactico, acido acético,
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (VASQUEZ; GONZALEZ;
MURADO, 2005). De modo semelhante, as bactérias lacticas, Bacillus
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spp. também possuem atividade antimicrobiana ao produzirem
bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina e circulina (MADIGAN
et al., 2004). Contudo, o uso apenas de Bacillus spp. ndo conseguiu
diminuir as contagens de Vibrio spp. no intestino quando comparado com
0 grupo controle, unicamente quando usado em conjunto com L.
plantarum ap6s 50 dias, sugerindo um efeito sinérgico entre as duas
bactérias.

Aos 30 dias de experimento, as maiores contagens de bactérias
acido lacticas nos tratamentos que receberam L. plantarum confirmam a
viabilidade da bactéria até chegar ao intestino. Contudo, ap6s 50 dias, foi
observada a presenca de bactérias 4cido lacticas em baixas concentra¢fes
nos tratamentos que ndo receberam L. plantarum sem diferir
significativamente dos demais tratamentos. A presenca de este tipo de
bactérias, pode estar relacionada & presenca de bactérias acido lacticas ja
estabelecida como microbiota enddgena do trato digestivo. Estas
bactérias, apesar de ndo serem predominantes no trato digestivo de
camardes, ja foram isoladas como parte da microflora intestinal natural
em diferentes trabalhos (Kongnum et al. 2012; Vieira et al. 2013; Maeda
etal. 2014.).

Adicionalmente, foi possivel observar uma diminuicdo nas
contagens de bactérias acido lacticas no tratamento L. plantarum +
Bacillus spp. comparada com a primeira coleta. Isso pode ser explicado
por um possivel efeito antagbnico ao longo do tempo diminuindo assim
sua concentragdo. As bactérias acido lacticas sdo conhecidas como
produtoras de compostos antimicrobianos como as bacteriocinas, e tem
acdo principalmente contra bactérias gram positivas (Gillor et al., 2008)
as bactérias do género Bacillus sdo bactérias gram positivas, e também
sdo capazes de secretar diversas substancias, tais como: toxinas, enzimas
bacterioliticas, substancias antibidticas e também as bacteriocinas que
possuem esse efeito bactericida (SCHULZ, BONELLI & BATISTA,
2005) justificando esse antagonismo entre elas.

2.4.3  Microbiologia da Agua

As contagens de bactérias heterotroficas totais ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos e o grupo controle em nenhuma das coletas,
sugerindo que a concentracdo bacteriana heterotréfica ja estabelecida no
sistema ndo foi alterada pela adicdo de bactérias probidticas.

Quando comparados ao grupo Controle, nenhum tratamento
diminuiu a concentracdo de Vibrio spp., contudo o tratamento L.
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plantarum apresentou menores contagens que o tratamento usando os
dois probidticos em conjunto (L. plantarum + Bacillus spp) indicando um
possivel efeito antagbnico entre as duas bactérias. O antagonismo é um
mecanismo muito forte de atuacdo dos probidticos (exclusdo
competitiva), e as bactérias probidticas podem competir por nutrientes
(Gatesoupe, 1999), por sitios de adesdo no trato intestinal (Mohapatra et
al., 2013) e por producdo de diferentes toxinas (Gatesoupe, 1999; Gillor
et al., 2008) piorando assim o desempenho das duas bactérias contra a
concentracao de Vibrio spp. Esta agdo antagdnica pode explicar também,
uma menor concentracdo de bactérias acido lacticas obtida ap6s 30 dias
quando L. plantarum foi usado em conjunto com Bacillus spp.

Neste estudo ndo verificamos diferengas significativas na
contagem de Vibrio spp. na agua do cultivo nos tratamentos em que foi
adicionado probidtico na 4gua, porém muitos autores relataram os efeitos
positivos de biorremediacdo da bactéria probidtica Bacillus spp. no
cultivo de L. vannamei. Nimrat et al. (2012) e observaram que o uso de
Bacillus como potencial probidtico aumentou o ndmero de bactérias
benéficas na agua e Kumar et al. (2016) reforcando a ideia de que os
probidticos adicionados na agua de cultivo sdo capazes de superar
organismos patogénicos presentes no meio ambiente

2.4.4  Parametros Zootécnicos

O baixo desempenho no tratamento L. plantarum + Bacillus spp.
pode ser resultado da baixa sobrevivéncia obtida e as concentragdes de
nitrito estarem acima do recomendado. Cabe ressaltar que o consumo de
racdo era verificada por meio de bandejas e ndo foram observadas sobras
de alimento significativas durante o manejo diario. Por tanto, os pellets
foram talvez dispersados fora da bandeja pelo proprio animal interferindo
na observacdo. Com isso 0 aporte de ragao continuou 0 mesmo para uma
guantidade bem menor de camardes e assim consequentemente a
produtividade final foi menor.

Um dos beneficios do uso de bactérias probidticas é sua capacidade
de imunoestimulacéo, tanto os Bacillus (TSENG et al., 2009), quanto as
bactérias lacticas podem produzir ainda substancias imunoestimulates
(Ringo & Gatesoupe, 1998; Marteau et al., 2002; Gill, 2003). O mal
desempenho dos camar@es no tratamento L. plantarum + Bacillus spp.
pode ser explicado também pela presenca de mais de uma bactéria que
possui atividade imunoestimulante. Essa atividade imunoestimulante
desempenha o papel de molécula de alarme, ativando assim o sistema
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imunolégico dos camardes (Lopez et al, 2003), tornando o sistema
imunol6gico comprometido e fazendo com que os camardes gastassem
mais energia se recuperando do que se desenvolvendo. A qualidade e
efetividade destes imunoestimulantes para induzir uma resposta imune
ndo depende somente da concentragdo dessas bactérias (ENGSTADE et
al., 2004).

Existem hoje muitos produtos comerciais sendo vendidos com essa
finalidade de melhorar o desempenho dos camardes e torna-los mais
resistentes a enfermidades, estes produtos sdo conhecidos como blends.
Porém, muitos desse blends de probidtico ndo foram avaliados e sdo
vendidos por muitas marcas. Antes do uso de qualquer produto, sua
eficacia deve ser efetivamente testada.

25 CONCLUSAO

No presente estudo o uso combinado de dois diferentes probidticos
ndo alteraram de forma positiva o0 desempenho dos camardes.
Comprovando assim que antes do uso de qualquer substancia profilatica
deve ser efetivamente testado antes.
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