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RESUMO

O termo probidtico, em aquicultura, aplica-se ao uso de suplementos
microbianos vivos que tenham efeito benéfico para o hospedeiro e para o
ambiente de cultivo. No entanto, as bactérias com maior rendimento como
probidticas, devem ser isoladas dos organismos de origem, ou seja, do préoprio
animal ou ambiente, e possuirem caracteristicas gram positivas, pois dessa
forma haveria melhor adaptagcao das bactérias, pois ja estariam mais habituadas
com as condig¢des intrinsecas do animal. Neste sentido, o presente estudo teve
como obijetivo verificar a eficacia de um probidtico elaborado a partir de grupo
de bactérias isoladas do trato intestinal de camardes cultivados, avaliando sua
viabilidade zootécnica comparado a um probiético comercial no cultivo do
camarao marinho Lifopenaeus vannamei. Qs parametros zootécnicos
apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre os tratamentos. Os
tratamentos desenvolvidos em salinidade 35 ppt apresentaram melhores
resultados de sobrevivéncia para todos os tratamentos, sendo as maiores
sobrevivéncias registradas para os tratamentos onde houve a aplicacao do
probidtico autoctone, PAA e PA, respectivamente. Comparativamente, esses
tratamentos nao apresentaram bons resultados em cultivos com baixas
salinidades. Os parametros fisico-quimicos da agua como temperatura, pH e
oxigénio dissolvido mantiveram-se estaveis entre os tratamentos e estdo dentro
da faixa 6tima de crescimento do camarao L. vannamei, nao sendo observadas
diferentes significativas (p<0,05). O uso das bactérias autéctones como
probiéticos no cultivo de camardes foi eficiente para ambos os tratamentos (PA
e PAA), uma vez que em salinidades baixas o uso desse composto deve ser

continuo, a fim de evitar disturbios nos niveis doa compostos nitrogenados.

Palavras-chave: Camardo cultivado. Biotecnologia. Bactérias benéficas.

Bactérias autoctones.



ABSTRACT

The term probiotic, in aquaculture, applies to the use of live microbial
supplements that have a beneficial effect on the host and the growing
environment. However, the bacteria with higher yield as probiotics, should be
isolated from the organisms of origin, that is, from the animal or environment
itself, and have gram positive characteristics, because that way there would be
better adaptation of the bacteria, as they would be more used to the bacteria.
their intrinsic conditions. In this sense, the present study aimed to verify the
efficacy of a probiotic made from a group of bacteria isolated from the intestinal
tract of cultivated shrimp, evaluating its zootechnical viability compared to a
commercial probiotic in the cultivation of marine shrimp Lifopenaeus vannamei.
The zootechnical parameters showed significant differences (p> 0.05) between
treatments. The treatments developed in salinity 35 ppt showed better survival
results for all treatments, with the highest survival recorded for the treatments
where there was the application of the autochthonous probiotic, PAA and PA,
respectively. Comparatively, these treatments did not show good results in
crops with low salinity. The physical-chemical parameters of the water, such as
temperature, pH and dissolved oxygen, remained stable between treatments
and are within the optimal growth range of L. vannamei shrimp, with no
significant differences (p <0.05). The use of autochthonous bacteria as
probiotics in shrimp cultivation was efficient for both treatments (PA and PAA),
since in low salinities the use of this compound must be continuous, in order to

avoid disturbances in the levels of nitrogen compounds.

Keywords: Cultivated shrimp. Biotechnology. Beneficial  bactéria.

Autochthonous bactér
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1. Introducgao

A carcinicultura vem passando por uma grande intensificacdo do cultivo
em resposta ao crescimento do mercado consumidor, resultando em uma
maior degradacao do ambiente de cultivo, o que promove o aumento do
estresse para os animais e, consequentemente, maior incidéncia de doencas,
contribuindo para a queda dos indices de desenvolvimento na producao de
camardes (SOARES e HENRY-SILVA, 2019). Praticas voltadas para a
manutencao da qualidade de agua e, a reducao desse estresse para 0s animais,
fazem com que as enfermidades causadas por patégenos oportunistas sejam
minimizadas (SOARES et al, 2021; NEGREIRO; SANTOS, 2015).

Tradicionalmente, os antibidticos foram utilizados na aquicultura como
estratégia para combater doengas em organismos aquaticos e para aumentar o
crescimento e a conversao alimentar dos animais (PANDIYAN et al., 2013).
Porém o uso constante dessas substancias causou o desenvolvimento e
disseminacao de patdégenos resistentes, impactos ao meio ambiente, além de
deixar residuos no alimento (CABELLO, 2006). Desta forma, o uso de
probiéticos na aquicultura surgiu como uma alternativa sustentavel ao uso
indiscriminado de antibioticos (LAZADO e CAIPANG, 2014, VINE et al., 2006).

O termo probidtico, em aquicultura, aplica-se ao uso de suplementos
microbianos vivos que tenham efeito benéfico para o hospedeiro e para o
ambiente de cultivo (KEWCHAROEN e SRISAPOOME, 2019; HILL ef al, 2014;
VADSTEIN et al., 2018; DECAMP et al.,, 2008), pois promovem também a
melhoria da qualidade ambiental, reduzindo as concentracbes de compostos
nitrogenados ou fosforados, mantém os parametros fisico-quimicos da agua de
cultivo préximo dos valores recomendados para a espécie e auxilia na inibicao
do crescimento de microrganismos patogénicos (FROZZA, 2013; BALCAZAR et
al., 2006).

A introducdo dessas bactérias na nutrigdo animal pode viabilizar o
aumento da atividade enzimatica digestiva, ativagdo da defesa imunoldgica,
atividade inibitoria contra patdégenos, promogdao do crescimento e

sobrevivéncia, melhoria da qualidade da agua e biodegradacao do lodo



12

organico no fundo do viveiro (BALCAZAR et al.,, 2006; NIMRAT et al., 2008;
CEREZUELA et al., 2011; UTISWANNAKUL et al., 2011), além de atuar no
controle de espécies do género Vibrio, como V. harveyi e V. parahaemolyticus
(FROZZA, 2013).

Probidticos sdo utilizados tanto na carcinicultura marinha como na de
agua doce, onde colonizam o trato digestorio de seu hospedeiro, ajudando na
reducdo do desenvolvimento de micro-organismos patogénicos possuindo um
efeito positivo na aquicultura como um todo (GUZMAN, 2013). No entanto, as
bactérias com maior rendimento como probidticas, devem ser isoladas dos
organismos de origem, ou seja, do proprio animal ou ambiente, e serem
possuirem caracteristicas gram positivas, pois dessa forma haveria melhor
adaptacao das bactérias, pois ja estariam mais habituadas com as condi¢des
intrinsecas dos mesmos (FRANCO, 2009). Entretanto, estudos revelam que
bactérias isoladas de outros meios ou organismos e do tipo gram negativas,
também vém sendo utilizadas, porém com resultados pouco satisfatorios
(VIEIRA, 2010).

Neste sentido, o presente estudo teve como obijetivo verificar a eficacia
de um probiético elaborado a partir de grupo de bactérias isoladas do trato
intestinal de camardes cultivados, avaliando sua viabilidade zootécnica
comparado a um probiético comercial no cultivo do camardo marinho L.

vannamei.
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2. Hipotese

O camarao marinho L. vannamei cultivado com a inclusao alimentar de
bactérias probidticas autdéctones a espécie, apresenta melhores parametros
produtivos se comparado com o cultivo desta mesma espécie utilizando

probiético generalista.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Verificar a eficacia de um probidtico elaborado a partir de grupo de
bactérias isoladas do trato intestinal de camardes cultivados, avaliando sua
viabilidade zootécnica comparado a um probidtico generalista no cultivo do

camarao marinho L. vannamei.

3.2. Objetivos Especificos

o Verificar se o probiotico autoctone apresenta diferentes resultados
quando utilizados com inclusdo somente na agua ou na ragao;

o Verificar se probidtico autéctone proporciona maior ganho de biomassa
do camarao marinho;

e Avaliar se o probidtico autéctone aumenta a sobrevivéncia do camarao
marinho quanto comparado com o cultivo desta espécie com probidticos
generalista;

e Avaliar se o probiotico autoctone melhora a taxa de conversao alimentar
do camarao marinho quando comparado com o cultivo com probidticos
generalista;

e Analisar se o cultivo de L. vannamei com a adicdo do probiotico
autéctone apresenta resultados de parametros fisico-quimicos quando
comparada com a agua de cultivo com probiético comercial.

e Mensurar em qual salinidade os efeitos zootécnicos sdo melhores para o

cultivo do camarao.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Area de Estudo

O experimento foi realizado no Setor de Aquicultura da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), situado a 5°11’ S de Latitude, 37°20° O de
Longitude e 18 m de altitude, no municipio de Mossor6, Estado do Rio Grande
do Norte. O experimento teve duracdo de 47 dias, iniciando dia 29/04/2021 e
finalizando no dia 14/05/2021.

Legenda
() Setro de Aquicultura Ufersa

1

60 m

4.2. Probiotico Autoctone

Para a formagdo do probidtico autoctone foram selecionadas quatro
cepas bacterianas entre 191 cepas isoladas do intestino e do conteudo
intestinal do camarao marinho (L/fopenaeus vannamei) de dois sistemas de
cultivo diferentes, bioflocos e aguas claras. Essas cepas foram avaliadas e em
seguida, foi selecionado um consércio bacteriano que apresentou os melhores

resultados durante os testes em laboratério (Tabela 1).
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Tabela 1 -. Identificagdo das bactérias que compdem o probidtico autoctone.

Grupo Ca ~ Temperatura Identificacao
funcional Virulencia - Agregagao  pH 9.0 (40° C) taxondbmica
Género Bacillus

. C-F + + + .
Bacillus thuringiensis
Aqldo C-F + + + Bacillus sp.
laticas
Proteoliticas G + + + Bacillus sp.
Celuloliticas F ¥ ¥ + Staphylococcus

cohnii

Legenda: C - caseinase, F — fosfolipase, G - gelatinase

4.3. Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em caixas d’agua de 1.000 litros (volume
total), com sistema de aeragcdo individual com mangueira porosa
microperfuradas. E cada unidade experimental foi estocada com 150
Camardes.m-2 distribuidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado em 4 tratamentos com 3 repeticoes cada (Tabela 2). Cada
tratamento foi realizado, simultaneamente, em agua com salinidade 5 e 35

totalizando 24 unidades experimentais.

Tabela 2 - Identificagdo dos tratamentos utilizados no experimento.

Tratamentos Composicao
TC Controle sem probioético
PC Controle com probidtico comercial na
racao
PA Probidtico autéctone na racao
PAA Probidticos autoctone na agua

Os probidticos foram utilizados diariamente para os tratamentos onde
havia inclusdo de probidtico na racdo e 2 vezes por semana para o tratamento

com aplicagao na agua, seguindo a indicagao do fabricante.
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Entre o vigésimo segundo e vigésimo nono dia de cultivo, houve uma
interrupcao na aplicagao do probidtico autoctone na agua (Tratamento PAA) e
uma modificagdo no manejo alimentar das unidades experimentais do
tratamento PA, devido a um atraso na reposicao do estoque do probidtico
autoctone no setor de aquicultura da UFERSA, onde o experimento estava

acontecendo.

4.4. Povoamento

As poés-larvas (Pls) de camardo marinho da espécie L. vannamei
adquiridas no Laboratorio de Produgdo de Péds-larvas de Camardao Marinho
ICAMARON, localizado no municipio de Icapui no estado do Ceara. Inicialmente
os animais foram estocados em uma caixa de polietiieno com volume de mil
litros. Esta caixa foi lavada com agua doce corrente, em seguida abastecida
com agua de pogo com salinidade de 30 ppt, fertilizada com bokashi composto
por de farelo de arroz, melaco de cana e silicato de magnésio com taxa de
aplicacao de 100 mg/L, sete dias antes da chegada das pds-larvas.

No bercério as pls foram povoadas com peso médio de 239 - 299 Pl/g e
permaneceram no mesmo até atingirem um peso médio individual de 0,136
grama, para assim, serem distribuidas nas unidades experimentais. Antes de
iniciar o povoamento foi realizada a medicao dos parametros da agua

(Temperatura, pH e salinidade).

4.5. Manejo Alimentar

Durante o periodo em que as poés-larvas permaneceram no bercario, elas
eram alimentadas duas vezes ao dia com ragao especifica para a fase inicial
com 40% de proteina bruta. Apds o povoamento, cada unidade experimental
passou a ser alimentada de acordo com o seu tratamento duas vezes ao dia,
sendo os tratamentos TC e PAA alimentados apenas com ragdo comercial sem

nenhuma adicdo de probidtico. Em cada unidade experimental havia uma
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bandeja alimentadora que auxiliava no controle da quantidade de racao
consumida, auxiliando para o ajuste na quantidade de ragao ofertada. Durante
todo o experimento foram utilizados dois tipos de ragao, inicialmente foi uma
racao especifica para a fase inicial com 40% de PB e apds o vigésimo sexto dia
de cultivo foi utilizada uma ragao de engorda com 35% de PB.

Durante sete dias o fornecimento de ragdo nos tratamentos com
probidtico foi modificado, onde na primeira oferta de racdo do dia era realizado
de forma normal, cada tratamento recebia a sua ragédo especifica, e na segunda
oferta era utilizado apenas ragdo comercial para todas as unidades
experimentais. O motivo desta modificagao foi explicado no tépico referente ao

delineamento experimental.

4.6. Desempenho Zootécnico

O desempenho dos animais foi avaliado a partir do trigésimo dia de
cultivo através de biometrias semanais de cada unidade experimental a fim de
acompanhar o ganho de peso dos animais durante o experimento. Uma vez por
semana era realizada uma checagem manual das unidades experimentais para
conferir se havia mortalidade ou excesso de matéria organica, caso houvesse
alguma das duas situagdes, era realizado uma sinfonagem rapida.

Ao final do cultivo foram avaliados os parametros de desempenho
zootécnico: peso médio final (g), Ganho de peso semanal (g/semana), Fator de
Conversao Alimentar (FCA), taxa de sobrevivéncia (S %) e Produtividade
(kg/ha).

4.7. Qualidade de Agua

Durante o experimento foram monitoradas a salinidade, condutividade
elétrica, potencial de oxirreducéo, turbidez e Sdlidos Totais Dissolvidos (STD)
utilizando-se uma sonda multiparamétrica (Horiba U-50, Kyoto, Japan). E as

concentragcbes de amolnia, nitrito e nitrato foram determinadas por
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espectrofotometria conforme as recomendagdes descritas para cada analise. A
qualidade de agua nos tanques foi mantida com a realiacédo de trocas parciais

agua através do sinfonamento da agua do fundo.

4.8. Analise Estatistica

Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de
Bartlett foram efetuados para verificar a normalidade dos dados e a
homogeneidade das variancias. O teste de analise de variancia sera executado
para verificar a existéncia de diferengca entre os tratamentos a 5% de
significancia. Nos casos em que houveram diferenca significativa, o teste de
Tukey sera aplicado para comparacao das médias, em nivel de significancia de
5%. Para a realizagdao dos testes estatisticos foram utilizados os softwares
STATISTICA 7.0 e PAST.
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5. Resultados

5.1. Desempenho Zootécnico

Os tratamentos realizados na salinidade 5 ndo apresentaram bons dados
nos parametros zootécnicos, quando comparado com os tratamentos da
salinidade 35 ppt. Onde para a salinidade 5, TC foi o que apresentou melhores
resultados, tendo diferenga significativa (p>0,05) no peso médio e na
produtividade final, em relacdo aos outros tratamentos desta salinidade. Nos
tratamentos que foi utilizado o probidtico autoctone (PA e PAA) foi observado
diferenca significativa (p>0,05) para FCA, sobrevivéncia e produtividade,
quando comparados com os demais tratamentos da salinidade, mas entre eles
nao foi observado diferenca significativa (p>0,05). O tratamento PC apresentou
dados semelhantes ao TC onde os dois tiveram diferenca significativa (p>0,05)
em peso médio e produtividade (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias e desvio-padrao dos parametros zootécnicos durante o experimento.

Salinidade 5 Salinidade 35
Parametros PC PA PAA TC PC PA PAA TC
Peso médio 1,64+0,29a 1,43+0,80a 1,54+0,25a 2,55+0,26b  3,14+0,19a 2,5+0,27b 3,22+0,46a  3,03+0,25 a
Ganho de
peso semanal 0,20+0,01a 0,17+0,01a 0,19%#0,01a 0,31%+0,01a  0,39+0,01a 0,31+0,01a 0,40+0,01a  0,37+0,01 a
FCA 1,79+0,56a 4,14+2,1b 3,48+1,3b 1,57+0,58a 1,39%0,41a 1,36+0,54a 1,06+0,66a 1,26+0,60a
Sobrevivéncia 64+5,8a 30+10,3b 36+8,2b 64+4,8a 71+3,2a 81+2,8a 86,8+3,2a 82+2,8a
Produtividade
kg/ha 1580,8+80,5a 645+100,2b 833,4+20,5b 2448+8,5c 3347,65+10,5a 3037,5+12,3a 4192,44+12,5b 3731%18,5a

o Meédias seguidas de letras diferentes entre as colunas diferem pelo teste Tukey
(p<0,05)

Analisando os tratamentos desenvolvidos em salinidade 35 ppt. observa-se
diferenga significativa (p>0,05) no peso médio e na produtividade, onde PA teve
menor peso médio e PAA teve maior sobrevivéncia. Nao foi observado
diferenga significativa entre os tratamentos, para os parametros de ganho de
peso semanal, FCA e sobrevivéncia. O tratamento PAA foi o que teve os
melhores valores para a maioria dos parametros de desempenho zootécnico

analisado, tendo apenas o seu FCA abaixo dos demais (Tabela 3).
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5.2. Parametros Fisico-Quimicos da Agua

Os parametros fisico-quimicos da agua como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, sodlidos totais e potencial redox mantiveram-se estaveis entre os
tratamentos e estdo dentro da faixa 6tima de crescimento do camarao L.
vannamei, nao sendo observadas diferentes significativas (p<0,05) como pode

ser visto na tabela 4.

Tabela 4 - Parametros da agua durante o experimento.

PARAMETROS
Tratamentos Potencial
TEMP. o.D SAL. S6l. Totais Redox (ORP
(°C) (mg/L) 0.D (%) pH (ppt) (g/L - TDS) mV)
PC 29,2+0,25 11,7+0,12 153,2+1,12 8,3+0,02 5,0+1,32 5,4+0,02 137,3£3,01
PA 28,6+0,25 12,1+0,12 162,6+1,15 8,5+0,02 5,1+1,02 5,7+0,02 130,3+3,11
° PAA 28,8+0,25 12,0+0,12 161,5%+1,22 8,3+0,02 5,1+1,00 5,6+0,02 130,0£3,02
TC 28,9+0,25 11,84+0,12 159,0+1,12 8,3+0,02 5,1+1,14 5,6+0,02 136,9+3,22
PC 29,2+0,25 10,5+0,12 153,8+1,18 8,3+0,02 20,5+1,24 18,8+0,02 143,1+3,41
PA 29,0£0,25 10,4+0,12 153,2+1,12 8,3+0,02 21,3+1,41 19,3+0,02 145,1+3,17
% PAA 29,2+0,25 11,6+0,12 163,8+1,42 8,3+0,02 19,8+1,24 17,7£0,02  148,0+1,51
TC 28,8+0,25 10,5+0,12 153,9+1,29 8,1+0,02 21,5+1,42 19,3+0,02 147,9+2,11

Em salinidade 5, o nitrogénio amoniacal total (NAT) apresentou um pico
proximo ao trigésimo dia de cultivo com valores de 10 mg L™, apenas para os
dois tratamentos com a adi¢do do probiético autdctone (PA e PAA), os demais
tratamentos nao apresentaram alteragdes consideraveis nos seus valores de
nitrogénio amoniacal. Ao final do cultivo, os tratamentos PA e PAA, tiveram
diminuicdo dos valores de NAT (Figura 5). Ja na salinidade 35 a concentracao
de amdbnia se manteve estavel na maioria dos tratamentos, apresentando
apenas um pico de aproximadamente 3,2 mg L' no vigésimo dia de cultivo no
tratamento PC (Figura 8). Apdés o vigésimo segundo dia de cultivo a
concentragcao de amonia no tratamento PC reduziu para 0,7 mg L.

A concentragao de nitrito na salinidade 5 apresentou uma estabilidade no

inicio do experimento, se estendendo até o vigésimo primeiro dia de cultivo,
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apo6s esse dia iniciou-se um aumento nos niveis dos tratamentos PA e TC e
alguns dias depois nus demais tratamentos (Figuras 7). Nos cultivos com
salinidade 35 os niveis de nitrito permaneceram estaveis nos tratamentos PC e
PAA, nos outros dois tratamentos (TC e PA) houve picos, que dentre eles o pico
de maior significancia, aproximadamente 13 mg L, foi no tratamento TC. Em
relacdo a concentragdao de nitrato, pode-se verificar o acumulo no sistema
especialmente para a salinidade baixa, sendo resultado da atividade de
nitrificagao.

Figura 2 - Niveis de nitrogénio amoniacal total durante o experimento em salinidade 5.
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Figura 4 - Niveis de nitrito durante o experimento em salinidade 5.
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Figura 5 - Niveis de nitrogénio amoniacal total durante o experimento em salinidade 35.
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Figura 6 - Niveis de nitrato durante o experimento em salinidade 35.
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6. Discussao

De acordo com os resultados obtidos no experimento pode-se verificar
que os melhores resultados de qualidade de agua e desempenho produtivo
foram obtidos nos tratamentos de salinidade 35. utilizando o probidtico
autoctone, alcangando maior viabilidade entre os tratamentos testados. Nimrat,
et al. 2012, também observaram melhores resultados em sobrevivécia e peso
médio pods-larvas de camardao mairnho L. vannameil, quando adicionaram
bactérias probiodticas extraidas do intestino do camarao marinho P. Monodon.

Os tratamentos com salinidade 5 ppt., apresentaram baixos valores de
desempenho zootécnico devido a interrupgao da aplicacdo dos probioticos
autoctones nos tratamentos, por motivos ja citados ateriomente. Essa
interrupcao aconteceu no vigésimo segundo dia de cultivo e durou sete dias,
devido a motivos ja relatados anteriormente. No entando observou-se que até o
trigésimo dia de cultivo o sistema se manteve estavel com redugdo de amoénia e
nitrito nos tanques em todos os tratamentos, no entanto, apos esse periodo foi
observada mortalidade diaria em todas as unidades experimentais,
especialmente as de baixa salinidade e que faziam uso do probidtico autéctone.
O que indica a eficiéncia do processo de remediacdo de amdnia e nitrito na
agua de cultivo por meio da aplicagdo do probidtico, porém deve-se manter o
uso constante para manter o equilibrio do sistema especialmente em aguas de
baixa salinidade devido a elevada toxidez dos compostos nitrogenados dessas
aguas.

Dentre os parametros de qualidade de agua apenas a salinidade variou,
e isso foi devido as chuvas que ocorreram durante o periodo que aconteceu o
experimento. Isto € algo comum nos primeiros meses do ano, onde na regiao

nordeste tém-se a maior frequéncia de chuvas.
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7. Conclusiao

Neste trabalho, observou-se que a prospeccgao de bactérias autdctones
com potencial para serem utilizadas como probioticos no cultivo de camardes
foi eficiente para ambos os tratamentos, porém que, em salinidades baixas o
seu uso constante é estritamente necessario para manter o equilibrio desse
sistema. Deste modo, sugere-se além do uso constante, a adigcao de probioticos
com bactérias nitrificantes para a manutengao da concentragcao dos compostos

nitrogenados.
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