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importante alternativa. Alguns estudos apontam que eles auxiliam na melhoria da
qualidade do ambiente de cultivo, ajudam na inibi¢cdo do crescimento de patégenos,
aumentam a sobrevivéncia e producdo do camardo. Partindo desse pressuposto, com o
presente estudo, temos o0 objetivo de avaliar os efeitos da utilizagdo de probioticos na
agua e no solo de viveiros no cultivo de camardo Penaeus vannamei. O experimento foi
realizado durante setenta e nove dias, contando com trés tratamentos e trés repeticoes,
totalizando 9 unidades experimentais com volume util de 1.000 L, sendo estocados 50
camardes m2em cada unidade. Os tratamentos foram: Cultivo de camardo sem dosagem
de probiético (CO), Cultivo de camardo com meia dosagem de probiético (L50) e Cultivo
de camardo com dose completa de probiotico (L100). Para isso solo de viveiro de cultivo
de camardes foi adicionado na espessura de 10 cm no fundo das unidades experimentais.
As coletas de solo para analise foram realizadas no dia do povoamento (dia zero), na
metade do periodo experimental (dia 25), no dia da despesca (dia 49), sete dias ap0s a
despesca (dia 56) e quatorze dias ap6s a despesca (dia 63). As amostras foram analisadas
quanto o pH, matéria organica e relagdes molares. Foram analisadas as variaveis fisico-
quimicas da agua, a comunidade microbiana da coluna d’agua e no solo. Os camardes
passaram por biometrias quinzenalmente para determinar o crescimento e ajuste da
quantidade de racdo ofertada. No final do experimento todos os camardes foram pesados
para determinar o ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico, peso médio final,
fator de conversdo alimentar, sobrevivéncia e produtividade. Foi testado a
homogeneidade das variancias e normalidade dos dados e para comparagdo dos
tratamentos entre si, utilizado ANOVA. Os tratamentos L50 e L100 apresentaram
melhores indices no desempenho zootécnico e uma maior concentracdo de bactérias
benéficas quando comparado ao tratamento CO. Conclui-se que a aplicacdo do probiotico
comercial a base de Bacillus spp. no cultivo independente da dosagem testada,
proporcionou melhor desempenho zootécnico aos camardes e melhor constituicdo
bacteriana no solo.

Palavras-chave: carcinicultura, qualidade de agua, analise de solo, comunidade
microbiana, bioaumentacao.

ABSTRACT

In recent years, disease outbreaks related to intensive shrimp farming have been

observed. To contain such outbreaks, the use of probiotics has been an important
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alternative. Some studies point out that they help to improve the quality of the culture
environment, help to inhibit the growth of pathogens, increase the survival and production
of shrimp. Based on this assumption, with the present study, we aim to evaluate the effects
of using probiotics in the water and soil of ponds in the cultivation of shrimp Penaeus
vannamei. The experiment was carried out for seventy-nine days, with three treatments
and three repetitions, totaling 9 experimental units with a useful volume of 1,000 L, with
50 shrimp m2 stored in each unit. The treatments were: Shrimp culture without probiotic
dose (CO), Shrimp culture with half probiotic dose (L50) and Shrimp culture with full
probiotic dose (L100). Soil from a shrimp farm was added 10 cm thick at the bottom of
the experimental units. Soil samples for analysis were carried out on the day of planting
(day zero), in the middle of the experimental period (day 25), on the day of harvesting
(day 49), seven days after harvesting (day 56) and fourteen days after harvesting. despesca
(day 63). The samples were analyzed for pH, organic matter and molar ratios. The
physical-chemical variables of the water, the microbial community in the water column
and in the soil were analyzed. Shrimp underwent biweekly biometrics to determine
growth and adjust the amount of feed offered. At the end of the experiment, all shrimp
were weighed to determine biomass gain, specific growth rate, average final weight, feed
conversion factor, survival and productivity. The homogeneity of the variances and
normality of the data were tested and for comparison of the treatments among themselves,
ANOVA was used. The L50 and L100 treatments showed better indices in zootechnical
performance and a higher concentration of beneficial bacteria when compared to the CO
treatment. It is concluded that the application of commercial probiotic based on Bacillus
spp. in cultivation, regardless of the dosage tested, provided better zootechnical

performance to shrimp and better bacterial constitution in the soil.

Keywords: shrimp farming, water quality, soil analysis, microbial community,

bioaugmentation.
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1- INTRODUCAO

Mesmo com a crise da pandemia de COVID-19 que assolou todo o mundo, a
aquicultura marinha mundial continuou crescendo e produziu 87,5 milhdes de toneladas
de animais aquéticos no ano de 2020. Desse total, 11,237 milhdes de toneladas sdo
procedentes da producdo de crustaceos, onde a espécie Penaeus vannamei apresentou
cerca de seis milhdes de toneladas desse total. Representando assim 51,7% de toda
producdo mundial aquicola de crustaceos. (FAO, 2022). Porém se essa atividade
econdmica for mal gerida, pode contribuir para a degradacdo ambiental durante o
processo produtivo resultando na contaminagdo do solo e da agua (Carvalho Pereira et
al., 2022).

Com base nos dados obtidos pela FAO (2022), podemos afirmar que a
carcinicultura esta em crescente aumento e para dar suporte a esse aumento estdo sendo
aprimoradas e/ou desenvolvidas novas tecnologias de cultivo. Como exemplo dessas
tecnologias podemos citar 0 uso da biorremediacdo ou bioaumentacdo, com a utilizacédo
de probidticos, que visa reduzir a producéo de residuos e contaminagdes.

Os sistemas semi-intensivos e intensivos de cultivo consistem na utilizacdo de
densidades maiores de individuos por area, quando comparado ao sistema extensivo,
resultando em maior necessidade no fornecimento de alimentacao suplementar (Tacon et
al., 2013). Segundo Crab et al. (2007) em média aproximadamente 75% (racdo nao
consumida e excrecdo) dos nutrientes contidos na racdo acaba na agua e
consequentemente virando matéria organica.

Ao longo do ciclo de cultivo, com o aumento no fornecimento de racéo, de
metabodlitos de camardo e outros compostos (organismos mortos), essa matéria organica
vai se depositando no fundo do viveiro e com isso, deteriorando o solo. Essa matéria
organica pode demandar oxigénio de forma excessiva, resultando em desequilibrio no
ambiente de cultivo, que pode prejudicar o crescimento e até a sobrevivéncia dos
camardes, principalmente porque esses animais vivem na interface agua-solo. Sendo
assim, o solo de viveiros escavados pode ser um dos principais problemas para producéo
de camarbes marinhos. Portanto, boa qualidade do solo ird auxiliar no controle e
estabilidade das variaveis fisico-quimicos da coluna de 4gua. (Boyd, 1990; Ritvo et al.,
1998; Avnimelech e Ritvo, 2003; Avnimelech et al., 2004; Lemonnier et al., 2004).
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Tradicionalmente, os solos de viveiros séo tratados com secagem por exposi¢cdo
ao sol e calagem. Para secagem do solo, o viveiro € drenado e exposto ao sol durante
periodo entre sete e quinze dias aproximadamente, a fim de reduzir a matéria organica no
solo do fundo do viveiro. O tratamento com o calcario (calagem) é utilizado para
neutralizacdo da acidez no solo do viveiro. Esses procedimentos resultam em arejamento
do solo e reducdo ou eliminacdo os organismos indesejaveis (Boyd, 1990).

Atualmente sao utilizados também outros tratamentos de solo, como por exemplo
a biorremediacédo, que € denominada como 0 processo, através do qual a aceleragdo da
degradacdo dos compostos indesejaveis no cultivo se da por intermédio da remogdo ou
reducdo biologica dos poluentes, compostos nitrogenados e fosfatados, sulfeto de
hidrogénio, matéria organica do solo e outros (Vezzulli et al., 2004; Wu et al., 2016;
Coelho, 2018). No processo de biorremediacao pode ser usado microrganismos aloctones,
que sdo adquiridos por meio de cultura ou outras fontes externas, mais comumente
chamados na aquicultura como probidticos (Aguilar, 2018). Uma das técnicas de
biorremediacdo é a bioaumentacdo que pode ser definida como a inoculacdo de
microrganismos externos do meio ambiente, tais como: fungos e bactérias (probiéticos),
a fim de tratar locais contaminados ou decompor poluentes alvo (Gaylarde et al., 2005;
Bisognin et al., 2018).

Durante as ultimas décadas foram observados surtos de doencgas que impactaram
negativamente os sistemas tradicionais de cultivo de camarbes. Isso foi devido
principalmente a intensificacdo dos sistemas de producdo a fim de aumentar a
produtividade, prejudicando a gestdo operacional das fazendas em todo o mundo,
ocasionando grandes perdas econdmicas em detrimento da alta mortalidade (Lightner &
Redman, 1998; Mishra et al., 2008). Como exemplo dessas doencas podem ser citados o
virus da sindrome da mancha branca (WSSV), o virus da sindrome de taura (TSV) e 0
virus da cabeca amarela (YHV) (Lo, et al., 2012; Cowley, et al., 2012; Sookruksawong,
et al., 2013). InfeccOes bacterianas oportunistas também causam sérias perdas nos
ambientes de criacdo de camardes marinhos. Algumas espécies de Vibrio spp. foram
relatadas como patogénicas. As vibrioses estdo em evidéncia quando falamos de doencas
com origem bacteriana, que podem ser encontradas na agua e no solo do cultivo e que
também podem estar presentes na microbiota intestinal de camardes sadios (Dourado,
2009).
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Em relagédo a doencas que podem acometer o P. vannamei podemos citar a doenca
da necrose hepatopancreética aguda (AHPND), também conhecida como sindrome da
mortalidade precoce (EMS), que € uma doenca aguda que pode causar mortalidade de até
90% dos animais em 35 dias em viveiros infectados (Donald et al., 2012). A AHPND
causa uma descamacdo aguda de células epiteliais do tubulo hepatopancreatico (Lightner
et al., 2012). Foi identificado como agente causador dessa doenga um plasmideo que
possui a toxina PirABY? (FAO, 2013) e que pode estar presente na bactéria Vibrio
parahaemolyticus e transferir esse plasmideo para outras espécies de Vibrio sp. (Lee et
al., 2015; Dong et al., 2019).

Para prevenir e controlar os problemas que estdo relacionados a doencas na
carcinicultura, comecou a se fazer uso de agentes quimicos (antibi6ticos), acreditando
que era a melhor opcdo para isso. Porém, esses agentes quimicos possuem efeitos
paralelos, resultando na resisténcia das bactérias patogénicas e podendo causar danos a
salde humana. (Kumar et al., 2020).

Devido ao uso generalizado e inadequado de antimicrobianos, gerou um risco de
resisténcia dos patdgenos para humanos e animais aquaticos. O uso de antibioticos em
pequenas concentragcdes, como promotor de crescimento, pode levar a resisténcia de
bactérias no intestino humano e de organismos aquéaticos (Amagliani e Schiavano, 2012;
Gastalho et al., 2014). Isso pode se tornar um fator de risco para os consumidores, pois
residuos de antibidticos podem gerar toxicidade e/ou alergias.

Nguyen et al. (2016) evidenciaram em estudo que bactérias resistentes podem ser
transferidas para humanos por meio do consumo de produtos procedentes da aquicultura
ou por transferéncia genética indireta. Devido a preocupacdo com os antibidticos surgiu
uma procura por uma nova tecnologia que diminuisse o0 risco no consumo de animais
cultivados e o impacto sobre 0 meio ambiente.

Entre essas tecnologias surgiu a aplicacdo de probioticos nos sistemas de cultivo.
Os probidticos na aquicultura sdo organismos que podem ser cultivados ou suplementos
microbianos vivos que possuem efeitos benéficos sobre os seus hospedeiros, podendo
alterar sua comunidade microbiana intestinal, melhorando suas respostas imunes
(Verschuere et al., 2000). Por exemplo, as espécies Bacillus subtilis e B. licheniformis
sdo bactérias formadoras de esporos e vém sendo amplamente utilizadas na aquicultura

para aumentar o crescimento e a resisténcia a doengas em camardes cultivados (Cutting,
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2011). O uso de probidticos surgiu como uma alternativa segura frente aos surtos de
doencas, na qualidade de agente profilatico (Balcézar et al., 2006). Os probioticos do
género Bacillus spp. tendem a diminuir a contagem de Vibrio spp. (bactérias patogénicas),
através da competicdo por nutrientes e espago, e aumenta a contagem de bactérias &cido
laticas, além de aumentar a sua proporcdo na microbiota intestinal da espécie cultivada
(Ramirez et al., 2013; Verschuere et al., 2000).

Hostins et al. (2017) verificaram que nos tratamentos com adicéo de probidticos,
foram encontradas maiores concentracfes de bactérias benéficas (Bacillus spp.) no
intestino dos camarfes em relagdo a bactérias patogénicas (Vibrio spp.). E nos
tratamentos sem adicdo de probioticos, foram encontradas maiores concentraces das
bactérias patogénicas. Krummenauer et al. (2014) utilizaram camarGes que foram
cultivados em sistema bercario e que possuiam lesbes fluorescentes (bacterianas) na
regido caudal, onde foi observado que os camarbes estavam infectados por V.
parahaemolyticus, esses camardes foram transferidos para fase de engorda e cultivados
utilizando probidticos. Posteriormente, essas lesdes ndo foram mais encontradas, sendo
que no tratamento sem adicdo de probidtico essas lesGes persistiram.

Vieira et al. (2010) verificaram que camardes infectados com V. harveyi e
alimentados com racdo suplementada com probiéticos apresentam sobrevivéncia maior
do que os camarbes alimentados sem a racdo suplementada, confirmando o efeito
imunoestimulante dos probioticos frente a agentes patogénicos. Nimrat et al. (2008) e
Pantjara & Kristanto (2020) confirmaram que a adi¢do de probioticos ao solo do viveiro
associado a secagem ou manejo do solo, contribuem para reducdo das bactérias
patogénicas (Vibrio e Pseudomonas), melhora a qualidade da &gua e as caracteristicas
fisicas do solo (pH e matéria organica), na degradacao de lodo organico toxico em matéria
organica estabilizada, aumenta as taxas de sobrevivéncia, produtividade e melhorando a
conversdo alimentar dos camardes.

A carcinicultura brasileira esta em crescente aumento e isso vem se intensificando,
no ano de 2021 foram produzidas 78,637 mil toneladas de camardo, resultando em um
aumento de 18,14% quando comparado com a producdo de 2020 (IBGE, 2022). Esse
aumento pode trazer consequéncias ndo intencionais, como a gestdo do impacto ambiental
das aguas residuais e do solo do cultivo (Iber e Kasan 2021). Em decorréncia desse

aumento da produgdo aquicola, hd& um aumento na quantidade de &guas residuais

18



19

eutrdficas a serem tratadas. Vem sendo muito utilizados e estudados métodos fisicos,
quimicos e bioldgicos para remediacdo da agua e sedimentos ricos em nutrientes (Wang
et al. 2017). Sendo assim, pesquisas como 0 presente estudo, que buscam avangos no
manejo dos residuos da carcinicultura, sdo de extrema importancia, pois ajuda a tornar a
aquicultura uma pratica agricola sustentavel a longo prazo.

Atualmente, existe uma lacuna a ser preenchida com informacdes tecnico-
cientificas que comprovem os efeitos da utilizacdo de probioticos em sistemas semi-
intensivos de cultivo e no solo, pois a maioria dos trabalhos realizados com probidticos
sdo em sistemas intensivos e superintensivos de cultivo e para o solo sdo em escala
laboratorial e ndo no préprio ambiente de cultivo.

Nesse contexto, o objetivo com o presente estudo € avaliar os efeitos da utilizagdo
de diferentes doses de um probio6tico comercial a base de Bacillus spp. na agua, na racdo

e no solo em sistema semi-intensivo de cultivo de camardo Penaeus vannamei.

3-OBJETIVOS
3.1 - Objetivo Geral

O objetivo geral com esse trabalho é avaliar a influéncia do uso de diferentes doses
de probidtico comercial a base de Bacillus spp. no cultivo semi-intensivo do camaréo

Penaeus vannamei e a influéncia dele no solo p6s despesca.

3.2 — Objetivos Especificos

1 - Avaliar a influéncia do uso de probiotico comercial a base de Bacillus spp. e
suas diferentes doses na agua, solo e matéria organica do solo de viveiro de cultivo semi-
intensivo de P. vannamei.

2 - Avaliar a influéncia do uso de probidtico comercial a base de Bacillus spp. e
suas diferentes doses na dgua do cultivo semi-intensivo de camardo P. vannamei sobre as
variaveis de qualidade da agua.

3 - Avaliar a influéncia do uso de probidtico comercial a base de Bacillus spp. e
suas diferentes doses na dgua e racao sobre o desempenho zootécnico dos camarfes em

cultivo semi-intensivo de P. vannamei.
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4 - Avaliar a influéncia do uso de probidtico comercial a base de Bacillus spp. e
suas diferentes doses no cultivo semi-intensivo de camardo P. vannamei sobre a

comunidade microbiana da coluna d’agua e solo.

4 - MATERIAIS E METODOS
Desenho experimental

O experimento foi realizado durante 79 dias, no Laboratdrio de Carcinocultura da
Estacdo Marinha de Aquacultura “Professor Marcos Alberto Marchiori”, pertencente ao
Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande-FURG (EMA/IO-
FURG), localizado na cidade do Rio Grande, RS, Brasil. O experimento foi dividido em
duas fases, sendo que a primeira fase do experimento ocorreu durante 49 dias, periodo de
um ciclo de cultivo e a segunda fase de acompanhamento do solo durante 30 dias ap0s a
despesca dos camardes.

Foram utilizados juvenis do camardo Penaeus vannamei procedentes do
laboratério Aquatec Ltda, localizado no municipio de Canguaretama — Rio Grande do
Norte. Apés o recebimento, as larvas foram mantidas em um tanque bercério de 237 m?
por 30 dias. Posteriormente, os camardes foram transferidos para 12 unidades
experimentais, com volume til de 1.000 L e area de fundo de 1,40 m2. Os camardes
foram estocados com peso médio inicial de 1,67 + 0,32 g na densidade de 50 camar@es

m2, totalizando 70 camar@es por unidade experimental (Figura 1).
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Figura 1 — Contagem das pos-larvas de camardes para estocagem nas unidades
experimentais (A), Pds-larvas de camarfes prontas para serem estocadas (B).(Fonte:
Hélder Lima)

Figura 2 — Unidade experimental no inicio do experimento (A) e unidade experimental
ao final do experimento (B). (Fonte: Hélder Lima)
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Na primeira fase, os tanques receberam solo arenoso e solo contendo matéria
organica oriunda de um viveiro de cultivo de camardes (figura 2). Consistindo em 70%
de solo arenoso e 30 % de solo com matéria organica, misturados e depois transferidos
para as unidades experimentais, ficando com uma espessura de 10 cm. Posteriormente,
todas as unidades experimentais foram enchidas com agua em salinidade 30 (figura 3).
Durante o ciclo produtivo foram realizadas trocas de agua, seguindo uma metodologia
adaptada descrita por Tacon et al. (2005), era renovado a dgua sempre que a aménia
atingia 2,0 mg L! e a transparéncia da agua 20 cm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e contou com trés
tratamentos e trés repeticdes cada: Controle - CO (Cultivo de P. vannamei sem adicdo de
probidtico), L50 (Cultivo de P. vannamei e adicdo de probidtico na metade da
concentracdo sugerida pelo fabricante) e L100 (Cultivo de P. vannamei e adicdo de
probidtico na concentracdo total sugerida pelo fabricante).

A composic¢do do probidtico comercial utilizado estd descrita na Tabela 1. A
dosagem de probiético do tratamento L100 foi de 0,3 kg ton! na racdo e de 0,5 kg hat
semana?® na agua. Apds a drenagem foi aplicada uma dose de probidtico no solo na
concentracdo de 1,0 kg ha*. O tratamento L50 recebeu a metade da dosagem do L100.
Para uso na ragdo o probiotico apos ser pesado, foi adicionado 10 mL de agua destilada
para sua diluicdo e depois misturado a ragdo, esse processo era realizado uma vez por dia
na alimentacdo da tarde. Para uso na agua, foi adicionado 50 mL de agua destilada para
sua diluicdo e depois distribuido ao longo do tanque de cultivo uma vez por semana. Para
uso no solo, foi adicionado 500 mL de agua destilada para sua diluicdo e depois
distribuido ao longo do tanque de cultivo uma vez, no dia seguinte apds a drenagem dos

tanques.

Tabela 1 — Composi¢édo do probidtico comercial utilizado no cultivo de camarao
Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo.

Composicgéo do probidtico Concentragéo
Bacillus subtilis 4,0x10'%ufc g*
Bacillus licheniformis 4,0x10% ufc g*
FlGor 28 mg kg?
Glucano 10 g kgt
Manano 10 g kgt
Magnésio 4,8 g kgt
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Sacarose 200 g kgt
Sédio 11,9 g kgt
Vitamina D 5.000.000UI kg?
Vitamina E 10.000 Ul kgt

Figura 3 — Unidades experimentais prontas para receberem as pos-larvas. (A) Unidades
cheias com &gua do mar em salinidade 30, (B) Sistema de cultivo pronto para inicio do
experimento, com aeracdo em pleno funcionamento e telas para evitar escape.

A segunda fase foi realizada apds o ciclo de engorda e da drenagem das unidades
experimentais, a qual consistiu em um tratamento do solo com o mesmo probidtico. Nas
unidades experimentais (excetuando-se o tratamento controle), houve aplicacéo dele no
solo no dia seguinte apds a drenagem. O periodo de acompanhamento foi de 30 dias,
sendo coletadas amostras de solo no dia da despesca, sete, quatorze e trinta dias apds a
despesca. Apds a despesca, a cada cinco dias o solo era molhado com dois litros de agua

para evitar a sua dessecacdo e morte dos microrganismos.

Manejo Alimentar
Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial
GUABI® (40 %). Com o objetivo de controlar o consumo, foram colocados 10 % da

quantidade da ragdo em bandejas de alimentacdo e o restante distribuido a lanco no
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tanque. A taxa de arragoamento no inicio do cultivo seguiu de acordo com uma tabela de
alimentacéo descrita em artigo de reviséo de Jory et al. (2001). Depois de duas semanas
de cultivo os ajustes nas taxas de arragoamento foram realizados seguindo a metodologia
de Garza de Yta et al. (2004).

Anélises de Qualidade de Agua

Diariamente foram mensuradas as varidveis da agua, temperatura e oxigénio
dissolvido as 08:00 e 16:00 h; salinidade e pH as 08:00 h com auxilio de oximetro digital
(YSI® Pro-20), refratbmetro e pHmetro digital (Mettler Toledo®). Valores de amonia
total (N-AT mg L), nitrogénio do nitrito (N-NO2"mg L) e a transparéncia da dgua (cm)
foram medidos a cada trés dias, solidos suspensos totais (SST), nitrogénio do nitrato (N-
NOz), ortofosfato (P-PO43) e alcalinidade a cada sete dias. As analises de amdnia total
seguiram metodologia descrita em UNESCO (1983), nitrogénio do nitrito pela
metodologia descrita em Bendschneider & Robinson (1952), para mensurar a
transparéncia da agua foi utilizado disco de Secchi, nitrogénio do nitrato e ortofosfato por
Aminot & Chaussepied (1983). A alcalinidade foi determinada seguindo a metodologia
descrita em APHA (1998). Baseando-se no método de Strickland & Parsons (1972) foi
coletada agua para anélise de sélidos em suspensio (particulas maiores que 45 um), onde
0 peso dos solidos suspensos totais foi determinado por gravimetria a partir da filtragem
de aliquotas de até 20 mL de agua do cultivo em filtros de fibra de vidro Whatman GF/F.
Os filtros foram colocados para secar em estufa por aproximadamente 24 h, a 60 °C e,
posteriormente, pesados em balanca analitica (Sartorius MC1, Analytic AC 210 S) com

precisdo de 0,0001 g para determinagéo do peso final (AOAC, 2000).

Desempenho Zootécnico

O peso médio dos camardes foi monitorado quinzenalmente para determinar o
crescimento e ajuste da quantidade de racdo ofertada. Ao final do experimento, todos 0s
camardes foram pesados para determinar o ganho de biomassa (g), taxa de crescimento
semanal, peso médio final (g), conversao alimentar aparente (CAA), sobrevivéncia (%) e
produtividade (kg/m?3), determinados com base nas seguintes equacoes:

e Ganho de biomassa (g) = biomassa final (g) — biomassa inicial (g);
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e Taxa de crescimento semanal = [peso final (g) — peso inicial (g)] * tempo
(semanas);

e Peso final (g) = biomassa final (g) * nimero de individuos ao final do cultivo;

e CAA = alimento consumido (peso seco) * ganho de biomassa;

e Sobrevivéncia (%) = (numero de individuos ao fim do experimento * niimero
inicial de individuos) x 100;

e Produtividade (kg m=) = biomassa final*volume da unidade experimental (m3)-1.

Analise do solo das unidades experimentais

Amostras de solo das unidades experimentais foram coletadas em sacos plasticos
esterilizados e transportadas para o Laboratorio de Analise de Solos pertencente ao
Departamento de Solos da Universidade Federal de Pelotas, RS. As analises realizadas
no laboratdrio de solos foram: pH, matéria organica (digestdo Umida), micronutrientes e
relacbes molares (Ca: Mg, Ca: K e Mg: K). Para as anélises de solo foram utilizados:
diagnostico para acidez do solo (pH em agua 1: 1; Ca, Mg trocaveis extraidos com KCL
1,0 mol/L e CTC a pH 7,0); matéria organica por ingestdo Umida; diagndstico para
micronutrientes e relacdes molares (S-SOa4 extraido com CaHPO4 500 mg L de P). As
coletas de solo foram realizadas no dia do povoamento (dia zero), metade do periodo
experimental (dia 25), no dia da despesca (dia 49), sete dias ap0s a despesca (dia 56),
quatorze dias apds a despesca (dia 63) e trinta dias ap6s a despesca (dia 79). Apoés a
despesca, o solo das unidades experimentais foi mantido Umido para evitar a dessecacao

a morte dos microrganismos.

Anédlise de Bactérias

Para a quantificacdo das bactérias presentes na agua de cultivo foram coletadas
amostras de agua (18 mL), uma vez por semana, de cada unidade experimental. Para a
quantificacdo dos microrganismos presentes no solo de cultivo foram coletadas amostras
de 10 mL de solo e 8,0 mL de solugéo salina, uma vez por semana, de cada unidade
experimental.

As amostras foram fixadas em formalina 4,0 % e mantidas em frascos ambar para
posterior analise. Posteriormente, as amostras previamente fixadas foram filtradas em

filtros de membrana de policarbonato (Nuclepore, 0,2 um de poro e 2,5 mm de didmetro)
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previamente escurecidos com irgalan black e coradas com laranja de acridina 1,0 %
(figura 4 e 5), na concentracdo de 1,0 ug mL* (Hobbie et al. 1977). As bactérias presentes
foram fotografadas com uso de cémera fotografica acoplada a microscopio de
epifluorescéncia (Axioplan Zeiss), com magnificacdo de 1000X, para posterior contagem
de 30 campos escolhidos aleatoriamente (Utermdhl, 1958).

As bactérias foram classificadas pelo seu formato e divididas em quatro grupos:
Cocoides, Filamentosas, Bacilos e Vibrios. Para determinar a abundancia foi utilizado a
seguinte formula: organismos ml-t = n° médio de bactérias por campo x F, onde F= {(area
de filtracdo/area do campo de contagem) /volume amostra filtrada em ml}. Ja para
dominancia (%) foi determinado a partir da seguinte formula: Vg Vt! x 100, Onde Vg é
o valor de cada classificacdo de bactérias presentes na amostra, Vt é o valor total de todas

as bactérias presentes na amostra.

Figura 4 — Placa de Petri com irgalan black para escurecer os filtros (A) e Seringas com
laranja de acridina, 6leo de imersdo e agua destilada (B). (Fonte: Hélder Lima)
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Figura 5 Torres onde ficam localizados os filtros para secarem através da bomba a vacuo
(A); Filtros sendo colocados nas laminas para posterior analise (B). (Fonte: Hélder Lima)

Analise Estatistica dos Dados

A homoscedasticidade das variancias e normalidade dos dados foram testados
pelos testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. Para comparacgéo entre
o0s tratamentos ao longo do tempo foi utilizada ANOVA de uma via e quando observada
diferenca entre os tratamentos, utilizado o teste de Tukey (p<0,05). Para satisfazer os
pressupostos da ANOVA, os dados de sobrevivéncia foram convertidos em arco seno da
raiz quadrada (Zar, 2010).
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5 - RESULTADOS
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As varidveis fisico-quimicas da dgua (médias e desvios padrédo) estdo descritas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Variaveis fisico-quimicas da agua no cultivo de camardo Penaeus vannamei
em sistema semi-intensivo com e sem adi¢do de probidtico comercial.

Variaveis

Temperatura Manha (°C)
Temperatura Tarde (°C)

OD Tarde (mg L)

OD Manha (mg L?)
Salinidade (g L)

pH

Sélidos suspensos totais (mg L)
Transparéncia (cm)

NAT (mg L?)

N-Nitrito (mg L)

N-Nitrato (mg L)
Alcalinidade (mg CaCO3 L)
Ortofosfato (mg L)

Uso de agua (%)

Tratamentos
Co L50 L100
25,33+2,28 25,45+2,30 25,71+2,31
28,79+2,77 28,92+2,80 29,04+2,80
6,23+0,59 6,27+0,55 6,03+0,72
5,91+0,75 5,92+0,77 6,26+1,06
35,09+2,00 35,16+2,09 34,76+2,07
8,00+0,13 8,03+0,14 7,97+0,18
729,58+302,80 789,38+377,45 727,50+359,10
24,69+5,70 23,08+4,68 24,37+5,43
1,09+0,74 1,44+0,84 1,42+1,02
1,36+1,27 1,73+1,40 1,17+0,92
1,27£1,23 0,71+0,70 0,96+0,83
170,41+12,40 180,42+14,41 177,92+4,69
0,38+0,17 0,46+0,25 0,34+0,16
10,2+3,4 10,8+£3,5 9,8+£3,18

Oxigénio Dissolvido (OD), Nitrogénio Amoniacal Total (NAT).

Com relacdo as analises de qualidade de agua, péde ser observado que ndo houve

diferencas estatisticas significativas (p>0,05) entre os tratamentos para as variaveis

analisadas. Abaixo podemos observar os graficos com as variagdes do nitrogénio

amoniacal total (Figura 6), nitrogénio do nitrito (Figura 7), alcalinidade (Figura 8),

solidos suspensos (Figura 9) e transparéncia da agua (Figura 10) ao longo do periodo

experimental.
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Figura 6 - Concentracbes (médias + desvios padrdo) de NAT (Nitrogénio
Amoniacal Total) no cultivo de camardo P. vannamei em sistema semi-intensivo com e
sem adicéo de probiodtico comercial
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Figura 7- Concentragfes (média £ desvio padréo) de nitrogénio-nitrito no cultivo
de camardo P. vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adi¢do de probidtico
comercial.
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Figura 8 - Concentracdes (médias + desvios padrdo) da alcalinidade no cultivo de
camardo P. vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adi¢do de probidtico

comercial.
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Figura 9 - Concentracbes (médias = desvios padrdo) da quantidade de solidos

suspensos totais na agua no cultivo de camardo P. vannamei em sistema semi-intensivo

com e sem adi¢édo de probiotico comercial.
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Transparéncia da agua
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Figura 10 - Valores (médias + desvios padrdo) da transparéncia da dgua no cultivo
de camardo P. vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adi¢cdo de probiotico

comercial.

Os parametros do desempenho zootécnico estdo descritos na Tabela 3, e como
pode ser observado os tratamentos que foram utilizados probidticos (L50 e L100)
obtiveram um melhor desempenho zootécnico (maior peso final, crescimento semanal,
sobrevivéncia, produtividade, biomassa e conversdo alimentar) quando comparado com

o tratamento CO.

Tabela 3 — Parametros de desempenho zootécnico de camarfes Penaeus vannamei em
sistema semi-intensivo com e sem adigdo de probio6tico comercial.

Parametros Tratamentos
CO L50 L100
Peso Inicial (g) 1,67%0,32 1,67+0,32 1,67%0,32
Peso Final (g) 11,19+1,89° 13,01+1,912 13,47+1,932
Crescimento Semanal () 1,36+0,13° 1,62+0,102 1,69+0,102
Sobrevivéncia (%) 79,3442,52° 90,61+2,862 92,22+1,78%
Produtividade (kg/ha) 4.439+672° 5.895+4122 6.212+783¢2
Biomassa (kg/tq) 0,62+0,11° 0,83+0,08? 0,87+0,04¢
Racéo (kg) 1,02+0,09 1,02+0,04 1,02+0,04
Conversédo Alimentar 2,03+0,1° 1,44+0,072 1,36+0,062
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Observacdes: Os dados correspondem a média de réplicas * desvio padréo. Os resultados
foram avaliados pela ANOVA e o teste de Tukey. Os valores médios na mesma linha com
diferentes letras representam diferencas significativas (p < 0.05).

Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para os seguintes pardmetros:
peso final, crescimento semanal, sobrevivéncia, produtividade, biomassa e conversao
alimentar. Onde os tratamentos L50 e L100 apresentaram o melhor desempenho e

diferiram estatisticamente do tratamento CO.

A figura 11 apresenta os pesos médios finais, na qual podem ser observadas
diferencas estatisticas (p<0,05), sendo que os tratamentos com aplicagdo de probidtico

alcangaram maiores pesos finais.
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Figura 11 - Valores (média + desvio padrdo) do peso final no cultivo de camardo Penaeus

vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adi¢do de probiotico comercial.

A figura 12 esta apresenta o grafico da sobrevivéncia, que pode ser observado a
diferenca estatistica (p<0,05), onde nos tratamentos com aplicacdo de probidtico

obtiveram uma melhor sobrevivéncia.
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Figura 12 - Valores (média * desvio padrdo) da sobrevivéncia no cultivo de camardo
Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adicao de probiotico comercial.

Na figura 13 esta representado o grafico da conversdo alimentar aparente, que
pode ser observado a diferenca estatistica (p<0,05), onde nos tratamentos com aplicacédo

de probidtico obtiveram um menor fator de conversao alimentar.

Conversao alimentar aparente (CAA)
250

b
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Figura 13 - Valores (médias + desvios padrdo) da conversdo alimentar aparente no cultivo

de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adi¢éo de probidtico
comercial.
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Na Tabela 4 pode ser observado os dados da anélise do solo na fase 1 do periodo
experimental. Ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para as variaveis
analisadas. O pH do solo se mostrou alcalino em ambas as fases do experimento (Tabela
4 eb).

Tabela 4 - Variaveis fisico-quimicas do solo no cultivo de camardo Penaeus vannamei
em sistema semi-intensivo com e sem adicdo de probidtico comercial (Fase 1, durante o
ciclo produtivo).

Variaveis Tratamentos
coO L50 L100

M.O. 0,47+0,07 0,44+0,09 0,44+0,08
pH 8,27+0,12 8,37+0,07 8,34+0,14
S 130,9459,2 127,9+66,7 116,1+48,8
CTC pH7 25,20+7,28 22,37+5,59 20,03+10,58
Ca/Mg 1,05+0,08 1,07+0,26 0,96+0,19
Ca/K 5,75%3,00 6,15+3,12 6,20+3,34
Mg/K 5,58+2,57 5,75+2,60 6,37+2,20

Os dados correspondem as médias + desvio padrdo. Matéria organica (M.O.), Enxofre
(S), Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Potassio (K), capacidade de troca de cations (CTC).

Conforme pode ser observado na tabela 5, ndo houve diferenca estatistica

significativa (p>0,05) para as variaveis analisadas.

Tabela 5 - Variaveis fisico-quimicas do solo apds o cultivo de camardo Penaeus vannamei
em sistema semi-intensivo com e sem adicdo de probiodtico comercial (Fase 2, ap6s a

despesca).
Variaveis Tratamentos

CcoO L50 L100
M.O. 0,45+0,09 0,45+0,07 0,44+0,18
pH 8,42+0,11 8,50+0,03 8,48+0,10
S 154,0+37,4 159,7+25,0 171,3+17,8
CTC pH7 25,21+14,92 24,54+14,41 27,82+17,50
Ca/Mg 1,30+0,62 1,21+0,67 1,15+0,60
Ca/K 4,78+0,96 4,63+1,53 4,50+1,35
Mg/K 4,07+0,98 4,21+0,85 4,24+0,83

Os dados correspondem a média de réplicas + desvio padrdo. Matéria Organica (M.O.),
Enxofre (S), Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Potéssio (K), Capacidade de Troca de Cétions
(CTOC).
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Na figura 14 esta representado o grafico da matéria orgéanica no solo durante as
duas fases do experimento. Como pode ser observado no grafico abaixo vemos que na
primeira fase do experimento, no 25° dia de cultivo houve uma diminui¢do da matéria
organica nos tratamentos com adicédo de probiotico.

Observando a segunda fase do experimento, os valores de matéria organica foram
menores apos a aplicacdo do probidtico no solo (sete dias apds o cultivo) e que esses
valores foram aumentando conforme o tempo. O que nos mostra que apos o cultivo com
a aplicacédo do probiotico no solo com a funcao de biorremediador depois de sete dias da

aplicacdo houve uma reducéo de 50% na matéria organica no tratamento L100.

Matéria Organica (%)
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Figura 14 - Valores (médias + desvios padrdo) da matéria organica no cultivo de camarao
Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adigdo de probidtico comercial.

Os dados relacionados as bactérias presentes na dgua do cultivo (valores médios
e desvios padréo) estdo descritos na Tabela 6. Como pode ser observado, ndo houve

diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 6 — Densidade absoluta média (org mL1) das bactérias presentes na agua do
cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adicdo de
probidtico comercial.

Bactérias Tratamentos
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(organismo/ml) CcoO L50 L100
Cocoide 31,82x10°+25,66x10°  42,00x10°+38,24x10°  13,03x10°+17,75x10°
Filamentosa 53,6x10%+51,2x10* 67,5x10%+72,3x10* 31,04x10°+46,21x10°
Vibrio 27,5x10%+23,0x10* 10,8x10%+07,3x10* 16,8x10%+11,9x10*
Bacilo 12,2x10%+09,1x10* 74,2x10%+62,9x10* 29,72x10%+41,67x10°

Os dados correspondem a média de réplicas + desvio padréo.

Analisando os graficos da dominancia (Figura 15, 16 e 17) de vibrios e bacilos
durante o cultivo, podemos observar que houve um aumento na porcentagem de vibrios
e uma diminuicdo de bacilos no tratamento CO; ja nos tratamentos que foram adicionados
probidticos, obtiveram um efeito contrario diminuindo a dominancia de vibrios, quando
comparamos as amostras iniciais com a final. Os tratamentos L50 e L100 apresentaram
uma maior dominancia de bacilos no final do cultivo quando comparados ao tratamento

controle.

Dominancia - Inicial (dia 0)
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2.0 .
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Vibrio Bacilo Vibrio Bacilo Vibrio Bacilo
CcoO L50 L100
Tratamentos

Figura 15 - Valores (médias * desvios padrdo) da dominéncia inicial de vibrios e bacilos
na &gua do cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem
adicéo de probiotico comercial.
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Dominancia - 25° dia do periodo experimental
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(%)

Figura 16 - Valores (médias + desvios padrdo) da domindncia na metade do periodo
experimental de vibrios e bacilos na agua do cultivo de camardo Penaeus vannamei em
sistema semi-intensivo com e sem adigao de probiotico comercial.

Dominancia - Final
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Figura 17 — Valores (médias * desvios padrdo) da dominancia final de vibrios e bacilos
na agua do cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem
adicéo de probiotico comercial.

Nas figuras 18 e 19 estdo representados os graficos da abundéancia inicial e final

de vibrios e bacilos, presentes na &gua do cultivo.
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Figura 18 - Valores (médias * desvios padrdo) da abundancia absoluta inicial (A) e final
(B) de vibrios na agua do cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-
intensivo com e sem adicao de probidtico comercial. Note diferenca nas escalas entre a
amostra inicial e final do experimento.
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Figura 19 - Valores (médias * desvios padrdo) da abundancia absoluta inicial (A) e final
(B) de bacilos na agua do cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-
intensivo com e sem adicao de probidtico comercial. Note diferenca nas escalas entre a
amostra inicial e final do experimento.

Os dados relacionados as bactérias presentes no solo no cultivo (medias e desvios
padrdo) durante a fase 1 do periodo experimental estdo descritos na tabela 7. Como pode
ser observado na tabela abaixo, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para 0s
bacilos, onde nos tratamentos que foi adicionado probidtico (L50 e L100) apresentaram
uma maior concentracéo dessas bactérias.
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Tabela 7 — Densidade absoluta média (org mL™?) das bactérias presentes no solo
durante o cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem
adicdo de probidtico comercial (Fase 1, durante o ciclo produtivo)

Bactérias Tratamentos

CO L50 L100
Cocoide 87,53x10%£58,85x10*  11,23x10°+73,63x10*  11,72x10°+40,40x10%
Filamentosa 15,99x10%+3,47x10* 14,76x10%+9,85x10* 10,52x10%+6,51x10*
Vibrio 69,70x10%+28,9x103 57,40x10%+23,19x10%  35,53x10%+22,58x10°
Bacilo 28,70x10%+17,39x10%°  19,47x10%+6,08x10%  20,63x10%+9,09x10%

Os dados correspondem a média de réplicas + desvio padréo.

Analisando os graficos (Figura 20) da dominéancia de vibrios e bacilos no solo
durante o cultivo, mostra que houve uma diminuicéo na porcentagem de vibrios em todos
0s tratamentos quando comparamos as amostras iniciais e finais. Porém quando
analisamos os bacilos, foi observado uma diminui¢do apenas no tratamento CO, 0s
tratamentos L50 e L100 apresentaram valores maiores quando comparamos as amostras
iniciais e finais.

Inicial Final

14 14

12 12
10 10
S 8
g ® <6
6 " I
4 ; I
0 Vibrio Bacilo Vibrio Bacilo Vibrio Bacilo
Vibrio Bacilo CcO L50 L100
Bactérias Tratamentos

Figura 20 - Valores (médias + desvios padrdo) da dominancia de vibrios e bacilos inicial
e final no solo do cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com
e sem adicdo de probidtico comercial.

Com relagdo a abundancia absoluta (Figura 21), podemos observar que houve um
aumento de vibrios no tratamento CO quando comparamos as amostras iniciais e finais.
Os tratamentos que tiveram adicdo de bactérias probidticas houve uma menor

concentracdo de bactérias do género Vibrio e um aumento de bactérias do género Bacillus.
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Figura 21 - Valores (médias + desvios padrdo) da abundancia absoluta inicial e final de
vibrios e bacilos no solo durante o cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema
semi-intensivo com e sem adi¢do de probioético comercial.

Os dados relacionados as bactérias presentes no solo ap6s o cultivo (médias e

desvios padrdo) estdo descritos na tabela 8 (fase 2 do periodo experimental). Como pode

ser observado na tabela abaixo, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para os

bacilos, os tratamentos L50 e L100 (que receberam aplicacdo de probidticos)

apresentaram maior densidade absoluta do que os tratamentos controle.

Tabela 8 — Densidade absoluta média (org mlt) das bactérias presentes no solo do
cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo com e sem adicédo de
probidtico comercial (Fase 2, apos a despesca).

Bactérias
(organismo/ml)

Cocoide
Filamentosa
Vibrio
Bacilo

Tratamentos
CO L50 L100
17,20x105+7,43x10° 19,60x10°+11,10x10° 17,83x10°+4,45x10°
18,14x10%+15,30x10* 88,83x103+55,80x10° 12,53x10%+8,94x10%
43,87x10*+22,65x10* 20,36x10%+14,06x10* 18,07x10%+9,73x10*
27,98x10*+20,52x10%  66,07x10%+34,53x10%  67,06x10*+14,19x10%

Os dados correspondem a média de réplicas + desvio padréo.

Com relacdo ao grafico da abundancia absoluta (Figura 22), podemos observar

que no tratamento CO houve uma diminuigéo de vibrios, e bacilos quando comparamos

as amostras iniciais e finais. Os tratamentos que tiveram adicdo de bactérias probidticas
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houve uma diminuigdo na concentracéo de bactérias do género vibrio e um aumento de

bactérias do género bacilos.
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Figura 22 - Valores (médias * desvios padrdo) da abundéancia relativa inicial e final de
vibrios e bacilos no solo ap6s o de cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema
semi-intensivo com e sem adicdo de probidtico comercial

Analisando os graficos da dominancia de vibrios e bacilos no solo ap6s o cultivo,
mostra que houve uma reducdo na dominéncia de vibrios e bacilos no tratamento CO
quando comparamos as amostras iniciais e finais, porém a concentracdo de vibrios em
ambos os tratamentos eram maiores do que a de bacilos; ja nos tratamentos que foram
adicionados probidticos, obtiveram um efeito contrario diminuindo a dominancia de
vibrios, quando comparamos as amostras iniciais com a final. Os tratamentos L50 e L100
seguiram os mesmos resultados que foram apresentados nas amostras de agua, uma maior

dominancia de bacilos no final do cultivo quando comparados ao tratamento controle.
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Figura 23 - Valores (médias + desvios padrdo) da dominéncia inicial e final de vibrios e
bacilos no solo apos o cultivo de camardo Penaeus vannamei em sistema semi-intensivo
com e sem adi¢éo de probiotico comercial.

6 — DISCUSSAO

As variaveis fisico-quimicas da agua possuem um importante papel na
manutencdo da qualidade da dgua do viveiro e no bem-estar dos camardes (George, 2018)
e foram cuidadosamente medidos em intervalos regulares. As médias de temperatura no
cultivo variaram entre 25,33 e 29,04 °C, estando dentro da faixa recomendada de 24 a 30
°C sugerida por Lucas e Southgate. (2012).

O oxigénio dissolvido em todos os tratamentos ficou acima de 5,0 mg L, o que
Carbajal-Hernandez et al. (2013) descreve ser um nivel 6timo para o desenvolvimento de
camardes marinhos, além de considerar como a mais critica variavel de qualidade de dgua.
Paez-Osuna, (2001) descreve que os valores adequados para um bom crescimento variam
de 4,0 a 6,0 mg L%, e que valores abaixo de 2,0 mg L™ podem vir a causar mortalidade
no cultivo. O pH em todos os tratamentos apresentaram médias em torno de 8, ficando
dentro da faixa sugerida por Boyd (2020) 6 - 9 e Chen et al. (2006) 7 — 9. Ja as médias de
alcalinidade ficaram acima de 170 mg L em todos os tratamentos, estando dentro dos
niveis recomendados por Van Wyk e Scarpa (1999).

Os valores de aménia no cultivo ficaram em torno de 1,4 mg LX. A amonia é
excretada pelos organismos aquéaticos como resultado do seu metabolismo das proteinas
pelos animais cultivados (Barbieri e Ostrensky, 2002), ou seja a aménia € o resultado final

do metabolismo de proteinas (Romano e Zeng, 2013) e o acumulo desse composto no
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sistema de cultivo é toxico para estes organismos. Organismos aquaticos requerem
alimentos com alto teor de proteinas, mas nem toda essa proteina fica retida em seu corpo
(Dauda et al., 2019). A maioria dos nutrientes sdo transferidos para a dgua de cultivo e
viram residuos (Piedrahita, 2003). Lin e Chen (2001) sugerem que o nivel de seguranca
da amonia para camardes marinhos é de 3,95 mg L, em todos os tratamentos foram
obtidos valores menores que o sugerido pelos autores. Larasati et al. (2021) utilizaram
cepas probioticas do género Bacillus sp. em seu estudo e observaram valores semelhantes
a0s NOssos para as seguintes variaveis: pH, temperatura, oxigénio dissolvido e amonia.

Lin e Chen (2003) estabeleceram em seu estudo um nivel de seguranca de 25,7
mg L para o nitrito. Neste presente estudo a maior concentracdo de nitrito foi de 1,73
mg L no tratamento L50 e a menor no tratamento L100 (1,17 mg L), ficando abaixo
do nivel de seguranca estabelecido. Todos os tratamentos ficaram abaixo do nivel de
seguranca, sendo um bom resultado pois um alta concentracdo de nitrito pode causar
problemas, pois interfere na capacidade de transporte do oxigénio dos animais aquaticos
e pode levar a condigdes anémicas e eventual mortalidade (Alcaraz e Espina, 1995).

A partir do 21° dia de cultivo até o 41° dia de cultivo o tratamento L100 apresentou
valores menores para o nitrito, o que pode indicar que 100% da dose do probidtico, pode
causar uma diminuicdo desse composto quimico, o que pdde ser observado por Lalloo et
al. (2007) que isolaram espécies de Bacillus spp. e obtiveram resultados que a aplicacao
das especies poderia agir como agentes bioldgicos, sinergicamente ou isoladas
prevenindo a acumulacdo e diminuigdo dos niveis de nitrito no meio. O que também foi
observado por Yi et al. (2021), os resultados mostraram que os tratamentos com
probioticos apresentaram uma menor concentracao de nitrito na agua.

Devido ao custo mais baixo quando comparado aos métodos fisico-quimicos, a
biorremediacéo vem sendo amplamente utilizada para tratar efluentes ricos em nutrientes
da aquicultura (Xia et al. 2020). Nimrat et atl. (2012) concluiu que bactérias probidticas
podem melhorar a qualidade da agua, resultando em uma &gua com menor carga de
nutrientes.

N&o houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para o nitrato, todos os
valores apresentados ficaram abaixo do nivel de seguranca. O nitrato é o resultado do
processo de nitrificacdo, quando comparado com a amodnia e nitrito ele ndo é tdo toxico.

Sua concentracdo pode chegar a 200 mg L™ no sistema de cultivo sem causar danos aos
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organismos cultivados (Akinwole et al., 2016). Porém, se essa concentracdo passar do
nivel de seguranca, pode reduzir o crescimento e a sobrevivéncia dos animais cultivados
no sistema. Quando se ¢ adicionado bactérias probioticas do género Bacillus spp. na dgua
de cultivo, pode auxiliar a manter as variaveis fisico-quimicos da dgua dentro dos limites
de seguranca para as espécies alvo (Zokaeifar et al. 2014; Dash et al. 2018).

Foi observado uma elevada concentragdo de sélidos suspensos totais em todos os
tratamentos, o que pode ter ocorrido devido ao tipo de aeracao utilizada durante o periodo
experimental. 1sso foi observado em relacdo as transparéncias da agua, os sélidos em
suspensao fizeram com que a transparéncia da agua fosse reduzida.

Os residuos sélidos ou lodo podem ser divididos em duas categorias: sélidos em
suspensdo e solidos sedimentados. Os sélidos suspensos sdo particulas finas que
permanecem suspensas na agua de cultivo, sendo este tipo de lodo o mais dificil de ser
retirado da agua de cultivo (Cripps e Bergheim, 2000). No entanto, ambos os tipos de
residuos solidos s@o nocivos no sistema de cultivo e necessitam de remocéo pois eles se
acumulam na agua de cultivo e podem deteriorar a qualidade da &gua (Latt, 2002). Isso
ocorre porgue o lodo contém alto volume de solidos totais e sélidos totais dissolvidos que
possuem alta concentragdo de compostos nitrogenados. Resultando num aumento da
atividade bacteriana aerobica, que eventualmente pode vir a reduzir a quantidade de
oxigénio na agua de cultivo (Akinwole et al., 2016).

Para tentar diminuir esse problema com os sélidos e melhorar a qualidade da agua
foi seguida uma metodologia adaptada proposta por Tacon et al. (2005) para renovagao
de agua. Nos dias que foram realizadas as renovacOes, essas variaveis (SST e
Transparéncia) apresentaram uma melhora significativa. Quando se fala em criagdo de
organismos aquaticos sabemos 0 quanto a renovacao de dgua é importante, pois com 0
passar do tempo essa dgua vai se deteriorando e acumulando residuos metabolicos, restos
e decomposicdo de alimentos ndo consumidos e que vao se transformando em matéria
organica ao longo do tempo e aumentando a quantidade de sélidos suspensos na agua
(Das et al., 2006). Nao houve diferencga estatistica com relacdo a renovacao de agua.
Tacon et al. (2005) sugere que a taxa de renovacao diaria deve variar de cinco a 20%,
todos os tratamentos ficaram dentro da taxa estabelecida por esse autor.

Zhou et al. (2009) verificaram que os tratamentos com aplicacdo de probidtico

obtiveram uma maior taxa de sobrevivéncia (acima de 80%), o que também pdde ser
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observado em nosso cultivo. Alguns autores também relataram que o uso de probioticos
nas racbes é eficiente pois o animal consome esse alimento e 0s microrganismos
colonizam o trato gastrointestinal, liberando enzimas e nutrientes que melhoram o
processo metabdlico do organismo cultivado (Glnther & Jiménez-Montealegre 2004,
Kumar et al. 2008). No presente estudo foi observado que a adi¢cdo de bactérias
probidticas a ragdo contribui para um melhor desempenho zootécnico dos camardes, e
que isso pode ter sido acarretado com o encontrado em outros estudos. Larasati et al.
(2021) utilizaram cepas probidticas do género Bacillus sp. (108 UFC g1) e encontraram
resultados semelhantes aos nossos no desempenho zootécnico (conversdo alimentar,
sobrevivéncia e crescimento) com a aplicacdo do probidtico na concentracdo de 1,0 mg
L na 4gua. A aplicacdo do probidtico comercial melhorou significativamente o
desempenho zootécnico no nosso cultivo.

Venkat et al. (2004) relataram que a racdo suplementada com probidtico pode
melhorar o fator de conversdo alimentar, prevenir problemas gastrointestinais e a pré
digestdo de fatores antinutricionais que podem estar presentes nos ingredientes da racao
e este pode ser o0 mecanismo que contribui para o0 melhor desempenho nos tratamentos
com o uso do probidtico. O consumo de racdo determina a entrada de nutrientes no
organismo do animal e seu uso para o crescimento, sendo assim ela influencia o peso final
do camar&o. Os Lactobacillus sp. podem aumentar o apetite do animal que o consome, e
com isso melhorar o aproveitamento nutricional com a ajuda do Bacillus sp. que tem acéo
proteolitica (Nadhif, 2016).

N&o é apenas a qualidade da &gua que pode interferir na produtividade em um
sistema de cultivo, mas também a qualidade do solo e sedimento (Lemonnier et al., 2004).
De acordo com Avnimelech e Ritvo (2003) ocorre um aumento da matéria organica
durante o ciclo de cultivo, em decorréncia do acimulo de detritos que vao se depositando
no sedimento. Quando comparamos as amostras do dia 0 com a do 25° dia de cultivo,
podemos observar que os tratamentos com aplicacdo de probidtico ajudaram a reduzir um
percentual de matéria organica no sistema durante o cultivo. Ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre os tratamentos para as variaveis analisadas do solo em ambas as
fases do experimento. Nimrat, (2012) descreve que 0s probidticos podem atuar como
bioremediadores no sistema melhorando a qualidade da agua e do solo no ambiente de

cultivo, porém em nosso estudo isso nao fica muito claro, mesmo que em algumas coletas
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os valores de matéria organica sejam menores que o do controle, quando comparamos as
médias ndo foi observado diferenca estatistica entre os tratamentos. Os camar@es tém
como habitat a interface solo-agua e uma boa qualidade do solo é primordial para o seu
bom desenvolvimento, pois boa parte do crescimento desse animal é no fundo dos
viveiros, se alimentando de detritos que véo se depositando no ambiente (Avnimelech e
Ritvo, 2003).

O pH do solo relacionado a alcalinidade ou acidez do solo é um importante fator
para a fertilidade do solo (Hossain, 2023), com a decomposicdo da matéria orgénica é
produzido acidos organicos que podem levar a acidificacdo do solo (Cheng et al., 2016),
além de que as bactérias do género Bacillus spp. também podem alterar os valores de pH
pela producdo de acidos organicos (Verschuere, 2000). Porém em nosso estudo nédo foi
identificado essa acidificacdo, o pH do solo e em ambas as fases o solo foi alcalino. E
esse € um 6timo resultado pois segundo Lemonnier et al. (2004) o0 aumento da acidez esta
associado a um aumento do estresse do camaréo.

As bactérias do género Bacillus sp., podem atuar como bioremediadores no
sistema de cultivo, elas sdo bactérias que formam esporos, Gram + e de transito livre, que
através da degradacdo da matéria organica, remocéo do lodo e reducdo dos nutrientes da
agua, auxiliam na manutencdo das variaveis de qualidade da agua e do solo (Nimrat et
al., 2011; Lukwambe et al., 2015). Analisando as bactérias do género Bacillus sp.
presentes na agua, elas obtiveram densidades expressivas nos tratamentos onde houve
aplicacdo do probidtico e segundo Decamp et al. (2002) para se manter organismos
desejaveis e benéficos no cultivo, através da competicdo por nutrientes, deve se fazer uso
de probidticos, pois eles ajudam a controlar a ocorréncia de microrganismos patogénicos
ou indesejaveis. As cepas também podem liberar substancias inibitorias e criar
competicdo com outros géneros de bactérias (Farzanfar, 2006).

As bacteérias dos géneros Bacillus subtilis, B. licheniformis e B. cereus possuem a
capacidade de se reproduzir e se desenvolver em uma ampla faixa de temperaturas, pH,
salinidades e niveis de amdnia, bem como ter sua acdo efetivada (Devaraja et al., 2013;
Rahiman et al., 2010).

O que pbde ser observado nos resultados de bactérias do género Vibrio sp.
presentes na agua do cultivo, houve uma diminuigdo desse grupo nos tratamentos com

aplicacdo de probidticos quando comparado com o tratamento CO, Sakkaravarthi et. al

46



47

(2010) fazendo uso regular de bactérias probioticas obtiveram resultados semelhantes,
diminuig8o das bactérias do género Vibrio sp., sendo assim um 6timo resultado pois esse
género de bactérias é patogénica oportunista que apresenta crescimento acelerado em
funcdo de sua habilidade em se adaptar a condicOes estressantes, associado ao estresse
esse género pode ocasionar doengas aos organismos cultivados (vibrioses) (Rahman et
al., 2009; Rajinikanth et al., 2010; Karthik et al., 2014).

Em relacdo a dominancia de vibrios e bacilos na agua, foi observado que houve
uma competicdo entre esses géneros, pois quando um estava em alta ou o outro estava em
baixa dominancia. Os probi6ticos possuem a capacidade de evitar o crescimento de
bactérias patogénicas, como as do género Vibrio sp., bactérias essas que sdo gram-
negativas e podem ser responsaveis por severas doencas nos camardes (Chatterjee e
Haldar, 2012).

George et al. (2018) constatou que cepas probidticas do género Bacillus spp.
conseguem inibir o crescimento de vibrios. Eles também testaram cepas probioticas em
camardes infectados e esses camardes se recuperaram das infecgfes e mantiveram uma
boa sobrevivéncia. Os Bacillus spp. possuem efeitos inibitdrios e isso pode ser devido a
producdo de antibidticos, bacteriocinas, lisozimas, proteases e peroxido de hidrogénio
(Verschuere, 2000).

Analisando as bactérias presentes no solo de cultivo na fase 1, podemos observar
que houve diferenca estatistica (p>0,05) significativa entre os tratamentos para os bacilos.
Onde nos tratamentos L50 e L100 houve uma maior concentragéo de bacilos e uma menor
concentracdo de vibrios. Em relacdo a dominancia de vibrios e bacilos no solo, foi
observado que houve uma competicdo entre esses géneros, pois quando um estava em
alta ou o outro estava em baixa dominancia. Nos tratamentos L50 e L100 obtiveram
maiores porcentagens de bacilos quando comparados com vibrios, indicando um
antagonismo entre esses dois géneros. As bactérias probioticas possuem a capacidade de
competir e eliminar microrganismos patogénicos, se sobrepondo ou eliminando-o0s
através de competicdo por nutrientes, evitando assim o desenvolvimento de grupos
patogénicos na dgua ou no solo (Balcazar et al., 2006; Lazado et al., 2011).

J& para fase 2 ap6s a despesca dos camardes, periodo onde o solo ficou exposto e
foi tratado com probidtico. Houve diferencga estatistica significativa (p<0,05) para 0s

bacilos nos tratamentos L50 e L100 quando comparados ao CO, onde mostrou que 0
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tratamento do solo com probi6tico resultou em um aumento na contagem de bacilos em
relacdo ao tratamento CO. Em rela¢do a dominancia, podemos observar que houve uma
reducao da porcentagem de vibrios e aumento de bacilos quando comparamos as amostras
iniciais e finais.

Os Bacillus spp. vem sendo amplamente utilizados como agentes de biocontrole
para reduzir vibrios em sistemas de cultivo de camardo (Rengipipat et al., 2000), as
bacterias do género Bacillus spp. antagonizam com as bactérias do género Vibrio spp.
pela producdo de agentes inibidores ou pela competicdo por espago ou nutrientes
(Verschuere et al.,2000).

Esse antagonismo também foi identificado por Hoffling (2021) analisando
diferentes protocolos para multiplicacdo de probidtico comercial em sistemas aquicolas,
nesse estudo foi verificado que com a alta abundancia de bactérias do género Bacillus
spp. pode ter dificultado o surgimento de Vibrios através de competicdo, ou os valores
desse género podem ter ficado abaixo dos limites de deteccéo.

Alguns autores relataram que a abundancia de Vibrio estd positivamente
correlacionada com a quantidade de matéria organica (Lemonnier et al. 2010; Thickman
e Gobler, 2017), o que pode ser um fator adicional para a menor abundancia desse género
nos tratamentos com adi¢do de probidtico, pois os solos tratados com 100% da dose

apresentaram uma reducdo de 50% da matéria organica no sétimo dia ap6s a despesca.

7 — CONCLUSOES

Conclui-se que aplicacdo de probidtico comercial a base de Bacillus spp. no
sistema semi-intensivo de cultivo de camardes:

e Melhorou o desempenho zootécnico, onde os tratamentos com in6culo de
probidtico apresentaram um melhor desempenho quando comparado ao
tratamento controle.

e Contribuiu com uma reducdo da matéria organica de 50% no sétimo dia
apos o tratamento do solo.

e Ajudaram no aumento da densidade de bactérias benéficas do género

bacillus spp. no cultivo.
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