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RESUMO GERAL 274 

Com a intensificação da produção na aquicultura, o sucesso da produtividade está 275 

relacionado com as condições do cultivo, manejo e ambiente de produção. Nesse cenário, 276 

as bactérias probióticas surgem como uma alternativa sustentável, são definidas como 277 

microrganismos vivos que promovem benefícios ao hospedeiro por meio da modulação 278 

da microbiota intestinal e ambiental, resultando em melhor desempenho zootécnico, 279 

resposta imunológica e qualidade da água. Essa tese teve o objetivo de avaliar diferentes 280 

bactérias probióticas comerciais em diferentes fases de produção, berçário e engorda, em 281 

diferentes cultivos, água clara e sistema de bioflocos e diferentes sistemas, 282 

superintensivos e intensivos de produção. Foram utilizadas cepas de Bacillus subtilis, 283 

Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici isoladas e em mix comercial. Foram 284 

desenvolvidos três capítulos. O primeiro capítulo teve como objetivo avaliar o efeito de 285 

diferentes bactérias probióticas isoladas e estratégias de aplicação na qualidade da água, 286 

desempenho zootécnico do Penaeus vannamei, na fase de engorda em sistema 287 

superintensivo, avaliando individualmente o comportamento dos probióticos em 288 

diferentes condições de cultivo, seus efeitos de antagonismo com bactérias patogênicas e 289 

efeito sobre o sistema imune dos camarões. O experimento teve duração de 49 dias. Não 290 

foram observadas diferenças na qualidade da água. Para dados de desempenho zootécnico 291 

(peso final e produtividade) foram observadas diferenças significativas, onde os 292 

tratamentos com B. subtilis adicionado na ração e na água demonstraram maiores valores 293 

(8,75g e 0,81kg/m2), enquanto L. plantarum e P. acidilactici obtiveram resultados de 294 

peso final e produtividade satisfatórios, porém inferiores aos bacilos. Ambos os bacilos e 295 

as bactérias ácido lácticas foram capazes de crescer em salinidade 30 e temperatura de 296 

30ºC. O uso do probiótico com a mistura de diferentes bactérias mostrou-se eficaz contra 297 

diversos patógenos comuns de sistemas de aquicultura. O segundo capítulo teve como 298 

objetivo avaliar a eficácia do uso do mix probiótico em berçário de camarões marinhos 299 

em sistemas de bioflocos e diferentes vias de aplicação e sua relação com a comunidade 300 

microbiana, qualidade da água e desempenho zootécnico. A Hibridização in situ 301 

fluorescente foi utilizada para análise da abundância bacteriana presente na água de 302 

cultivo e no intestino dos camarões. Os tratamentos foram divididos em dois sistemas, 303 

água clara (AC) e bioflocos (BFT), onde os probióticos eram adicionados somente na 304 

ração (PR), somente na água (PA) e em duas vias de aplicação, sendo ração e água (PRA). 305 

O berçário teve duração de 35 dias. A diversidade e abundância de microrganismos foi 306 

superior nos tratamentos com bioflocos e duas vias de aplicação dos probióticos. A 307 
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colonização do intestino dos camarões foi evidenciada no presente estudo pela presença 308 

das bactérias probióticas hibridizadas, quantificadas e classificadas, onde apresentaram 309 

relação direta com a água de cultivo. O desempenho zootécnico foi significativamente 310 

(p<0,05) maior no tratamento com adição de probióticos na ração e na água em sistema 311 

de bioflocos (BFT-PRA), onde todos os índices foram superiores aos demais tratamentos. 312 

Sobrevivências foram superiores a 89%, com exceção do tratamento controle (79%). 313 

Demais tratamentos com pelo menos uma via de aplicação mostrou desempenho 314 

zootécnico satisfatório em relação ao controle, incluindo o sistema de água clara que se 315 

aproximou do sistema de bioflocos sem adição de probióticos (BFT-CTL). O terceiro 316 

capítulo teve como objetivo avaliar eficiência do uso do probiótico mix comercial no 317 

cultivo superintensivo e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de 318 

engorda em diferentes sistemas e as interações com a qualidade da água, desempenho 319 

zootécnico, comunidade microbiana e abundância bacteriana. Foram realizados 320 

experimentos em duas fases de engorda, semi-intensiva (20 cam m-2) e superintensiva 321 

(300 cam m-2), ambas com duração de 63 dias. Os tratamentos foram dividos em Engorda 322 

1 e Engorda 2 são diferentes vias de aplicação dos probióticos em sistema de água clara. 323 

Houve diferença significativa para todos os parâmetros zootécnicos quando adicionados 324 

probióticos em comparação com grupo controle. Foram encontrados maior diversidade 325 

de microrganismos com a adição de probióticos e colonização do trato intestinal pelas 326 

bactérias probióticas. Na engorda superintensiva foram encontradas diferenças para dados 327 

avaliados na qualidade de água. Valores encontrados para o desempenho zootécnico são 328 

superiores quando os probióticos são adicionados na água e na ração em sistema de 329 

bioflocos, foram encontrados maior diversidade de microrganismos e abundância 330 

bacteriana no sistema de bioflocos quando comparado ao sistema de água clara, porém 331 

no tratamento com adição dos probióticos em duas vias em água clara houve 332 

comportamento similar ao tratamento controle em sistema BFT. As principais conclusões 333 

são a capacidade de melhora no desempenho zootécnico, aumento da diversidade de 334 

microrganismos e a colonização de bactérias na água e no intestino dos camarões, assim 335 

como a viabilidade dos probióticos em diferentes condições e desafios. 336 

 337 
Palavras-chave: bacillus subtilis; lactobacillus plantarum; pediococcus acidilactici; hibridização; 338 
microbiota; intestino; colonização; bioflocos; produtividade.  339 
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GENERAL ABSTRACT 340 

 341 
With the intensification of aquaculture production, the success of productivity is 342 

closely linked to farming conditions, management practices, and environmental quality. 343 

In this context, probiotic bacteria have emerged as a sustainable alternative. These are 344 

defined as live microorganisms that confer benefits to the host by modulating the 345 

intestinal and environmental microbiota, resulting in improved zootechnical performance, 346 

immune response, and water quality. This thesis aimed to evaluate the effects of different 347 

commercial probiotic bacteria at various production stages (nursery and grow-out) across 348 

different farming systems, including clear water and biofloc system (BFT), and under 349 

both intensive and super-intensive conditions. The bacterial strains used were Bacillus 350 

subtilis, Lactobacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici, applied either 351 

individually or in a commercial mix. The study was divided into three chapters. The first 352 

chapter focused on assessing the effects of isolated probiotic bacteria and different 353 

application strategies on water quality, zootechnical performance of Penaeus vannamei, 354 

and immune responses during the grow-out phase under super-intensive culture. 355 

Evaluated the individual behavior of probiotics under different rearing conditions, their 356 

antagonistic effects against pathogenic bacteria, and their influence on shrimp immune 357 

systems over a 49-day trial. No significant differences were observed in water quality 358 

parameters. However, significant differences in zootechnical performance (final weight 359 

and productivity) were detected. Treatments involving B. subtilis applied both in feed and 360 

water yielded the highest values (8.75 g and 0.81 kg m-2). While L. plantarum and P. 361 

acidilactici also produced satisfactory results, they were less effective than B. subtilis. All 362 

strains demonstrated viability at 30 ppt salinity and 30°C. The mixed probiotic 363 

formulation was effective against common aquaculture pathogens. The second chapter 364 

investigated the efficacy of the probiotic mix in shrimp nursery systems using biofloc and 365 

various application methods, and its relationship with microbial community composition, 366 

water quality, and zootechnical performance. Fluorescence in situ hybridization (FISH) 367 

was used to quantify bacterial abundance in the water and shrimp intestines. Treatments 368 

were conducted under two systems: clear water (CW) and biofloc (BFT), with probiotics 369 

applied via feed (PR), water (PA), or both (PRA). The 35-day nursery trial showed that 370 

microbial diversity and abundance were higher in BFT systems and treatments using dual 371 

application routes. Bacterial colonization of the shrimp gut was confirmed through 372 

hybridization, with a clear association between the intestinal microbiota and the water. 373 
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Zootechnical performance was significantly higher (p < 0.05) in the BFT-PRA treatment, 374 

with all performance indices outperforming the other treatments. Survival rates exceeded 375 

89% in all treatments except the control (79%). All probiotic treatments, including those 376 

in clear water, yielded better performance than the control and approached the results of 377 

untreated biofloc systems (BFT-CTL). The third chapter evaluated the efficiency of the 378 

commercial probiotic mix in P. vannamei grow-out under semi-intensive (20 shrimp/m²) 379 

and super-intensive (300 shrimp/m²) systems over 63 days, focusing on water quality, 380 

zootechnical performance, microbial community dynamics, and bacterial abundance. 381 

Treatments were divided into two phases (Grow-out 1 and 2) with different probiotic 382 

application routes in clear water systems. Significant improvements were observed across 383 

all zootechnical parameters when probiotics were applied, compared to control groups. 384 

Greater microbial diversity and gut colonization by probiotics were noted. In the super-385 

intensive system, water quality parameters were also significantly affected by probiotic 386 

addition. The improvement in zootechnical performance occurred when probiotics were 387 

applied both in water and feed in biofloc systems, which also showed higher microbial 388 

diversity and bacterial abundance compared to clear water. Interestingly, the dual-389 

application treatment in clear water showed results comparable to the control in the 390 

biofloc system. Probiotic bacteria were confirmed to colonize the shrimp intestinal tract 391 

effectively. In conclusion, the findings highlight the potential of probiotics to improve 392 

zootechnical performance, increase microbial diversity, and promote bacterial 393 

colonization in both the aquatic environment and shrimp gut, demonstrating their viability 394 

under different culture conditions and production challenges. 395 

 396 
 397 

 398 

 399 

 400 

 401 

 402 

 403 

 404 
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INTRODUÇÃO GERAL 405 

A aquicultura é um dos setores de produção de proteína animal que mais cresce 406 

globalmente, com destaque para a carcinocultura do camarão branco do Pacífico 407 

(Penaeus vannamei), que tem se consolidado com expressiva participação na produção 408 

global de camarões, com ampla distribuição geográfica e significativo impacto 409 

econômico (FAO, 2022). A busca pela consolidação dos sistemas de cultivos intensivos 410 

e superintensivos, procura solucionar demandas antigas do setor como controle de 411 

doenças, uso reduzido de água, necessidade de optimização de uso de terras e aumento 412 

da produtividade (Wasielesky et al., 2006; Emerenciano et al., 2017; Gainza et al., 2018). 413 

Durante muitas décadas o uso indiscriminado de antibióticos e descontrole da geração de 414 

efluentes em recursos hídricos, causou surgimento de doenças bacterianas resistentes e 415 

diversos problemas ambientais, que afetaram negativamente a produção mundial de 416 

camarões marinhos (Souza et al., 2012; Pereira et al., 2022; Lubis et al., 2024).  417 

Em um contexto de resistência a antibióticos crescente, os probióticos oferecem 418 

uma alternativa ao uso de antimicrobianos, promovendo uma aquicultura mais ecológica 419 

e sustentável (Sumon et al., 2022). Os probióticos também desempenham um papel na 420 

biorremediação e na reciclagem de nutrientes, ajudando a manter a qualidade da água e a 421 

reduzir a carga de poluentes, contribuindo assim para práticas de cultivo mais sustentáveis 422 

(Soltani et al., 2019). Os principais efeitos positivos do uso dos probióticos são 423 

demonstrados através da melhora significativa dos índices zootécnicos avaliados, como 424 

maior crescimento, melhora na taxa de conversão alimentar, redução de mortalidade e 425 

melhores condições de saúde animal (Pandiyan et al., 2013, Krummenauer et al., 2014). 426 

Ao passar dos anos a aplicação de bactérias probióticas evoluiu de pesquisas microbianas 427 

iniciais para uma consolidada prática de manejo, com efeitos comprovados na promoção 428 

de uma microbiota intestinal controlada, funções imunológicas e absorção de nutrientes 429 

(Holmström et al., 2003; Pimentel et al., 2024).   430 

O uso de probióticos em conjunto com boas práticas de manejo como uso de 431 

substratos artificiais, eficientes sistemas de aeração, controle densidades de estocagem, 432 

diferentes métodos de aplicação e fontes probióticas focam na inovação e na capacidade 433 

de maximizar o desenvolvimento e potencial da produção sustentável de camarões 434 

(Hostins et al., 2017; Lara et al., 2017; Da Silveira et al., 2022; Ramiro et al., 2024). Entre 435 

as inovações do setor, o sistema de bioflocos (BFT System) é aplicado como uma 436 

ferramenta que utiliza a comunidade microbiana como pilar de transformação de 437 

compostos nitrogenados em proteína suplementar fornecida aos organismos cultivados, 438 
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necessita de um alto controle dos parâmetros físico-químicos da água, proporcionando 439 

efeitos positivos nos indicies de desempenho zootécnico, controle de patógenos, 440 

resistência a doenças e medidas eficientes de controle ambiental (Avnimelech et al., 2001; 441 

Samocha, 2004; Wasielesky et al., 2020).  442 

As definições de probióticos variam ligeiramente entre diferentes autores que 443 

iniciaram as pesquisas sobre seus efeitos benéficos, são definidos como organismos vivos 444 

que, quando administrados em quantidades adequadas, promovem benefícios à saúde do 445 

hospedeiro por meio da modulação da microbiota intestinal e controlam qualidade da 446 

água (Gatesoupe, 2016). As bactérias probióticas são frequentemente descritas como 447 

bactérias benéficas, que ajudam a prevenir a colonização de patógenos através da 448 

competição por espaço e nutrientes, além de contribuírem para a saúde intestinal, 449 

suplementos alimentares microbianos vivos que afetam beneficamente o hospedeiro 450 

(Fuller, 1992; Rengpipat et al., 1998). As fontes mais conhecidas e utilizadas na 451 

aquicultura são cepas de bacilos e bactérias ácido lácticas, dentre elas Bacillus subtilis, 452 

Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici que são tipicamente isoladas de 453 

ambientes aquáticos naturais ou organismos hospedeiros específicos (Yeh et al., 2014). 454 

Espécies de bacilos, como Bacillus subtilis, são notáveis por sua eficácia como 455 

probióticos na aquicultura, são bactérias gram-positivas, formadoras de esporos 456 

resistentes que permitem sua sobrevivência em condições adversas e sua eficácia em 457 

ambientes aquáticos que não apenas melhoram a qualidade da água ao converter matéria 458 

orgânica, mas também ajudam a equilibrar a comunidade microbiana (Rajasulochana e 459 

Gummadi, 2022; He et al., 2023). Possuem a capacidade de sintetizar enzimas digestivas, 460 

tais como amilases e proteases, promovendo maior eficiência na digestão e absorção de 461 

nutrientes pelos organismos aquáticos, o que resulta em melhor desempenho zootécnico 462 

(Ziaei-Nejad et al., 2006; Liu et al., 2009). Além disso, essas bactérias podem atuar na 463 

supressão do crescimento de microrganismos patogênicos por meio de mecanismos 464 

competitivos pela disponibilidade de nutrientes e pela secreção de compostos 465 

antimicrobianos, beneficiando a saúde dos organismos cultivados (Knipe et al., 2021; 466 

Sam-On et al., 2022). Adicionalmente, bactérias do gênero bacilos têm sido associadas 467 

ao fortalecimento do sistema imunológico, contribuindo para maior resistência às doenças 468 

e redução das taxas de mortalidade (Li et al., 2009). 469 

As bactérias ácido lácticas (BAL) abrangem espécies como Lactobacillus e 470 

Pediococcus, são conhecidas por sua capacidade de produzir ácido láctico durante a 471 

fermentação, o que pode inibir bactérias patogênicas, reduzir pH intestinal e promover 472 
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um ambiente intestinal mais saudável, são amplamente estudadas por seus benefícios no 473 

desempenho do crescimento, resposta imunológica e resistência a doenças (Chiu et al., 474 

2007; Klare et al., 2007; Kongnum e Hongpattarakere, 2012). São eficazes na colonização 475 

da mucosa intestinal, o que os ajuda a competir com patógenos e melhorar a saúde 476 

intestinal dos organismos aquáticos, produzem bacteriocinas e outras substâncias com 477 

propriedades antibacterianas, que ajudam a controlar a microbiota patogênica (Sahoo et 478 

al., 2016; Wu et al., 2022). 479 

As bactérias probióticas competem por sítios de ligação nas superfícies epiteliais, 480 

competindo por nutrientes, inibindo formação de biofilmes e assim, impedindo a 481 

colonização por patógenos (Amiin et al., 2023). Produzem ácido lático e bacteriocinas 482 

que reduzem o pH intestinal, criando ambiente hostil para patógenos e possuem 483 

capacidade de estimular respostas imunes ao hospedeiro (Tamilselvan e Raja, 2024). A 484 

capacidade de eficiência do uso de probióticos está relacionado a diferentes fatores e 485 

condições, como temperatura, salinidade, métodos de aplicação, dosagem e origem das 486 

cepas e manejo aplicado (Bezerra et al., 2024; Mathan Muthu et al., 2024). A otimização 487 

da dosagem é crítica, pois dosagens inadequadas podem levar a resultados ineficazes, a 488 

administração combinada de probióticos específicos pode ser mais eficaz do que 489 

aplicações singulares, destacando a necessidade de abordagens personalizadas para 490 

estratégias de dosagem e combinação, chamados de probióticos multi-espécies 491 

(Kesselring et al., 2019; Zan et al., 2023). 492 

Em conjunto com o uso de probióticos, o sistema de bioflocos promove condições 493 

ambientais sustentáveis e fisiológicas favoráveis aos cultivos intensivos (Hostins et al., 494 

2017). Os bioflocos são agregados microbianos compostos por bactérias, protozoários, 495 

microalgas, excreta dos animais cultivados, alimento não consumido e são fontes de 496 

nutrientes como carbono e nitrogênio, fornecem nutrientes essenciais para crescimento e 497 

atividade das bactérias de um modo geral (Khanjani et al., 2024). Os bioflocos contribuem 498 

significativamente para a qualidade da água ao estimular a atividade bacteriana envolvida 499 

na degradação e conversão de compostos nitrogenados tóxicos, como amônia e nitrito, 500 

em formas menos prejudiciais (Brandão et al., 2024). As bactérias probióticas integradas 501 

aos bioflocos competem diretamente com patógenos por nutrientes e espaço, reduzindo a 502 

carga patogênica no ambiente aquático e fortalecendo o sistema imunológico dos animais 503 

cultivados (Arias-Moscoso et al., 2018; Waiho et al., 2023). 504 

A variabilidade de eficácia entre diferentes espécies de bactérias probióticas e 505 

sistemas de cultivo são desafios significativos na consolidação da utilização de 506 
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probióticos em sistemas de produção intensivos, mesmo com tantos avanços nas 507 

metodologias aplicadas atualmente (Ninawe e Selvin, 2009; Wang et al., 2023). Diante 508 

desses desafios, a presente tese busca desenvolver e investigar estratégias eficientes 509 

utilizando probióticos específicos isolados e misturas probióticas para assegurar a 510 

sustentabilidade da aquicultura intensiva e superintensiva. Assim como a identificação e 511 

validação das melhores práticas de aplicação em diferentes sistemas e fases de produção. 512 

OBJETIVOS 513 

Objetivo Geral 514 

Avaliar o uso de diferentes bactérias probióticas isoladas e em mix probiótico no 515 

cultivo intensivo e superintensivo do Penaeus vannamei durante as fases de berçário e 516 

engorda em sistemas de água clara e sistema de bioflocos e seus efeitos na qualidade da 517 

água, desempenho zootécnico, composição de microrganismos, abundância bacteriana 518 

nos diferentes sistemas.  519 

Objetivos Específicos 520 

• Avaliar o efeito de diferentes bactérias probióticas isoladas e estratégias de 521 

aplicação na qualidade da água, desempenho zootécnico do Penaeus vannamei, 522 

na fase de engorda em sistema superintensivo, avaliando individualmente o 523 

comportamento dos probióticos em diferentes condições de cultivo, seus efeitos 524 

de antagonismo com bactérias patogênicas e efeito sobre o sistema imune dos 525 

camarões. 526 

• Avaliar o efeito do uso de mix probiótico comercial e diferentes vias de aplicação 527 

em diferentes sistemas na fase de berçário do Penaeus vannamei em sistema 528 

superintensivo, avaliando qualidade da água, desempenho zootécnico, 529 

microrganismos, comunidade bacteriana e colonização do intestino dos camarões. 530 

• Avaliar a eficiência do uso do probiótico mix comercial no cultivo superintensivo 531 

e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de engorda em 532 

diferentes sistemas e as interações com a qualidade da água, desempenho 533 

zootécnico, comunidade microbiana e abundância bacteriana. 534 
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CAPÍTULO I: USO DE DIFERENTES BACTÉRIAS PROBIÓTICAS NA 733 
ENGORDA DO CAMARÃO BRANCO DO PACÍFICO Penaeus vannamei EM 734 
SISTEMA SUPERINTENSIVO 735 

Artigo submetido a revista Aquaculture International 736 

Resumo 737 

O propósito deste estudo foi avaliar diferentes bactérias probióticas isoladas de 738 

um probiótico comercial, contendo Bacillus subtilis (3,4x109 UFC g-1), Lactobacillus 739 

plantarum (1,2x109 UFC g-1) e Pediococcus acidilactici (1,2x109 UFC g-1) em diferentes 740 

vias de aplicação, sendo inseridos somente na ração, somente na água e aplicando em 741 

conjunto na ração e na água. Também foram objetivos avaliar os efeitos sobre a qualidade 742 

da água e desempenho zootécnico dos camarões em sistema superintensivo na fase de 743 

engorda. Os isolados probióticos foram submetidos a testes in vitro avaliando salinidade 744 

e nutrientes disponíveis, fornecendo curvas de crescimento durante 48h. Foram realizados 745 

testes de sensibilidade microbiana contra bactérias patogênicas comuns da aquicultura e 746 

a contagem diferencial de hemócitos para avaliar as condições de sanidade dos animais 747 

cultivados. O experimento teve duração de 49 dias. Não foram observadas diferenças na 748 

qualidade da água. Para dados de desempenho zootécnico (peso final e produtividade) 749 

foram observadas diferenças significativas, onde os tratamentos com B. subtilis 750 

adicionado na ração e na água demonstraram maiores valores (8,75g e 0,81kg/m2), 751 

enquanto L. plantarum e P. acidilactici obtiveram resultados de peso final e produtividade 752 

satisfatórios, porém inferiores aos bacilos. Ambos os bacilos e as bactérias ácido lácticas 753 

foram capazes de crescer em salinidade 30 e temperatura de 30ºC. O uso do probiótico 754 

com a mistura de diferentes bactérias mostrou-se eficaz contra diversos patógenos 755 

comuns de sistemas de aquicultura como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 756 

Salmonella sp, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas fluorescens e Aeromonas 757 

hydrophila. A utilização de probióticos emergiu como uma ferramenta crucial para 758 

fortalecer o sistema imunológico dos camarões, destacando-se como agentes biológicos 759 

promissores na aquicultura. 760 

  761 
 762 
 763 
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Abstract 764 

The purpose of this study was to evaluate different probiotic bacteria isolated from 765 

a commercial probiotic mix containing Bacillus subtilis (3.4x109 CFU g-1), Lactobacillus 766 

plantarum (1.2x109 CFU g-1) and Pediococcus acidilactici (1.2x109 CFU g-1) in different 767 

methods of application: only in the feed, only in the water and in the feed and water 768 

together. To evaluate the effects on water quality and the zootechnical performance of 769 

shrimp in a super-intensive system during the grow-out phase. The probiotic isolates were 770 

subjected to in vitro tests evaluating salinity and available nutrients, providing growth 771 

curves for 48 hours. Microbial sensitivity tests against common aquaculture pathogenic 772 

bacteria and differential hemocyte counts were carried out to assess the health conditions 773 

of the farmed animals. The experiment lasted 49 days. No differences in water quality 774 

were observed. For zootechnical performance data (final weight and productivity), 775 

significant differences were observed, where the treatments with B. subtilis added to the 776 

feed and water showed higher values, L. plantarum and P. acidilactici obtained 777 

satisfactory final weight and productivity results, but lower than the bacilli. Both bacilli 778 

and lactic acid bacteria were able to grow in salinity 30. The use of the probiotic mix 779 

proved to be effective against several common pathogens in aquaculture systems, such as 780 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp, Vibrio parahaemolyticus, 781 

Pseudomonas fluorescens and Aeromonas hydrophila. The use of probiotics has emerged 782 

as a crucial tool to strengthen the immune system of shrimp, standing out as promising 783 

biological agents in aquaculture. 784 

 785 

 786 

 787 

 788 

 789 

 790 

 791 

 792 

 793 
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Introdução 794 

Em 2020, o camarão branco do Pacífico (Penaeus vannamei) liderou a produção 795 

aquícola global com 5,8 milhões de toneladas, o aumento na produção de camarões 796 

cultivados resultou em uma disponibilidade cinco vezes maior entre 1961 e 2019 (FAO, 797 

2022). De acordo com o mesmo relatório os alimentos aquáticos são promissores para 798 

segurança alimentar, desde que se promova consumo diversificado de maneira 799 

sustentável e equitativa, considerando o potencial nutricional desses alimentos. Para 800 

atender a demanda por organismos aquáticos ocorreu a intensificação da produção, 801 

causando o surgimento de problemas ambientais e sanitários, provocados pelo 802 

desequilíbrio na inter-relação entre hospedeiro, ambiente e patógeno (Lalumera et al., 803 

2004). A aquicultura busca desempenhar um papel importante na transição para um 804 

sistema alimentar global eficiente. Para realizar esta transição, é necessário promover a 805 

produção de alimentos e gerar menos pressão sobre os recursos utilizados para essa 806 

produção, causando assim menor impacto para o meio ambiente, reduzindo a dependência 807 

de farinha de peixe, novos ingredientes adicionados a formulação das rações, sistemas de 808 

produção fechados e a utilização de probióticos (Bauer et al., 2012; Fry et al., 2016; 809 

Hostins et al., 2017; Macias-Sancho et al., 2014; Moriarty, 1998; Wasielesky et al., 2006).  810 

Probióticos são definidos como microrganismos vivos que proporcionam 811 

benefícios para a saúde do hospedeiro em doses corretamente administradas, podem 812 

colonizar trato e promover melhora da microbiota intestinal e sistema imune (Nayak, 813 

2021; Verschuere, L.G.Rombaut, P.Sorgeloos, 2000). As bactérias probióticas 814 

proporcionam diversos benefícios para a saúde do hospedeiro e desempenham um papel 815 

importante na manutenção da qualidade da água, no aumento da produtividade, 816 

resistência a várias doenças, função imunitária e microbiota benéfica no intestino (El-817 

Saadony et al., 2021). Além disso, o uso de probióticos na aquicultura pode reduzir os 818 

efeitos secundários do uso de antibióticos (Hoseinifar et al., 2018). A utilização de 819 

bactérias probióticas proporciona efeitos positivos no crescimento, imunidade, 820 

antioxidantes e microbiota intestinal (Krummenauer et al., 2014; Nayak, 2021). Os 821 

probióticos, como aditivos alimentares, ajudam na digestão adequada dos alimentos e 822 

disponibilizam nutrientes para um crescimento mais rápido e maior produção, reforçando 823 

a importância da suplementação probiótica, especialmente em sistemas convencionais de 824 

cultura em águas claras (Hostins et al., 2017; Balcázar et al., 2006; Luis-Villasenor et al., 825 

2012; Newaj-Fyzul & Austin, 2015; van Hai & Fotedar, 2010).  826 



 22 

Algumas variedades de bactérias probióticas foram amplamente testadas na 827 

produção do Penaeus vannamei, incluindo bacilos e bactérias ácido lácticas (Farzanfar, 828 

2006; Ferreira et al., 2017). Sendo o gênero mais explorado o Bacillus sp e em nível de 829 

espécie Bacillus subtilis, amplamente estudado e aplicado comercialmente em todo 830 

mundo (Keysami et al., 2012). As bactérias do gênero bacilos são as mais utilizadas na 831 

aquicultura, sendo a espécie Bacillus subtilis a mais utilizada e encontrada em diversos 832 

estudos e produtos comerciais (Akhter et al., 2015; Farzanfar, 2006; Keysami et al., 833 

2007). Bacillus subtilis são bactérias formadoras de esporos que pertence ao gênero 834 

Bacillus. As bactérias formadoras de esporos são definidas por sua capacidade de formar 835 

endosporos, que são estruturas altamente resistentes que permitem que as bactérias 836 

sobrevivam em ambientes adversos (Lalloo et al., 2007). Outro grupo de bactérias 837 

relevantes são as bactérias ácido lácticas que também possuem importante desempenho 838 

em cultivos de diferentes espécies. Estudos indicam grande potencial e resistências dessas 839 

bactérias, dentre elas as mais importantes são Lactobacillus plantarum e Pediococcus 840 

acidilactici (Chiu et al., 2007; Klare et al., 2007; Sabo et al., 2018). 841 

Lactobacillus plantarum é uma cepa de bactérias que tem sido amplamente 842 

estudada e aplicada no cultivo de camarões marinhos e demonstra desempenho eficaz 843 

como probiótico, especificamente na microbiota intestinal, uma vez que a administração 844 

de L. plantarum pode aumentar a abundância de bactérias benéficas no intestino do 845 

camarão (Kesselring et al., 2019; Soccol et al., 2010). Estas são amplamente utilizadas na 846 

produção de camarões para combater efeitos negativos da baixa salinidade e para 847 

melhorar o desempenho de crescimento e a capacidade imunológica (Wei et al., 2022; Li 848 

et al., 2019; et al., 2008). 849 

Pediococcus acidilactici também são bactérias ácido lácticas e ultimamente seu 850 

potencial probiótico na aquicultura vem sendo estudado com muito sucesso e eficácia 851 

(Ferguson et al., 2010). Estudos comprovam que adição desta cepa bacteriana melhorou 852 

a qualidade da água, o crescimento e a resposta imunológica de camarões (Wu et al., 853 

2022). De um modo geral, foi demonstrado que a P. acidilactici confere benefícios para 854 

a saúde e o desempenho dos animais cultivados sem quaisquer efeitos secundários 855 

conhecidos na aquicultura (Ringø et al., 2014).  856 

As bactérias probióticas possuem diferentes métodos de aplicação na produção 857 

aquícola, podendo ser aplicadas diretamente na água de cultivo ou adicionada a ração 858 

fornecida aos animais, ambos métodos de aplicação são eficazes e melhoram o 859 

desempenho dos animais cultivados e da qualidade de água, porém ambos possuem 860 
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diferentes implicações e eficácias (Chu et al., 2014; Ghosh et al., 2016; Luis-Villasenor 861 

et al., 2012; Moriarty, 1997; Ringø et al., 2016). Na aquicultura são usados probióticos 862 

para prevenção e tratamento de doenças, com modos de administração que variam de 863 

acordo com os probióticos usados, a forma de suplementação, o vetor, o nível de dosagem 864 

e a duração da aplicação. Os probióticos podem ser adicionados à água em que os animais 865 

são cultivados, misturados à ração ou administrados por meio de vacinas ou imersão dos 866 

animais em banho. A eficácia desses métodos pode depender de vários fatores, como o 867 

tipo e a quantidade de probióticos usados, a composição da ração ou da água e as 868 

condições ambientais (Nayak, 2021; Rengpipat et al., 1998; Ringø, 2020). 869 

Objetivo Geral 870 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes bactérias probióticas 871 

isoladas e estratégias de aplicação na qualidade da água, desempenho zootécnico do 872 

Penaeus vannamei, na fase de engorda em sistema superintensivo, avaliando 873 

individualmente o comportamento dos probióticos em diferentes condições de cultivo, 874 

seus efeitos de antagonismo com bactérias patogênicas e efeito sobre o sistema imune dos 875 

camarões. 876 

Objetivos Específicos  877 

• Identificar e caracterizar as bactérias probióticas utilizadas, avaliando diferentes 878 

meios de cultivo e condições de crescimento. 879 

• Avaliar os efeitos da adição das bactérias probióticas isoladas no desempenho 880 

zootécnico dos camarões cultivados na fase de engorda e qualidade da água. 881 

• Avaliar halos de resistência frente a patógenos bacterianos e resposta sistema 882 

imune dos camarões. 883 

Material e Métodos 884 

Condições experimentais 885 

O experimento foi realizado na Estação Marinha de Aquacultura, do Instituto de 886 

Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS, Brasil (32°110S; 887 

52°100W). O estudo teve a duração de 49 dias. Camarões da espécie Penaeus vannamei, 888 
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provenientes da Aquatec® (Rio Grande do Norte), foram obtidos em estágio de náuplio 889 

e passaram pela fase da larvicultura e berçário no Laboratório de Carcinocultura - FURG. 890 

Após esse período, pós-larvas com peso médio de 0,48g (±0,1) foram estocadas nas 891 

unidades experimentais em uma densidade de estocagem de 300 camarões m-2. O 892 

experimento foi realizado em uma sala experimental com controle de temperatura e 893 

fotoperíodo. Para controle de temperatura foram utilizados aquecedores de água 894 

submersos com termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O controle de luminosidade 895 

foi feito com temporizador analógico de luz, mantendo em 12 horas de escuro e 12h de 896 

claridade. O sistema de aeração era composto por soprador tipo blower, onde o oxigênio 897 

atmosférico era distribuído em cada unidade experimental através de duas mangueiras 898 

microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm. Os tanques possuíam área de fundo de 0,49 m2, 899 

com volume útil de 150 litros. Os tanques foram preenchidos com água salgada 900 

(salinidade 30). Para desinfecção inicial da água, aplicou-se uma solução de hipoclorito 901 

de sódio (10ppm) e posterior aplicação de ácido ascórbico (1ppm) para neutralização dos 902 

resíduos de hipoclorito de sódio. O estudo foi realizado em sistema de água clara, para 903 

isso, foram realizadas renovações de água de 50% do volume (75 litros) a cada dois dias 904 

ou de acordo com as concentrações de amônia e nitrito, durante todo período 905 

experimental. 906 

Delineamento experimental 907 

O experimento foi realizado com três repetições por tratamento. Foram utilizados 908 

trinta (30) tanques, sendo três tanques para cada tratamento. Os tratamentos foram 909 

distribuídos da seguinte maneira:  910 

• CONTROLE sem adição de probióticos (CTL) 911 

• Bacillus subtilis (BS) 912 

o PA – Probióticos na água (BS-PA) 913 

o PR – Probióticos na ração (BS-PR) 914 

o PRA – Probióticos na ração e na água (BS-PRA) 915 

• Lactobacillus plantarum (LP) 916 

o PA – Probióticos na água (LP-PA) 917 

o PR – Probióticos na ração (LP-PR) 918 

o PRA – Probióticos na ração e na água (LP-PRA) 919 

• Pediococcus acidilactici (PED) 920 
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o PA – Probióticos na água (PED-PA) 921 

o PR – Probióticos na ração (PED-PR) 922 

o PRA – Probióticos na ração e na água (PED-PRA) 923 

Aplicação dos probióticos e alimentação  924 

As bactérias probióticas comerciais isoladas e distribuídas em suas respectivas 925 

concentrações: Bacillus subtilis (3,4x109 UFC g-1), Lactobacillus plantarum (1,2x109 926 

UFC g-1) e Pediococcus acidilactici (1,2x109 UFC g-1), utilizando lactose como veículo. 927 

Foram aplicadas as dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ração (2g de 928 

probiótico/kg de ração) e na água foram utilizadas doses diárias de 1g/tonelada de água, 929 

nos tratamentos com duas vias de aplicação, ração e água, as doses eram dobradas. Cada 930 

bactéria probiótica isolada foi misturada com água proveniente de cada unidade 931 

experimental, para serem aspergidas à ração e pipetados na água de cultivo. Os camarões 932 

foram alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 h), utilizando ração comercial Active 933 

40% PB (Guabi®) sendo alimentados na fase de engorda seguindo tabelas de alimentação 934 

de acordo com a biomassa de cada unidade experimental (Jory et al., 2001). 935 

Qualidade da água 936 

Parâmetros como temperatura, pH e oxigênio dissolvido foram monitorados duas 937 

vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multiparâmetro da marca YSI® 938 

(modelo 556). A salinidade foi verificada semanalmente com o auxílio de um 939 

refratômetro óptico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os níveis da amônia total (N-AT) e 940 

nitrito (N-NO2-) foram analisados a cada dois dias seguindo metodologia descritas em 941 

(UNESCO, 1983; Strickland & Parsons, 1972). As concentrações de nitrato (N-NO3), 942 

ortofosfato (P-PO4-3) seguiram metodologias de (Aminot & Chaussepied, 1983) e 943 

alcalinidade (AOAC, 2005) sendo mensurados semanalmente. Sólidos suspensos totais 944 

(SST) foram medidos no início e final do experimento, baseando-se no método de 945 

(Strickland & Parsons, 1972). 946 

Desempenho Zootécnico  947 

O crescimento dos camarões em todas as unidades experimentais foi 948 

acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balança digital com precisão 949 

de 0,001g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes parâmetros: 950 

sobrevivência: ((biomassa final / peso médio individual final) / nº indivíduos estocados) 951 
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x 100. Conversão alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido / incremento de 952 

biomassa. Produtividade: (biomassa final / volume unidade experimental).  953 

Identificação das bactérias probióticas 954 

Amostras dos isolados probióticos foram encaminhadas ao LEBIOMM 955 

(Laboratório de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos – Universidade 956 

Federal de Juíz de Fora/MG) para identificação das espécies de bactérias com base em 957 

suas características morfológicas e sequenciamento genético. Diferentes amostras foram 958 

separadas (diluições seriadas de dez vezes foram preparadas para 106) em solução salina 959 

0,9% estéril (121 °C por 15 min) e colocadas em placas de ágar Man, Rugosa e Sharpe 960 

(MRS - Difco®) antes de serem incubadas em uma estufa bacteriológica a 35 °C por 24 961 

horas em condições microaerofílicas. Após a verificação do crescimento, todas as 962 

colônias bacterianas foram caracterizadas e diferenciadas pela coloração de Gram e 963 

novamente isoladas em placas de Petri com Tryptic Soy Agar (TSA - Difco®) para 964 

confirmar a pureza das bactérias isoladas. Posteriormente, os isolados bacterianos puros 965 

foram armazenados a -20 °C em uma solução de glicerol a 10% (Del’Duca et al., 2013). 966 

Curvas de crescimento bacteriano 967 

Foram realizadas curvas de crescimento das diferentes bactérias isoladas presentes 968 

no probióticos comercial, em temperatura de 30°C em diferentes meios de cultivo (meio 969 

Todd, água marinha e água marinha contendo nutrientes dos bioflocos) durante 48 horas, 970 

com coletas feitas a cada 6 horas. Para o crescimento das bactérias em escala líquida, 971 

foram utilizados meios Todd e água marinha (contendo nutrientes dos bioflocos, não 972 

autoclavada, apenas filtrada), essa água continha os nutrientes de um cultivo anterior, 973 

concentrações de amônia e nitrito próximas a zero ou indetectáveis e concentração de 974 

nitrato em 80 mg L, salinidade 30 g/L, concentrações de fosfato 2,24 mg L, alcalinidade 975 

175 mg CaCO3/L e pH 7,88. 976 

A densidade óptica das culturas bacterianas foi medida usando um 977 

espectrofotômetro óptico utilizando o comprimento de onda de 600 nm para o meio Todd 978 

e 530 nm para o meio em solução salina, seguindo escala de McFarland (BioMerieux, 979 

Marcy L'Etoile, France). Cada ensaio foi realizado com três repetições e os valores 980 

médios de densidade óptica foram registrados. Para abundância bacteriana total foi usado 981 

corante DAPI para contagem das bactérias em ampliação de 1000x usando um 982 

microscópio de epifluorescência (Olympus® BX-60). 983 
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Testes de sensibilidade antimicrobiana (antagonismo) 984 

Para teste de sensibilidade antimicrobiana ou teste de antagonismo “in vitro”, 985 

foram usados os isolados probióticos e testados contra bactérias patogênicas encontradas 986 

em produção aquícola isoladas previamente (Del’Duca et al., 2013). Foram usados 6 987 

isolados bacterianos patogênicos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 988 

sp, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas fluorescens e Aeromonas hydrophila testados 989 

contra as bactérias probióticas isoladas e no mix probiótico, cepas utilizadas em estudo 990 

prévio (Del’Duca et al., 2015). Para realização do teste as bactérias foram descongeladas, 991 

colocadas em solução salina 0,5 McFarland (correspondente a 2x108 UFC/ml) onde 992 

250μL de cada bactéria probiótica foram pipetados na base do replicador (carimbo) e os 993 

patógenos previamente inoculados em placas Petri com ágar nutriente, incubadas a 30°C. 994 

Para avaliação do teste foram medidos e registrados os halos de inibição (mm) das 995 

bactérias probióticas sobre as placas com bactérias patogênicas. Para interpretação dos 996 

dados são classificados como susceptível (S), intermediário (I) e resistente (R). De acordo 997 

com diâmetro do halo, são denominados: susceptível ≥ 16 mm, intermediário ≤ 12 mm e 998 

resistente < 11 mm (Matuschek et al., 2014). 999 

Contagem diferencial de hemócitos (CDH) 1000 

Para determinar a contagem diferencial de hemócitos foi utilizada metodologia 1001 

adaptada (Salimi et al., 2009). A hemolinfa foi coletada da região ventral de 9 camarões 1002 

por tratamento ao final do experimento, utilizando uma seringa de 1 mL previamente 1003 

preenchida com heparina (Hepamax-S®) como anticoagulante. O conteúdo foi esfregado 1004 

em uma lâmina e fixado com paraformaldeído a 4% e corado com May-Grunwald 1005 

Giemsa. Os hemócitos granulares e hialinos foram determinados utilizando um 1006 

microscópio óptico modelo Primo Star 415500, marca Zeiss em objetiva de 40x. 1007 

Análise estatística  1008 

Os dados foram submetidos a análise de variância de uma via, levando em 1009 

consideração os pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes 1010 

Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando 1011 

diferenças significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivência e 1012 

contagem diferencial de hemócitos foram transformados (arco seno da raiz quadrada) 1013 

antes da análise (Zar, 1999). 1014 
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Resultados  1015 

Qualidade da água 1016 

Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) entre os tratamentos para 1017 

os parâmetros de temperatura, oxigênio dissolvido, pH, salinidade e alcalinidade. 1018 

Também não foram encontradas diferenças significativas (p>0,05) nos diferentes 1019 

tratamentos nos parâmetros amônia, nitrito e nitrato, porém foram encontrados resultados 1020 

estatisticamente diferentes (p<0,05) para dados de fosfato e sólidos suspensos totais, 1021 

apresentados na tabela 1. 1022 

Tabela 1 - Médias (± desvio padrão) dos parâmetros físico e químicos da água na engorda 1023 
de P. vannamei em sistema de água clara com aplicação de diferentes espécies de 1024 
bactérias probióticas (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus 1025 
acidilactici) em diferentes vias de aplicação (apenas na ração, apenas na água e em ambos 1026 
- na ração e água), durante 49 dias de experimento. 1027 

Tratamentos Temperatura 
(°C) 

Oxigênio 
dissolvido 

(mg/L) 
pH Salinidade 

(g/L) 

Alcalinidade 
(mg 

CaCO3/L) 

Amônia  
(N-NH3 + 

N-NH4 
mg/L) 

Nitrito 
(N-NO2

- 
mg/L) 

Nitrato 
(N-NO3

- 
mg/L) 

Fosfato 
(P-PO₄³⁻ 
mg/L) 

SST 
(mg/L) 

CTL 29,58±0,88 6,44±0,22 8,04±0,05 31,90±0,15 225,56±4,19 0,45±0,61 2,35±1,58 2,78±2,22 0,04±0,01b 83,33±17,56ab 

BS PA 29,43±0,93 6,40±0,17 7,99±0,03 32,33±0,25 232,22±12,40 0,45±0,55 2,72±1,97 5,56±1,65 0,05±0,01b 85,00±21,79ab 

BS PR 29,69±0,67 6,40±0,16 8,00±0,03 32,32±0,33 233,33±4,41 0,38±0,50 2,61±2,01 3,78±0,19 0,04±0,01b 90,00±8,66a 

BS PRA 30,06±0,50 6,22±0,15 8,00±0,03 32,05±0,28 231,11±8,56 0,60±0,69 2,63±2,02 3,56±3,05 0,07±0,01ab 65,00±13,23ab 

LP PA 29,19±0,94 6,24±0,19 8,05±0,04 32,15±0,20 224,44±7,32 0,66±0,69 2,53±2,28 4,44±1,35 0,07±0,02ab 53,33±7,64ab 

LP PR 30,13±0,38 6,16±0,12 8,04±0,03 32,32±0,13 226,11±5,43 0,53±0,67 2,52±1,93 3,44±1,03 0,06±0,01ab 70,00±8,66ab 

LP PRA 29,61±0,72 6,08±0,25 8,05±0,03 31,55±0,61 227,78±4,81 0,70±0,69 2,24±2,00 2,56±1,65 0,10±0,08a 53,33±2,89ab 

PED PA 29,68±0,34 6,06±0,10 8,05±0,03 32,10±0,13 216,67±0,01 0,55±0,82 2,44±1,86 3,22±2,05 0,07±0,02ab 58,33±23,63ab 

PED PR 29,87±0,50 6,07±0,16 8,05±0,02 32,30±0,25 226,67±6,01 0,54±0,71 2,45±1,89 1,89±1,18 0,07±0,02ab 70,00±5,00ab 

PED PRA 29,28±0,48 6,14±0,14 8,06±0,03 32,03±0,28 222,22±1,92 0,33±0,53 2,22±1,44 3,78±2,72 0,06±0,01ab 48,33±7,64b 

CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na água, BS PR=Bacillus subtilis na ração, BS PRA=Bacillus 1028 
subtilis na ração e água, LP PA=Lactobacillus plantarum na água, LP PR=Lactobacillus plantarum 1029 
na ração, LP PRA=Lactobacillus plantarum na ração e água, PED PA= Pediococcus acidilactici na 1030 
água, PED PR=Pediococcus acidilactici na ração, PED PRA=Pediococcus acidilactici na ração e 1031 
água.  1032 

A temperatura média em todos os tratamentos manteve-se em 29 e 30°C, as 1033 

concentrações de oxigênio dissolvido acima de 6 mg/L, pH entre 7,99 e 8,06, salinidade 1034 

média entre 31 e 32 (g/L) e alcalinidade oscilando entre 216 e 233 (mg CaCO3/L). As 1035 

concentrações de amônia (a) e nitrito (b) também não diferiram (p>0,05) (figura 1a). As 1036 

concentrações de sólidos suspensos totais (a) e fosfato (b) observados na figura 2 1037 
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diferiram estatisticamente (p<0,05), considerando as condições experimentais em água 1038 

clara. 1039 

 1040 

 1041 
Figura 1 – Variação temporal de nitrogênio amoniacal total (a) e nitrito (b) 1042 

durante 49 dias de experimento de engorda em água clara com diferentes bactérias 1043 
probióticas e diferentes vias de aplicação. Médias e desvios padrão são mostrados nos 1044 
gráficos. 1045 

 1046 

Os sólidos suspensos totais observados na figura 2 (a) apresentam concentrações 1047 

baixas considerando as condições experimentais em água clara, porém foram encontradas 1048 

diferenças significativas entre os tratamentos, onde as menores concentrações obtidas 1049 
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foram no tratamento PED PRA, e as maiores no tratamento BS PRA. Para as 1050 

concentrações de fosfato (b) foram encontradas diferenças entre os tratamentos CTL, BS 1051 

PA e BS PR com menores concentrações, e o tratamento LP PRA com as maiores 1052 

concentrações. 1053 

 1054 

 1055 
Figura 2 – Concentração de sólidos suspensos totais (a) (mg/L) e concentrações de 1056 
fosfato (b) (P-PO₄³⁻ mg/L) ao final do período experimental de engorda em água clara 1057 
com diferentes bactérias probióticas e diferentes vias de aplicação. Médias e desvios 1058 
padrão são mostrados no gráfico. Letras diferentes indicam diferença significativa 1059 
(p<0,05). 1060 

Desempenho Zootécnico 1061 

O peso médio final (g) foi significativamente maior nos tratamentos (p<0,05), 1062 

onde houve a adição de probióticos Bacillus subtilis na ração e na água (BS PRA) com 1063 

8,75g, comparado com os demais tratamentos, porém similar ao Bacillus subtilis na ração 1064 

(BS PR) com 8,08g e ao Lactobacillus plantarum na ração e na água (LP PRA) com 1065 

8,05g. O menor peso médio foi encontrado no tratamento com Pediococcus acidilactici 1066 

na água (PED PA) com 6,69g e similar ao tratamento da mesma bactéria, porém 1067 
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adicionado na ração e na água (PED PRA) com 7,08g. O tratamento controle sem adição 1068 

de probióticos (CTL) obteve valores de peso médio 7,48g (figura 3). Dados de 1069 

sobrevivência (%) e conversão alimentar aparente (CAA) não diferiram estatisticamente 1070 

(p>0,05), variando entre 93,3 e 99,3 % e 1,42 e 1,66, respectivamente como observados 1071 

na tabela 3. 1072 

Tabela 2 – Médias (± desvio padrão) dos parâmetros zootécnicos durante 49 dias de 1073 
experimento de engorda em água clara com diferentes bactérias probióticas e diferentes 1074 
vias de aplicação. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas 1075 
(p<0,05). 1076 

Tratamentos 
Peso 

inicial (g) 
Peso final 

(g) 
Sobrevivência 

(%) CAA 
Biomassa final 

(g) 
Produtividade 

(kg/m2) 

CTL 0,48±0,10 7,48±0,10bc 93,33±4,16 1,57±0,12 349,02±12,52ab 0,66±0,03ab 

BS PA 0,48±0,10 7,78±0,15bc 98,00±2,00 1,50±0,11 383,43±15,95ab 0,73±0,03ab 

BS PR 0,48±0,10 8,08±0,50ab 98,67±2,31 1,49±0,10 401,02±23,94ab 0,77±0,05ab 

BS PRA 0,48±0,10 8,75±0,38a 94,67±4,62 1,42±0,15 420,11±34,87a 0,81±0,07a 

LP PA 0,48±0,10 7,65±0,26bc 97,33±4,62 1,52±0,14 387,10±21,20ab 0,74±0,04ab 

LP PR 0,48±0,10 8,01±0,27b 94,00±2,00 1,52±0,07 376,57±18,12ab 0,72±0,04ab 

LP PRA 0,48±0,10 8,05±0,15ab 94,67±9,24 1,48±0,29 399,41±57,32ab 0,77±0,12ab 

PED PA 0,48±0,10 6,69±0,13d 98,00±2,00 1,66±0,20 327,94±11,25b 0,62±0,02b 

PED PR 0,48±0,10 7,51±0,05bc 98,67±2,31 1,46±0,02 373,03±12,63ab 0,71±0,03ab 

PED PRA 0,48±0,10 7,08±0,02cd 99,33±1,15 1,44±0,11 358,85±14,96ab 0,68±0,03ab 

CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na água, BS PR=Bacillus subtilis na ração, BS 1077 
PRA=Bacillus subtilis na ração e água, LP PA=Lactobacillus plantarum na água, LP 1078 
PR=Lactobacillus plantarum na ração, LP PRA=Lactobacillus plantarum na ração e água, PED 1079 
PA= Pediococcus acidilactici na água, PED PR=Pediococcus acidilactici na ração, PED 1080 
PRA=Pediococcus acidilactici na ração e água. 1081 

Valores de biomassa final (g) foram encontradas diferenças significativas entre o 1082 

maior valor, 420,11g encontrado no tratamento Bacillus subtilis na ração e água (BS 1083 

PRA) e o menor valor 327,94g no tratamento Pediococcus acidilactici na água (PED PA) 1084 

e produtividade (kg/m2) manteve o padrão, onde o maior valor, 0,81 kg/m2 no tratamento 1085 

(BS PRA) e o menor valor, 0,62 kg/m2 no tratamento (PED PA) valores encontrados na 1086 

tabela 3.  1087 
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 1088 

Figura 3 – Peso médio final (g) ao final de 49 dias de engorda em água clara, 1089 
tratamentos: CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na água, BS PR=Bacillus subtilis 1090 
na ração, BS PRA=Bacillus subtilis na ração e água, LP PA=Lactobacillus plantarum na 1091 
água, LP PR=Lactobacillus plantarum na ração, LP PRA=Lactobacillus plantarum na 1092 
ração e água, PED PA= Pediococcus acidilactici na água, PED PR=Pediococcus 1093 
acidilactici na ração, PED PRA=Pediococcus acidilactici na ração e água. 1094 

Identificação das bactérias  1095 

As bactérias probióticas foram isoladas do mix probiótico comercial em meio 1096 

específico de cultura onde foram classificadas de acordo com suas características de 1097 

colônias, morfologia e compatibilidade com GenBank (tabela 4). 1098 

 1099 

 1100 

 1101 

 1102 

 1103 

 1104 

 1105 

 1106 

 1107 
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Tabela 3 – Características das colônias, morfologia celular e comparação com dados 1108 
disponíveis no GenBank das bactérias probióticas isoladas do mix comercial e usadas no 1109 
presente experimento. 1110 

Isolado Morfologia 
Características 
das colônias 

Proximidade 
GenBank 

Números 
de pares 
de bases Similaridade 

BS Bacilos 
gram 

positivos 

Grandes e 
circulares, 

borda irregular, 
cor creme 

opaca 

Bacillus sp 300 99% 

LP Bastonetes 
gram 

positivos 

Médias e 
circulares, 

borda regular, 
altura elevada, 

cor branca 
opaca 

Lactobacillus 
sp 

119 98% 

PA Cocos gram 
positivos 

Pequenas e 
irregulares, 

elevadas, cor 
amarelada 

opaca 

Pediococcus 
sp 

526 99% 

BS = Bacillus subtilis, LP = Lactobacillus plantarum, PA = Pediococcus acidilactici. 1111 

Curvas de crescimento bacteriano 1112 

Na figura 4 (b) onde os bacilos obtiveram melhor crescimento após 36h, com 1113 

maior número de org/mL (1606 org/mL), porém as bactérias ácido lácticas tiveram 1114 

comportamentos diferentes, onde os lactobacilos e pediococcus obtiveram maior 1115 

crescimento (1006 org/L) próximo as 12h experimentais, com curva decrescente em 24h.  1116 

 1117 

 1118 

 1119 

 1120 
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 1121 

 1122 
 1123 
 1124 
Figura 4 – Densidade óptica medida em absorbância (a) e contagem de organimos/mL 1125 
(106) (b), usando os diferentes isolados em meio Todd específico para crescimento 1126 
bacteriano em forma líquida, ao longo de 48h em temperatura de 30°C constante. 1127 
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 1131 

 1132 
Figura 5 - Densidade óptica medida em absorbância (a) e contagem de organimos/mL 1133 
(106) (b), usando os diferentes isolados em água marinha filtrada (30 g/L), ao longo de 1134 
48h em temperatura de 30°C constante. 1135 

 1136 

Testes com água marinha (30g/L) contendo nutrientes de um cultivo prévio, em 1137 

sistema de bioflocos, onde as concentrações de amônia e nitrito estavam indetectáveis e 1138 

as concentrações de nitrato em 80 mg/L são observadas na figura 6. Apenas em água clara 1139 

os resultados foram similares para todas as bactérias isoladas com crescimento 1140 

exponencial em 20h, fase estacionária até 36h e posterior decaimento, com exceção do 1141 

mix que manteve sua fase estacionária após 44h, entrando em decaimento apenas próximo 1142 

das 48h (a). Teste realizado entre água clara e água com bioflocos (BFT) observamos 1143 

crescimento superior em água enriquecida com nutrientes dos bioflocos, indicando que 1144 

servem como nutriente para crescimento bacteriano, onde o BFT-CTL obteve mesmo 1145 

crescimento de curva que o BFT-Mix, crescimento próximo as 20h e fase estacionária até 1146 

44h, entrando em decaimento com 48h (b).   1147 
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 1148 

 1149 
Figura 6 - Densidade óptica medida em absorbância de ambos isolados probióticos e do 1150 
mix em água clara (marinha) e água clara sem adição de probióticos (a). Densidade óptica 1151 
medida em absorbancia do mix probiótico em água clara (marinha) e em água contendo 1152 
nutrientes dos bioflocos (BFT) (b), ao longo de 48h em temperatura de 30°C constante. 1153 
 1154 

Teste de sensibilidade antimicrobiana (antagonismo) 1155 

Testes de antagonismo das bactérias probióticas contra bactérias patogênicas 1156 

forneceram diversos resultados observados na tabela 5, onde diferentes tamanhos de halos 1157 

(mm) foram gerados. Observa-se que o mix probiótico conferiu maiores halos de 1158 

resistência contra todas as bactérias patogênicas, os bacilos isolados conseguiram gerar 1159 

halos maiores em todos os ensaios, lactobacilos e pediococos apresentaram halos maiores 1160 

em espécies especificas.  1161 
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Tabela 4 – Teste de antagonismo in vitro das bactérias probióticas isoladas e do mix 1165 
probiótico contra bactérias patogênicas. EC=Escherichia coli; SA=Staphylococcus 1166 
aureus; SS=Salmonella sp; VP=Vibrio parahaemolyticus; PF=Pseudomonas fluorescens 1167 
e AH=Aeromonas hydrophila 1168 

 EC SA SS VP PF AH 

Bacillus 
subtilis 

18,0±0,03ab 

Susceptível  

10,3±0,06a 

Resistente  

15,0±0,04a 

Intermed. 

10,7±0,02ab 

Resistente  

10,3±0,01a 

Resistente  

9,0±0,02ab 

Resistente 

Lactobacillus 
plantarum 

10,7±0,08ab 

Resistente  

5,3±0,03a 

Resistente 

11,0±0,01b 

Resistente 

7,6±0,01ab 

Resistente 

0,7±0,00b 

Resistente 

1,3±0,01bc 

Resistente 

Pediococcus 
acidilactici 

7,3±0,01b 

Resistente 

1,7±0,01b 

Resistente 

2,0±0,00c 

Resistente 

0,7±0,01b 

Resistente 

0,8±0,01b 

Resistente 

1,0±0,02c 

Resistente 

Mix 
probiótico 

19,3±0,06a 

Susceptível  

12,5±0,05a 

Intermed. 

17,0±0,07a 

Susceptível  

17,8±0,05a 

Susceptível 

11,7±0,02a 

Intermed. 

11,4±0,04a 

Intermed. 

Valores médios (±desvio padrão) dos halos de inibição (mm) das bactérias probióticas contra as 1169 
bactérias patogênicas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas 1170 
(p<0,05).  1171 

 1172 

Contagem diferencial de hemócitos (CDH) 1173 

Os dados da contagem total de hemócitos estão apresentados na tabela 6. Foram 1174 

observadas diferenças significativas na contagem total de hemócitos, com maior número 1175 

de células nos tratamentos com adição de bactérias probióticas quando comparados ao 1176 

controle, excetuando-se os tratamentos com adição de P. acidilactici e o tratamento LP 1177 

PRA (L. plantarum na ração e água). Maior porcentagem de hemócitos granulares foram 1178 

observadas no tratamento controle comparado aos tratamentos com aplicação de bactérias 1179 

probióticas. Da mesma maneira, os hemócitos hialinos foram observados em maiores 1180 

proporções nos tratamentos com adição de bactérias probióticas em comparação ao 1181 

controle (CTL). 1182 

 1183 

 1184 

 1185 

 1186 

 1187 

 1188 
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Tabela 5 – Contagem diferencial de hemócitos, divido em contagem total de hemócitos, 1189 
hemócitos hialinos (%) e hemócitos granulares (%) ao final do período experimental nos 1190 
diferentes tratamentos. 1191 
  Total hemócitos Hialinos (%) Granulares (%) 
CTL 113,3±2,5e 26,8±3,2b 73,2±3,2a 

BS PA 345,0±48,7ab 63,3±3,2a 36,7±3,2b 

BS PR 419,0±17,1a 65,6±4,7a 34,4±4,7b 

BS PRA 410,0±64,5a 63,9±9,1a 36,1±9,1b 

LP PA 260,3±21,9bcd 62,6±5,2a 37,4±5,2b 

LP PR 306,3±6,5bc 65,1±5,8a 34,9±5,8b 

LP PRA 235,3±29,7cde 55,3±6,4a 44,7±6,4b 

PED PA 153,0±38,0e 68,2±10,4a 31,8±10,4b 

PED PR 172,0±2,6de 59,9±3,3a 40,1±3,3b 

PED PRA 185,0±19,0de 50,3±10,5a 49,7±10,5b 

CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na água, BS PR=Bacillus subtilis na ração, BS 1192 
PRA=Bacillus subtilis na ração e água, LP PA=Lactobacillus plantarum na água, LP 1193 
PR=Lactobacillus plantarum na ração, LP PRA=Lactobacillus plantarum na ração e água, PED 1194 
PA= Pediococcus acidilactici na água, PED PR=Pediococcus acidilactici na ração, PED 1195 
PRA=Pediococcus acidilactici na ração e água. Letra diferentes na mesma coluna indicam 1196 
diferenças significativas (p<0,05). 1197 

 1198 
 1199 

 1200 

Discussão 1201 

A manutenção dos níveis de temperatura, oxigênio dissolvido, pH, salinidade e 1202 

alcalinidade ao longo do período experimental são fundamentais durante um cultivo, pois 1203 

afetam diretamente os processos metabólicos dos camarões. A estabilidade desses níveis 1204 

dentro das faixas recomendadas sugere um controle eficaz das condições do sistema, 1205 

sendo assim, não influenciando negativamente no desenvolvimento do experimento. Essa 1206 

estabilidade está em conformidade com estudos anteriores que destacam a importância 1207 

do controle dos parâmetros avaliados, onde mantiveram-se dentro dos níveis 1208 

recomendados para a espécie e sem afetar o desempenho dos organismos cultivados 1209 

(Furtado et al., 2011, 2015; Wyk & Scarpa, 1999). 1210 

Manter as concentrações de amônia, nitrito e nitrato controladas é vital para 1211 

prevenir estresse e doenças nos camarões ao longo do ciclo de cultivo. Os compostos 1212 



 39 

nitrogenados mantiveram-se controlados devido as taxas de renovação de água clara e 1213 

manutenção constante das unidades experimentais. O controle rigoroso desses 1214 

parâmetros, mantendo-se dentro das faixas recomendadas, promove um ambiente 1215 

aquático favorável, assegurando o bem-estar e a produtividade sustentável do P. 1216 

vannamei (Hostins et al., 2017; Lin & Chen, 2001; Wei et al., 2022). Os valores 1217 

mantiveram-se dentro do aceitável para a espécie e encontrados em outros estudos 1218 

(Esparza-Leal et al., 2016; Kuhn et al., 2010; Lin & Chen, 2001). 1219 

As concentrações de fosfato encontradas, apesar de diferirem significativamente 1220 

entre os tratamentos, mantiveram-se em níveis baixos, variando entre 0,04 mg/L no 1221 

tratamento CTL e 0,10 mg/L no tratamento LP PRA e próximos aos encontrados em 1222 

experimentos em fases iniciais em viveiros (Burford et al., 2003; Zemor et al., 2019). 1223 

Sólidos suspensos totais em condições experimentais em água clara não são considerados 1224 

importantes como em condições experimentais em bioflocos, sendo assim, as 1225 

concentrações foram baixas devido as altas taxas de renovações e constante controle da 1226 

qualidade da água, no entanto houve diferença significativa entre os tratamentos, onde o 1227 

tratamento com menor concentração de sólidos suspensos totais foi o PED PRA e o maior 1228 

valor médio foi encontrado no tratamento BS PA, enfatizando que são valores inferiores 1229 

a 100 mg/L, diferente das concentrações encontradas em condições experimentais 1230 

heterotróficas, que podem chegar a 500 mg/L (Gaona et al., 2011).  1231 

No presente estudo os tratamentos com Bacillus subtilis apresentaram maior peso 1232 

final (8,75±0,38g) quando aplicados na ração e na água BS PRA, sendo estatisticamente 1233 

similar ao tratamento com B. subtilis adicionado somente na ração BS PR (8,08g) e ao 1234 

tratamento com L. plantarum adicionado na ração e na água LP PRA (8,05g), estudos 1235 

similares com adição de B. subtilis e L. plantarum apontam melhoras nos dados de 1236 

desempenho zootécnico, como peso final, muitas vezes atribuídos a melhor absorção dos 1237 

nutrientes da ração, melhora da imunidade dos animais e controle de bactérias patogênicas 1238 

(Du et al., 2022; Interaminense et al., 2019). No tratamento LP PR o peso final foi de 1239 

8,01g sendo próximo estatisticamente dos pesos finais com 7,48; 7,51; 7,65 e 7,78g que 1240 

foram encontrados nos tratamentos CTL, PED PR, LP PA e BS PA, respectivamente, 1241 

observa-se que a inclusão de duas vias de aplicação (PRA) ou apenas na ração (PR) 1242 

mostram-se mais eficientes para um melhor desempenho zootécnico com exceção dos 1243 

tratamentos com Pediococcus acidilactici adicionados na ração e na agua (PED PRA) 1244 

com peso final de 7,08g e adicionados somente na água (PED PA) com peso final de 1245 

6,69g apresentando menor desempenho zootécnico, resultados similares foram 1246 
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encontrados em experimentos controle versus bactérias ácido lácticas (Kongnum & 1247 

Hongpattarakere, 2012). Estudos com Pediococcus acidilactici mostram sua capacidade 1248 

probiótica de forma satisfatória, mas quando comparado com outras bactérias como 1249 

Lactobacillus sp apresentam efeitos menos notáveis (Wu et al., 2022). 1250 

Neste estudo não foram observadas diferenças significativas para sobrevivência, 1251 

os dados obtidos variam de 93,3% no tratamento CTL e 99,3% para o tratamento PED 1252 

PRA, ambos podem ser considerados satisfatórios assim como encontrados em outros 1253 

experimentos em água clara (Esparza-Leal et al., 2016; MAICÁ et al., 2018). Não foram 1254 

encontradas diferenças significativas também para os valores de conversão alimentar 1255 

aparente, onde foram encontrados valores de 1,42 no tratamento BS PRA e 1,66 para 1256 

tratamento PED PA, valores encontrados em água clara tendem a serem maiores que a 1257 

conversão alimentar aparente em sistemas de bioflocos (Sistema BFT) (Wasielesky et al., 1258 

2006). 1259 

Os testes de crescimento bacteriano realizados em água marinha demonstraram a 1260 

viabilidade das bactérias probióticas, mostrando suas habilidades de crescimento e 1261 

sobrevivência, tolerando salinidade 30 e temperatura de 30ºC. As curvas de crescimento 1262 

em água salgada de B. subtilis comportaram-se de maneira diferente das bactérias acido 1263 

lácticas, onde obteve-se maior crescimento em 24h, L. plantarum e P. acidilactici também 1264 

cresceram em 24h, porém expressaram seu crescimento três vezes menor que os bacilos. 1265 

Resultados semelhantes foram encontrados onde curvas de crescimento foram testadas 1266 

em 34 salinidade, as cepas bacterianas embora tenham apresentado uma taxa de 1267 

crescimento lenta, demonstraram capacidade de prosperar e se reproduzir em condições 1268 

de água marinha, confirmando sua aplicabilidade como probióticos em sistemas aquáticos 1269 

marinhos (Tank et al., 2018). Estudos em organismos aquáticos evidenciaram que as 1270 

bactérias do gênero Vibrio sp. apresentaram maior abundância ou prevalência na 1271 

microbiota intestinal em condições com salinidade 30 (Zheng et al., 2022). A 1272 

possibilidade de crescimento dos bacilos e bactérias acido lácticas em condições de 1273 

salinidade 30 como testado no presente estudo pode contribuir para melhor desempenho 1274 

zootécnico e melhora do sistema imune dos camarões.  1275 

Os resultados do presente estudo são respaldados por trabalhos que utilizaram 1276 

salinidade próxima à 29 e confirmaram a tolerância ao sal de B. subtilis (Ikeuchi et al., 1277 

2003). Em testes realizados com várias soluções de alta salinidade para a imersão de B. 1278 

subtilis, observaram atividade metabólica da bactéria e efeitos moderados na germinação 1279 

dos esporos bacterianos até aproximadamente salinidade 70 (Nagler et al., 2014). As 1280 
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bactérias ácido lácticas isoladas do intestino de peixes de água doce mostraram ampla 1281 

adaptação a salinidade variando de 0 a 35, além disso as cepas isoladas foram capazes de 1282 

combater patógenos específicos, incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 1283 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica (Chong et al., 2019). Para contribuir com 1284 

dados sobre crescimento bacteriano as curvas de crescimento das diferentes bactérias 1285 

probióticas e o mix probiótico foram testados em condições de água marinha (salinidade 1286 

30) e água contendo nutrientes dos bioflocos foram observadas curvas de crescimento em 1287 

20h, onde somente adição do mix probiótico em água clara obteve valor médio de 1288 

absorbância de 0,3. As curvas de crescimento com água marinha contendo bioflocos e 1289 

adição do mix probiótico cresceram mais no mesmo tempo (20h), com valores de 1290 

absorbância de 0,4 e a curva de crescimento controle, apenas com os bioflocos teve valor 1291 

médio de 0,5. Esses dados são de extrema importância para ressaltar a capacidade de 1292 

aporte de nutrientes que compõem uma água com nutrientes provenientes do sistema de 1293 

bioflocos, alguns estudos mostram a ciclagem dos nutrientes em sistemas de bioflocos 1294 

(Luis-Villaseñor et al., 2015; Miranda‐Baeza et al., 2020). 1295 

Diversos estudos demonstram que os probióticos contribuem para a exclusão de 1296 

patógenos, melhora do crescimento, sobrevivência e melhor absorção dos nutrientes, 1297 

além de modulação imunológica em crustáceos (Jastaniah et al., 2023; NavinChandran et 1298 

al., 2014; Wang et al., 2023). As bactérias probióticas na aquicultura podem atuar como 1299 

agentes de controle microbiano, produzindo compostos que inibem patógenos, 1300 

competindo com microrganismos nocivos, aumentando a resposta imunológica e 1301 

melhorando a qualidade da água (Verschuere, L.G.Rombaut, P.Sorgeloos, 2000).  1302 

As diferentes bactérias probióticas testadas geraram halos de resistência contra 1303 

diferentes patógenos, através do teste de sensibilidade antimicrobiana. Testes in vitro com 1304 

cepas de L. plantarum isoladas do intestino de P. vannamei apresentaram amplo espectro 1305 

de ação, os maiores halos de inibição contra diversos patógenos, alta taxa de crescimento 1306 

e tolerância a todos os parâmetros avaliados, incluindo salinidades de 1,5 e 3% (Vieira et 1307 

al., 2013). Os halos de resistência encontrados variaram de 0,7 a 19,3 mm, onde o mix 1308 

probiótico obteve os maiores halos contra as bactérias patogênicas E. coli, Salmonella sp 1309 

e V. parahaemolyticus, sendo assim, consideradas susceptíveis ao mix de bactérias 1310 

probióticas. Bacillus subtilis gerou seu maior halo contra o patógeno E. coli (18mm) e 1311 

para Salmonella sp gerou halo (15mm) sendo considerado intermediário e resistente para 1312 

as demais bactérias patogênicas Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, 1313 

Pseudomonas fluorescens e Aeromonas hydrophila. Diferentemente dos resultados 1314 
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encontrados com Bacillus sp. isolados, que apresentaram potencial como probióticos 1315 

eficazes na aquicultura, oferecendo benefícios significativos para a saúde e resistência 1316 

contra patógenos como Vibrio sp e Aeromonas sp, através da atividade enzimática, 1317 

incluindo amilase, protease e lipase (Sam-on et al., 2022). As bacteriocinas produzidas 1318 

por algumas espécies de bactérias probióticas desempenham grande atividade 1319 

antagonista, onde a microbiota intestinal colonizada por bactérias probióticas inibindo os 1320 

patógenos por meio do antagonismo bacteriano, interferência bacteriana, efeito de 1321 

barreira, resistência à colonização e exclusão competitiva (Patterson & Burkholder, 2003; 1322 

Sahoo et al., 2016) 1323 

As bactérias acido lácticas isoladas não formaram halos de grande 1324 

susceptibilidade contra os patógenos testados, contrário dos resultados encontrados de 1325 

espécies de Lactobacilos isoladas do intestino de peixes que apresentaram atividade 1326 

antimicrobiana significativa contra espécies patogênicas de Aeromonas sp e Vibrio sp 1327 

(Dhanasekaran et al., 2010). A maior eficiência contra patógenos pode ser atribuída ao 1328 

uso de multiespécies em um mesmo produto, ou seja, suplementos de probióticos na 1329 

forma de multiespécies/multicepas são mais eficazes do que probióticos individuais, tais 1330 

efeitos benéficos podem ser causados por sinergismo e potenciais interações entre as 1331 

diferentes espécies (Mohapatra et al., 2012; Timmerman et al., 2004). 1332 

No que diz respeito à resposta imunológica, os hemócitos constituem células 1333 

sanguíneas presentes em animais invertebrados, como os camarões peneídeos. Essas 1334 

células desempenham uma função crucial no sistema imune, atuando na defesa do 1335 

organismo contra infecções e diversas formas de agressões. Além disso, elas contribuem 1336 

diretamente para a defesa imunológica básica, coagulação da hemolinfa, transporte de 1337 

nutrientes e eliminação de resíduos (B. Li et al., 2014; Martin & Graves, 1985). Os 1338 

hemócitos do camarão desempenham funções de desintoxicação relacionadas ao acúmulo 1339 

de compostos nitrogenados e seus efeitos tóxicos (Sumon et al., 2022). No presente estudo 1340 

a contagem total de hemócitos foi significativamente maior nos tratamentos com B. 1341 

subtilis, seguido por L. plantarum e P. acidilactici, indicando maior atividade indicando 1342 

uma resposta imunológica reforçada, pois os hemócitos estão diretamente envolvidos no 1343 

reconhecimento e na eliminação de agentes patogênicos no corpo do camarão. Em 1344 

condições de estresse os hemócitos granulares encontram-se em maior atividade, devido 1345 

a resposta imune contra bactérias invasoras e atuam na encapsulação desses patógenos, 1346 

ajudando a limitar a disseminação de doenças aos organismos cultivados (B. Li et al., 1347 

2014). Assim como encontrado neste estudo onde o tratamento Controle (sem adição de 1348 
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probióticos) obteve maior contagem de hemócitos granulares. Embora os hemócitos 1349 

hialinos desempenhem uma função crucial na resposta imunológica, sua principal 1350 

atividade está associada à fagocitose, ou seja, à ingestão de partículas estranhas, como 1351 

bactérias, para proteger o organismo contra infecções (Abdollahi-arpanahi et al., 2018; 1352 

Sadat Hoseini Madani et al., 2018). No presente estudo todas as bactérias probióticas 1353 

apresentaram contagem de hemócitos hialinos menores quando comparadas com 1354 

Controle, confirmando ação das bactérias probióticas sobre o sistema imunológico dos 1355 

camarões peneídeos. 1356 

 1357 

 1358 

Conclusões 1359 

Neste estudo os resultados encontrados contribuem substancialmente para o 1360 

melhor entendimento do comportamento das bactérias probióticas sobre diferentes 1361 

condições de disponibilidade de nutrientes e salinidade, tanto Bacillus subtilis como as 1362 

bactérias ácido lácticas Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici foram 1363 

capazes de crescer em salinidade 30 e os nutrientes dos bioflocos podem contribuir para 1364 

maior crescimento dos probióticos. Os dados de desempenho zootécnico encontrados 1365 

neste trabalho mostram a eficiência dos Bacillus subtilis e sua adição na ração e na água 1366 

em conjunto, obtendo maior peso final e produtividade. Lactobacillus plantarum e 1367 

Pediococcus acidilactici obtiveram resultados de peso final e produtividade satisfatórios, 1368 

porém inferiores aos bacilos. O uso do mix probiótico se mostrou eficaz contra diversos 1369 

patógenos comuns de sistemas de aquicultura. O uso de probióticos confirmou-se como 1370 

uma ferramenta de extrema importância para manutenção do sistema imune dos 1371 

camarões.  1372 
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CAPÍTULO II: UTILIZAÇÃO DE MIX PROBIÓTICO E MANEJO DE 1722 
APLICAÇÃO NO CULTIVO SUPERINTENSIVO DO CAMARÃO BRANCO DO 1723 
PACÍFICO Penaeus vannamei NA FASE DE BERÇÁRIO 1724 

Artigo publicado na revista Journal of Aquaculture, Marine Biology & Ecology 1725 

Resumo 1726 

Este estudo investigou a eficácia do uso do mix probiótico (composto por 1727 

multiespécies Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) em 1728 

berçário de camarões marinhos em sistemas de bioflocos e diferentes vias de aplicação e 1729 

sua relação com a comunidade microbiana, qualidade da água e desempenho zootécnico. 1730 

A técnica de FISH (Hibridização in situ fluorescente) foi utilizada para análise da 1731 

abundância bacteriana presente na água de cultivo e no intestino dos camarões, assim 1732 

como a análise dos microrganismos presentes no sistema. Os tratamentos eram divididos 1733 

em dois sistemas, água clara (AC) e bioflocos (BFT), onde os probióticos eram 1734 

adicionados somente na ração (PR), somente na água (PA) e em duas vias de aplicação, 1735 

sendo ração e água (PRA). O berçário teve duração de 35 dias, com densidade de 1736 

estocagem de 2000 cam/m2. Não foram encontradas diferenças significativas para dados 1737 

de qualidade da água (p>0,05). A diversidade e abundância de microrganismos foi 1738 

superior nos tratamentos com bioflocos e duas vias de aplicação dos probióticos, assim 1739 

como a abundância bacteriana na água e no intestino dos camarões. A colonização do 1740 

intestino dos camarões foi evidenciada no presente estudo pela presença das bactérias 1741 

probióticas hibridizadas, quantificadas e classificadas, onde apresentaram relação direta 1742 

com a água de cultivo. O desempenho zootécnico foi significativamente (p<0,05) melhor 1743 

no tratamento com adição de probióticos na ração e na água em sistema de bioflocos 1744 

(BFT-PRA), onde todos os índices foram superiores aos demais tratamentos. 1745 

Sobrevivências foram superiores a 89%, com exceção do tratamento controle (79%). 1746 

Demais tratamentos com pelo menos uma via de aplicação mostrou desempenho 1747 

zootécnico satisfatório em relação ao controle, incluindo o sistema de água clara que se 1748 

aproximou do sistema de bioflocos sem adição de probióticos (BFT-CTL). A utilização 1749 

do mix probiótico foi eficiente e apresentou efeito positivo na produção de Penaeus 1750 

vannamei na fase de berçário.  1751 
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Abstract 1752 

This study investigated the efficacy of using a probiotic mix (composed of multi-1753 

species Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici) in 1754 

marine shrimp nursery in biofloc system and different application ways and its 1755 

relationship with the microbial community, water quality and zootechnical performance. 1756 

The FISH (fluorescent in situ hybridization) technique was used to analyze the bacterial 1757 

abundance present in the water and in the gut of the shrimps, as well as the analysis of 1758 

the microorganisms present in the system. The treatments were divided into two systems, 1759 

clear water (CW) and biofloc (BFT), where the probiotics were added only to the feed 1760 

(PF), only to the water (PW) and both feed and water (PFW). The nursery lasted 35 days, 1761 

with a stocking density of 2000 shrimps/m2. No significant differences were found for 1762 

water quality data (p>0.05), The diversity and abundance of microorganisms was higher 1763 

in the treatments with biofloc and two routes of probiotic application, as was the bacterial 1764 

abundance in the water and in the shrimp intestines. The colonization of the shrimp gut 1765 

was evidenced in this study by the presence of hybridized, quantified, and classified 1766 

probiotic bacteria, which were directly related to the rearing water. Zootechnical 1767 

performance data were significantly (p<0.05) better in the treatment with the addition of 1768 

probiotics in the feed and water in the biofloc system (BFT-PFW), where all the indices 1769 

were higher than the other treatments. Survival rates were over 89%, except for the 1770 

control treatment (79%). Other treatments with at least one way of application showed 1771 

satisfactory zootechnical performance compared to the control, including the clear water 1772 

system which came close to the biofloc system without the addition of probiotics (BFT-1773 

CTL). The use of the probiotic mix was efficient and showed a positive effect on the 1774 

culture of Penaeus vannamei in the nursery phase.  1775 
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 1779 
 1780 
 1781 
 1782 
 1783 
 1784 
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Introdução 1785 

A intensificação dos sistemas de cultivo em aquicultura proporciona maiores 1786 

produções em menor área e maior lucratividade, no entanto sistemas superintensivoss 1787 

exigem controle regular e preciso da qualidade de água e do ambiente de produção (El-1788 

Saadony, Shehata, Alagawany, A.-M. E. Abdel-Moneim, et al. 2022). A fase de berçário 1789 

é considerada uma ferramenta de manejo entre as fases larvais iniciais e a fase de engorda 1790 

final, essa intensificação proporcionada pelos berçários pode resultar em um rápido 1791 

crescimento e permitir altas densidades de estocagem desde que o manejo apropriado seja 1792 

realizado durante esta fase (Emerenciano et al. 2022; Wasielesky et al. 2013). O 1793 

surgimento de patógenos e doenças infecciosas causadas por vírus, bactérias e parasitas, 1794 

geram grandes problemas para a indústria e são relacionados ao aumento da intensificação 1795 

da produção (Gatesoupe 2016).  1796 

A comunidade microbiana desempenha papel essencial na aquicultura, 1797 

influenciando a produtividade, a ciclagem de nutrientes, a alimentação dos animais 1798 

cultivados, a qualidade da água, o controle de doenças e o impacto ambiental dos 1799 

efluentes (Defoirdt, Sorgeloos, and Bossier 2011; Luis-Villaseñor et al. 2015; Moriarty 1800 

1997). Sistemas de produção em meio os bioflocos são compostos por diversos grupos de 1801 

microrganismos, principalmente bactérias, restos de ração, detritos dos animais 1802 

cultivados, partículas orgânicas e inorgânicas, são considerados eficientes no controle e 1803 

equilíbrio da comunidade microbiana (Emerenciano et al. 2017). Sua composição é 1804 

influenciada por diversos fatores como o sistema de produção adotado, espécie-alvo, 1805 

formulação da ração, condições ambientais, físicas e químicas (Ray et al. 2010; De 1806 

Schryver et al. 2008).  1807 

Os microrganismos são eficazes no controle de patógenos, pois competem com 1808 

potenciais organismos patogênicos, possuem propriedades probióticas, promovendo o 1809 

crescimento, digestão, metabolismo e resistência a doenças aos organismos aquáticos 1810 

(Cienfuegos-Martínez et al. 2020; Hostins et al. 2019; Khanjani, Shari, and Emerenciano 1811 

2024; Pandiyan et al. 2013). As bactérias compõem os bioflocos em sua maior abundância 1812 

relativa, são capazes de transformar matéria orgânica, remover compostos nitrogenados, 1813 

servem como fonte de alimento dentro da cadeia trófica alimentar (Del’Duca, Cesar, and 1814 

Abreu 2015; Lara, Poersch, and Wasielesky 2021; Wasielesky et al. 2006). 1815 

Dentro da diversidade da composição dos microrganismos presentes no sistema 1816 

de produção de camarões marinhos em sistemas de bioflocos, os probióticos são 1817 
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evidenciados como uma ferramenta de manejo de fundamental e indispensável 1818 

importância, pois são capazes de competir contra bactérias patogênicas, são capazes de 1819 

colonizar o trato dos camarões e melhoram sistema imune dos animais (Hostins et al. 1820 

2017; Krummenauer et al. 2011; Llario et al. 2019; Widanarni et al. 2010).  As bactérias 1821 

probióticas podem ser adicionadas aos sistemas de produção ou podem estar presentes 1822 

em meio aos próprios bioflocos. Seus mecanismos de ação são diversos e cruciais para 1823 

desenvolvimento de uma microbiota abundante e capaz de competir com possíveis 1824 

outbreaks de doenças (Algburi et al. 2016; El‐Sayed 2021; Miranda‐Baeza et al. 2020). 1825 

O manejo de aplicação dos probióticos podem ser variados e acompanham as 1826 

necessidades de cada sistema de produção e espécie-alvo, os probióticos podem ser 1827 

administrados diretamente na água, adicionados a ração, usando óleos ou substâncias 1828 

aglutinantes, banhos de imersão dos animais e aplicando no solo ou sedimento, onde cada 1829 

método tem suas vantagens e desvantagens, como armazenamento, manuseio e aplicação 1830 

em grandes volumes (Hancz 2022; Kumar et al. 2016; Das Susmita and Haque 2017). O 1831 

uso de probióticos com diferentes composições bacterianas é amplamente discutido e 1832 

testado em diversos estudos atualmente, são chamados de mix probiótico, probiótico 1833 

multi-espécies ou muli-cepas (Timmerman et al. 2004; Zan et al. 2023).  1834 

A grande maioria dos produtos comerciais são compostos por bactérias do gênero 1835 

Bacillus e suas espécies mais utilizadas são B. subtilis e B. licheniformis, sendo 1836 

considerado o gênero mais estudado e utilizado comercialmente no mundo inteiro 1837 

(Farzanfar 2006; Keysami and Mohammadpour 2013). As bactérias ácido lácticas, como 1838 

Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici, são utilizadas em conjunto com 1839 

bacilos e apresentam efeitos benéficos sinérgicos no crescimento dos animais, nutrição, 1840 

sistema imune, antagonismo a doenças, colonização do trato do hospedeiro e estimulam 1841 

respostas imunes a condições de estresse (Aly et al. 2008; Giang et al. 2019; Giri et al. 1842 

2014; Guimarães et al. 2022; Hendam et al. 2023; Jastaniah et al. 2023; Kongnum and 1843 

Hongpattarakere 2012; Won et al. 2020). 1844 

O monitoramento da comunidade microbiana em sistemas superintensivoss deve 1845 

ser efetuado com periodicidade e agilidade, pois a resposta para surgimento de eventos 1846 

negativos, como surgimento de patógenos, deve ser tomada de maneira rápida e eficiente 1847 

(Cardona et al. 2016; Panigrahi et al. 2020). Técnicas de biologia molecular livres de 1848 

cultivos bacterianos prévios são capazes de fornecer respostas rápidas e independentes, 1849 

sendo assim, a técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH) torna-se uma 1850 

ferramenta direta na identificação das espécies presentes nos sistemas de produção, 1851 
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utilizando as sondas especificas para cada bactéria alvo a ser identificada (Cottrell and 1852 

Kirchman 2003; Glöckner et al. 1996). O uso de probióticos e sua efetividade foram 1853 

confirmados por diversos estudos usando esta técnica de biologia molecular em sistemas 1854 

super-intesivos com bioflocos (Del’Duca et al. 2013; Hostins et al. 2017).      1855 

A microbiota presente no intestino dos camarões marinhos desempenha 1856 

fundamental importância para sua imunidade, resistência a doenças e aumento da 1857 

produção e esta relacionada diretamente com a água do meio de cultivo (Holt et al. 2021; 1858 

Verschuere et al. 2000). Um ambiente de cultivo estável com condições favoráveis de 1859 

qualidade da água, as bactérias probióticas provavelmente dominam sobre outros grupos, 1860 

reduzindo a carga patogênica na água e nos intestinos das espécies aquáticas cultivadas 1861 

em sistema de bioflocos (Cienfuegos-Martínez et al. 2022). Diversas habilidades são 1862 

relacionadas as bactérias probióticas, onde atuam diretamente na modulação bacteriana, 1863 

ocupam sítios de ligação e competem com bactérias nocivas, produção de enzimas 1864 

digestivas, produção de enzimas antagonistas (bacteriocinas), são capazes de sobreviver 1865 

e se multiplicar nas condições adversas do intestino dos animais, modular e ajustar a 1866 

microbiota do hospedeiro (El-Saadony, Shehata, Alagawany, A. M. E. Abdel-Moneim, 1867 

et al. 2022; Nayak 2021; Ninawe and Selvin 2009; Wee et al. 2024).  O avanço 1868 

biotecnológico deve acompanhar a demanda de informações necessárias, considerando 1869 

que ainda existem lacunas substanciais na literatura a serem preenchidas e respondidas 1870 

sobre a caracterização microbiana intestinal (Bentzon-Tilia, Sonnenschein, and Gram 1871 

2016; Huang et al. 2020). 1872 
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Objetivo Geral 1883 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de mix probiótico comercial e 1884 

diferentes vias de aplicação em diferentes sistemas na fase de berçário em sistema 1885 

superintensivo, avaliando qualidade da água, desempenho zootécnico, microrganismos, 1886 

comunidade bacteriana e colonização do intestino dos camarões. 1887 

Objetivos Específicos  1888 

• Avaliar as diferentes vias de aplicação do mix probiótico na qualidade da água e 1889 

no desempenho zootécnico dos camarões na fase de berçário. 1890 

• Identificar e quantificar a composição da comunidade microbiana dos bioflocos e 1891 

as bactérias probióticas presentes na água e intestino dos camarões. 1892 

 1893 

 1894 

Material e Métodos 1895 

Condições experimentais 1896 

O estudo foi realizado na Estação Marinha de Aquicultura, do Instituto de 1897 

Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS, Brasil (32°110S; 1898 

52°100W). Camarões da espécie Penaeus vannamei, provenientes da Aquatec® (Rio 1899 

Grande do Norte), foram obtidos em estágio de náuplio e passaram pela fase da 1900 

larvicultura no Laboratório de Carcinocultura – IO -FURG. Após esse período, pós-larvas 1901 

com peso médio de 0,012g (±0,001) foram estocadas nas unidades experimentais em uma 1902 

densidade de estocagem de 2000 camarões m-2. O experimento foi realizado em uma sala 1903 

experimental com controle de temperatura e fotoperíodo. O estudo teve a duração de 35 1904 

dias. Para controle de temperatura foram utilizados aquecedores de água submersos com 1905 

termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O controle de luminosidade foi feito com 1906 

temporizador analógico de luz, mantendo em 12 horas de escuro e 12h de claridade. O 1907 

sistema de aeração era composto por soprador tipo blower, onde o oxigênio atmosférico 1908 

era distribuído em cada unidade experimental através de duas mangueiras 1909 

microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm.  1910 
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  1911 

Sistema em água clara (AC) e Sistema de Bioflocos (BFT) 1912 

Os tanques possuíam área de fundo de 0,49 m2, com volume útil de 150 litros, 1913 

foram preenchidos com água salgada (salinidade 30). Para desinfecção inicial da água, 1914 

aplicou-se uma solução de hipoclorito de sódio (10ppm) e posterior aplicação de ácido 1915 

ascórbico (1ppm) para neutralização. O estudo foi realizado em dois sistemas diferentes, 1916 

em sistema de água clara (AC) e sistema de bioflocos (BFT), ambos com doze (12) 1917 

tanques em cada sistema. Para manter a qualidade da água no sistema de água clara, 1918 

renovações de água de 50% do volume (75 litros) foram realizadas a cada três dias ou de 1919 

acordo com as concentrações de amônia e nitrito, durante todo período experimental. 1920 

Para os tanques com sistema de bioflocos foi inoculado 10% do seu volume com 1921 

um inóculo de água de bioflocos maduro (amônia e nitrito com valores próximos a zero, 1922 

nitrato 30mg/L, fosfato 1,10 mg/L e sólidos suspensos totais 460mg/L) (Krummenauer et 1923 

al. 2014). De acordo com as concentrações de amônia foram realizadas fertilizações 1924 

orgânicas com melaço de cana-de-açúcar para manutenção da relação C:N da água 1925 

(Avnimelech 1999; Ebeling, Timmons, and Bisogni 2006). Para reposição do volume por 1926 

evaporação foram feitas adições de água doce declorada. Para manutenção dos valores de 1927 

pH e alcalinidade no sistema de bioflocos foram adicionadas doses de cal hidratada de 1928 

acordo com decaimento dos valores de pH e alcalinidade (Furtado, Poersch, and 1929 

Wasielesky 2011). 1930 

Delineamento experimental  1931 

O experimento foi realizado em triplicata, foram utilizados vinte e quatro (24) 1932 

tanques, sendo três tanques para cada tratamento. Os tratamentos foram distribuídos da 1933 

seguinte maneira:  1934 

• Sistema água clara (AC):  1935 

o AC-CTL ( sem adição de probióticos) 1936 

o AC-PR (adição de probióticos somente na ração) 1937 

o AC-PA (adição de probióticos somente na água) 1938 

o AC-PRA (adição de probióticos na ração e na água) 1939 

• Sistema de bioflocos (BFT): 1940 

o BFT-CTL (sem adição de probióticos) 1941 

o BFT-PR (adição de probióticos somente na ração) 1942 
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o BFT-PA (adição de probióticos somente na água) 1943 

o BFT-PRA (adição de probióticos na ração e na água) 1944 

Aplicação dos probióticos e alimentação  1945 

O mix probiótico comercial utilizado nesse estudo é composto pelas seguintes 1946 

bactérias e suas respectivas concentrações: Bacillus subtilis (3,4x109 UFC g-1), 1947 

Lactobacillus plantarum (1,2x109 UFC g-1) e Pediococcus acidilactici (1,2x109 UFC g-1948 
1). Foram aplicadas as dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ração (2g 1949 

de probiótico/kg de ração) e na água foram utilizadas doses diárias de 1g/tonelada de 1950 

água. Os probióticos foram misturados com água proveniente de cada unidade 1951 

experimental, para serem aspergidas à ração e pipetados na água de cultivo, 5 dias da 1952 

semana. Os camarões foram alimentados três vezes ao dia (08:00, 14:00 e 17:00h), onde 1953 

a primeira alimentação recebia a adição probiótica nos respectivos tratamentos, utilizando 1954 

ração comercial PL 40% PB (Guabi®) para fase de berçário (Jory et al. 2001; Wasielesky 1955 

et al. 2020). 1956 

Qualidade da água 1957 

Os parâmetros como temperatura, pH e oxigênio dissolvido foram monitorados 1958 

duas vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multiparâmetro da marca YSI® 1959 

modelo 556. A salinidade foi verificada semanalmente com o auxílio de um refratômetro 1960 

óptico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os níveis da amônia total (N-AT) e nitrito (N-NO2-) 1961 

foram analisados três vezes na semana (Strickland and Parsons 1972; UNESCO 1983). 1962 

Nitrato (N-NO3), ortofosfato (P-PO4-3) (Aminot and Chaussepied 1983) e alcalinidade 1963 

(AOAC 2005) foram mensurados semanalmente. Sólidos suspensos totais (SST) foram 1964 

medidos semanalmente (Strickland and Parsons 1972). 1965 

Desempenho Zootécnico 1966 

O crescimento dos camarões em todas as unidades experimentais foi 1967 

acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balança digital com precisão 1968 

de 0,001g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes parâmetros: taxa de 1969 

crescimento específico [LnPf−LnPi] × 100/dias), onde Pf é o peso final, Pi é o peso inicial 1970 

e dias de cultivo. Conversão alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido/incremento 1971 

de biomassa. Sobrevivência: ((nº indivíduos despescados / nº indivíduos estocados) x 100. 1972 

Biomassa final: (peso médio final x nº indivíduos despescados). Produtividade: (biomassa 1973 

final / volume unidade experimental).  1974 
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Avaliação da comunidade microbiana 1975 

Para a quantificação dos microrganismos presentes na água de cultivo, amostras 1976 

de água (20 mL) foram coletadas ao final do período experimental. As amostras foram 1977 

fixadas em formalina a 4% (concentração final) e mantidas em frascos âmbar para 1978 

posterior contagem e identificação dos principais grupos de microrganismos presentes. 1979 

Os microrganismos foram classificados em diferentes grupos: flagelados, ciliados, 1980 

rotíferos, nematoides e microalgas, foi usado um microscópio invertido Olympus IX51 1981 

com ampliação final de 200x, no qual alíquotas de 2,1 mL de amostra foram colocadas 1982 

em uma câmara de sedimentação e 30 campos foram contados aleatoriamente (Utermöhl 1983 

1958). As contagens foram realizadas no Laboratório de Ecologia de Microrganismos 1984 

Aplicados à Aquicultura (LEMAQUI) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). 1985 

Análise de Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 1986 

Foram coletadas amostras finais de água de cada unidade experimental e coletados 1987 

intestinos dos camarões, ambos fixados em paraformaldeído a 2% (concentração final) e 1988 

estocadas sob refrigeração para posterior realização da análise de hibridização 1989 

fluorescente in situ (FISH) para identificação de bactérias dos gêneros presentes no mix 1990 

probiótico (Tabela 1). Previamente ao início do protocolo de FISH (Cottrell and 1991 

Kirchman 2003; Del’Duca et al. 2013) as amostras de intestino que foram pesadas 1992 

previamente e sonificadas (Vibra Cell VCX 130PB, Sonics Materials®) com amplitude 1993 

de 110.7 µm por 60s (três vezes). Após a sonicação, as amostras foram centrifugadas a 1994 

500 g por cinco minutos e o sobrenadante retirado, repetindo esta etapa duas vezes com 1995 

adição de água ultrapura para lavagem do conteúdo. As três porções de sobrenadante 1996 

foram colocadas em um mesmo frasco, novamente centrifugadas e só então filtradas em 1997 

filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 µm) e mantidas refrigeradas a 4° C até 1998 

a realização do protocolo de hibridização. As amostras de água foram filtradas 1999 

diretamente em filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 µm). 2000 

Posteriormente as amostras foram avaliadas através de microscopia de 2001 

epifluorescência, utilizando sondas de oligonucleotídeos dirigidos ao rRNA para 2002 

identificar e quantificar os grupos das bactérias alvo do estudo (tabela 1). Todas as sondas 2003 

foram marcadas com fluorocromo Cy3. Sondas do mesmo grupo de bactérias foram 2004 

misturadas para a hibridização. Adicionado a cada sonda especifica foi usado DAPI, para 2005 

determinação da abundância bacteriana total. Um controle negativo (NON) foi utilizado 2006 
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com uma sonda sem nenhum marcador específico para bactérias, servindo como um teste 2007 

de eficiência do processo de hibridização. A abundância de bactérias foi obtida pela 2008 

contagem direta com aumento de 1000x utilizando um microscópio de epifluorescência 2009 

(Olympus® BX-60), equipado com os filtros: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2 2010 

e U-MWG2, no Laboratório de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos 2011 

(LEBIOMM) da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG.  2012 

Tabela 2 Sondas de oligonucleotídeos para identificação de diferentes grupos 2013 
bacterianos usados neste estudo. Todas as sondas foram marcadas com fluorocromo 2014 
Cy3. 2015 

Sonda Especificidade Sequência (5’-3’) %FA* Referência 

NON Controle 
negativo TAGTGACGCCGTCGA 30 

(Yokokawa 
and Nagata 

2005) 

Bacil1 Bacillus GCCGCCTTTCAATTTCGAAC 35 (Ichijo et al. 
2010) 

Bmy843 Bacillus CTTCAGCACTCAGGTTCG 35 (Salzman et 
al. 2002) 

Bsub B. subtilis CGTTCAAACAACCATCCGG 35 (Kyselková 
et al. 2009) 

BsubC B. subtilis 
grupo AAGCCACCTTTTATGTTTGA 35 (Kyselková 

et al. 2009) 

Lacto15 Lactobacillus CCGTCAACCCTTGAACAGTT 30 (Demanèche 
et al. 2008) 

Lacto39 Lactobacillus TCTGTTTAGTTCCGCTCGTTC 30 (Demanèche 
et al. 2008) 

LGC354A Firmicutes TGGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et al. 
1999) 

LGC354B Firmicutes CGGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et al. 
1999) 

LGC354C Firmicutes CCGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et al. 
1999) 

*Porcentagem de formamida (FA) na solução de hibridização in situ. 2016 

Análise Estatística 2017 

Os dados foram submetidos à análise de variância de uma via, levando em 2018 

consideração os pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes 2019 

Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando 2020 

diferenças significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivência, 2021 

microrganismos e abundância bacteriana foram transformados (arco seno da raiz 2022 

quadrada) antes da análise (Zar 1999). 2023 
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Resultados  2024 

Qualidade da água 2025 

Não foram encontradas diferenças significativas (p>0,05) entre os tratamentos 2026 

para temperatura (ºC), oxigênio dissolvido (mg/l) e salinidade. No entanto, para dados de 2027 

pH, alcalinidade, amônia, nitrito, nitrato, fosfato e sólidos suspensos totais foram 2028 

encontradas diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos, todos resultados de 2029 

qualidade de água são apresentados na tabela 2.  2030 

 2031 

Tabela 3 – Média (±desvio padrão) dos valores médios encontrados para parâmetros 2032 
físico e químicos da qualidade da água monitorados durante 35 dias de berçário de P. 2033 
vannamei em sistema superintensivo em água clara e sistema de bioflocos nos 2034 
diferentes tratamentos.  2035 

 AC-CTL BFT-CTL AC-PR BFT-PR AC-PA BFT-PA AC-PRA BFT-PRA 
Temperatura 
(°C) 

28,44 
±0,76 

28,74 
±0,69 

28,61 
±0,51 

28,87 
±0,78 

28,64 
±0,29 

28,86 
±0,54 

28,58 
±0,62 

28,84 
±0,72 

O2D  
(mg L-1) 

5,94 
±0,20 

5,80 
±0,20 

5,91 
±0,24 

5,79 
±0,23 

5,98 
±0,18 

5,77 
±0,20 

5,87 
±0,22 

5,79 
±0,22 

pH 8,28 
±0,03a 

7,96 
±0,05b 

8,20 
±0,03a 

8,00 
±0,06b 

8,24 
±0,03a 

7,98 
±0,05b 

8,23 
±0,04a 

7,95 
±0,03b 

Alcalinidade 
(mgCaCO3L-1) 

207,33 
±8,66a 

153,33 
±8,60b 

205,00 
±17,29a 

159,67 
±18,27b 

207,00 
±5,21a 

159,00 
±7,15b 

202,00 
±13,34a 

155,67 
±7,83b 

Amônia (N-
AT mg L-1) 

1,47 
±0,30a 

0,11 
±0,06b 

1,18 
±0,29a 

0,11 
±0,05b 

1,50 
±0,30a 

0,13 
±0,06b 

1,51 
±0,38a 

0,11 
±0,04b 

Nitrito (N-
NO2- mg L-1) 

0,93 
±0,27ab 

0,30 
±0,09c 

1,26 
±0,43a 

0,28 
±0,04c 

1,03 
±0,16ab 

0,34 
±0,08c 

1,33 
±0,28a 

0,38 
±0,11bc 

Nitrato (N-
NO3- mg L-1) 

0,94 
±0,54b 

26,73 
±2,34a 

1,47 
±0,23b 

23,25 
±2,67a 

1,01 
±0,23b 

25,28 
±2,29a 

1,14 
±0,23b 

26,45 
±2,12a 

Fosfato (P-
PO4

-3 mg L-1) 
0,07 

±0,02b 
0,35 

±0,03a 
0,07 

±0,02b 
0,30 

±0,09a 
0,08 

±0,04b 
0,32 

±0,06a 
0,10 

±0,01b 
0,31 

±0,09a 

Salinidade 
(ppt) 

31,06 
±1,53 

32,78 
±2,10 

30,67 
±1,29 

32,67 
±1,71 

30,50 
±1,19 

32,67 
±1,29 

30,83 
±2,29 

32,94 
±1,55 

SST  
(mg L-1) 

86,40 
±23,56b 

352,53 
±22,92a 

129,40 
±32,78ab 

363,67 
±25,69a 

85,07 
±20,27b 

363,53 
±23,47a 

103,40± 
37,82ab 

388,33 
±35,38a 

Letras diferentes na mesma linha representam diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos ao 2036 
longo do período experimental após ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. 2037 

Os valores encontrados para temperatura foram em média de 28,5ºC, sem 2038 

variações ao longo do período experimental, o mesmo ocorreu com as concentrações de 2039 

oxigênio dissolvido que se mantiveram em concentrações médias acima de 5,7 mg/l entre 2040 

todos os tratamentos. Valores de salinidade mantidos entre 30 e 32, sem diferença entre 2041 

os tratamentos. 2042 

Os valores de pH sofreram variações de acordo com os sistemas, em água clara 2043 

mantiveram as médias acima de 8,2 e no sistema de bioflocos os valores encontrados não 2044 
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foram inferiores a 7,95 (Figura 1). O mesmo comportamento foi observado para 2045 

alcalinidade, mantendo os valores médios acima de 200 mg CaCO3/L em água clara, nos 2046 

tratamentos com sistema de bioflocos mantiveram-se acima de 150 mg CaCO3/L (Figura 2047 

3c). 2048 

 2049 

 2050 

 2051 

As concentrações de amônia foram maiores nos sistemas de água clara em todos 2052 

os tratamentos quando comparadas com sistema de bioflocos, o maior valor encontrado 2053 

foi no tratamento AC-PRA (1,51 TA-N mg L-1) e a menor concentração foi encontrada 2054 

no sistema de bioflocos nos tratamentos BFT-CTL, BFT-PR e BFT-PRA (0,11 TA-N mg 2055 

L-1) (Figura 2a). 2056 

Os valores médios das concentrações de nitrito foram significativamente maiores 2057 

nos tratamentos do sistema de água clara, com maior valor medio nos tratamentos AC-2058 

PRA (1,33) e AC-PR (1,26). Os menores valores médios encontrados foram no sistema 2059 

de bioflocos nos tratamentos BFT-PR (0,28), BFT-CTL (0,30) e BFT-PA (0,34) (Figura 2060 

2b).   2061 

 2062 

 2063 

Figura 1 – Variação temporal do pH durante os 35 dias de berçário no sistema em água clara (AC) e sistema de bioflocos 
(BFT) nos diferentes tratamentos.  
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 2064 

 2065 

 2066 

As concentrações de nitrato foram significativamente maiores no sistema de 2067 

bioflocos, porém sem diferença entre os tratamentos neste mesmo sistema, valores 2068 

médios das concentrações de nitrato nos tratamentos do sistema de bioflocos variaram de 2069 

26,7 a 23,2 nos tratamentos BFT-CTL e BFT-PR, respectivamente. Para sistema de água 2070 

clara os valores médios mantiveram-se entre 0,94 e 1,47 nos tratamentos AC-CTL e AC-2071 

PR, respectivamente (Figura 3a). 2072 

Figura 2 – Variação temporal de nitrogênio amoniacal total (NA-T) (a) e nitrito (N-NO2) (b) durante os 35 
dias de berçário nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são mostrados nos gráficos. 
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 2073 
 2074 

 2075 

 2076 

 2077 

As concentrações de fosfato comportaram-se com mesmo padrão esperado nos 2078 

sistemas, onde acumulou no sistema de bioflocos e manteve-se em concentrações 2079 

próximas de zero no sistema de água clara. Os maiores valores médios foram encontrados 2080 

no tratamento BFT-CTL (0,35) e o menor valor médio no tratamento AC-CTL (0,07) 2081 

(Figura 3b).  2082 

Valores médios das concentrações de sólidos suspensos totais encontrados foram 2083 

maiores nos tratamentos do sistema de bioflocos em todos os tratamentos, variando de 2084 

352,5 a 388,3 nos tratamentos BFT-CTL e BFT-PRA, respectivamente. No sistema de 2085 

água clara o menor valor médio foi encontrado no tratamento AC-PA (85,0) e o maior 2086 

valor médio no tratamento AC-PR (129,4) (Figura 3d). Ao longo do período experimental 2087 

houve a tendencia de formação de acúmulo de sólidos suspensos totais no sistema de água 2088 

clara mesmo com as altas taxas de renovação, no entanto são valores considerados baixos 2089 

quando comparados ao sistema de bioflocos, este possui maiores concentrações de sólidos 2090 

suspensos totais devido ao comportamento do sistema heterotrófico. 2091 

 2092 

Figura 3 – Variação temporal do nitrato (N-NO3) (a), fosfato (PO4-3) (b), alcalinidade (CaCo3) (c) e sólidos suspensos 
totais (mg/L) (d) ao longo das 5 semanas de berçário nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são mostrados 
nos gráficos. 



 

Desempenho Zootécnico 

O tratamento BFT-PRA apresentou melhor desempenho zootécnico para todos os 

parâmetros zootécnicos avaliados, como maior peso final (1,22g), segunda maior 

sobrevivência (96,5%), maior taxa de crescimento específico (13,2%), maior biomassa 

final (354,1 g) e consequentemente maior produtividade por metro quadrado (0,72 kg) 

(tabela 3). Os tratamentos BFT-PR, BFT-PA e AC-PRA foram estatisticamente iguais 

para valores médios de peso final, com 1,03g, 1,01g e 1,01g respectivamente. Tratamento 

AC-PR (0,98g) foi similar ao tratamento BFT-CTL (0,94g). O segundo menor peso final 

foi encontrado no tratamento AC-PA (0,80g) e o menor peso final encontrado foi no 

tratamento AC-CTL (0,62g) apresentando-se como tratamento com desempenho menos 

satisfatório no presente estudo (Figura 4). 

Tabela 4 – Média (±desvio padrão) dos valores médios dos parâmetros de desempenho 
zootécnico ao final de 35 dias de berçário de P. vannamei em sistema superintensivo em 
água clara e sistema de bioflocos entre os diferentes tratamentos. 

Letras diferentes na mesma linha representam diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos 
ao longo do período experimental após ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. 
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Como evidenciado anteriormente a estratégia de aplicação do mix probiótico em 

duas vias de aplicação no sistema de bioflocos (BFT-PRA) apresentou desempenho 

significativamente melhor quando comparado a todos os demais tratamentos. E o 

tratamento sem uso de probióticos em sistema de água clara (AC-CTL) apresentou pior 

desempenho zootécnico em todos os parâmetros avaliados e significativamente inferior a 

todos os demais tratamentos, obtendo menor peso médio final, menor sobrevivência 

(79%), menor taxa de crescimento específico (11,2%), maior taxa de conversão alimentar 

aparente (3,0), menor biomassa final (146,7g) e por consequência menor valor médio de 

produtividade (0,29kg) (Tabela 3).      

 Valores de sobrevivência foram significativamente maiores em todos os 

tratamentos com exceção do tratamento sem adição de probióticos em água clara (AC-

CTL). Os tratamentos do sistema de bioflocos, incluindo o controle (BFT-CTL) quando 

comparados com os tratamentos do sistema de água clara com exceção do controle (AC-

CTL), apresentaram desempenho zootécnico similar estatisticamente, ou seja, 

tratamentos em sistema de água clara com pelo menos uma via de aplicação do mix 

probiótico. Por exemplo, para o parâmetro zootécnico avaliado de taxa de crescimento 

específico (%) o tratamento BFT-PR obteve valor de 12,7 e o tratamento AC-PA o valor 

de 11,9, ambos estatisticamente iguais. A taxa de conversão alimentar aparente (CAA) 

no tratamento AC-PRA foi de 2,11 e no tratamento BFT-CTL o valor encontrado é de 

Figura 4 – Valores médios e desvio padrão do peso final (g) dos camarões ao fim dos 
35 dias de berçário nos diferentes tratamentos. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p<0,05) entre os tratamentos. 
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2,85, ambos estatisticamente iguais. A biomassa final encontrada no tratamento BFT-PR 

é de 298,4g e similar ao tratamento AC-PRA com 277,8g. Os valores médios para 

produtividade em quilos por metro quadrado foram de 0,56 (BFT-PA) e 0,56 (AC-PRA) 

valores apresentados na tabela 3. 

Avaliação da comunidade microbiana 

Ao final do período experimental os flagelados e ciliados foram encontrados em 

maior abundância nos tratamentos do sistema de bioflocos, sendo o tratamento BFT-PRA 

com maior valor médio de flagelados (2,34E+04), ciliados (1,08E+04), nematoides 

(2,04E+03) e microalgas (1,12E+04). Os tratamentos do sistema em água clara não 

diferiram entre si e foram encontrados os menores valores médios de abundância de 

flagelados (2,32E+03) no tratamento AC-PRA e ciliados (9,60E+02) no tratamento AC-

PR (Tabela 4). 

Tabela 5 – Médias (+desvio padrão) dos microrganismos encontrados ao final dos 35 
dias de berçário de P. vannmei em sistema superintensivo em água clara e bioflocos nos 
diferentes tratamentos.  

Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos após 
ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey. 

Protozoários como os rotíferos e nematoides foram encontrados apenas nos 

tratamentos do sistema de bioflocos sem diferença entre os tratamentos, com variações 

nos valores médios no tratamento BFT-CTL (1,27E+03) e no tratamento BFT-PA 

(2,96E+03) para os rotíferos e para nematoides no tratamento BFT-PR (4,86E+02) e no 

tratamento BFT-PRA (2,04E+03). No sistema de água clara esses microrganismos não 

 Flagelados 
(org/mL) 

Ciliados 
(org/mL) 

Rotíferos 
(org/mL) 

Nematóides 
(org/mL) 

Microalgas 
(org/mL) 

AC-CTL 3,84E+03± 
2,47E+03c 

1,04E+03± 
6,08E+02c 0,00±0,00b 0,00±0,0b 1,33E+03± 

6,74E+02b 

BFT-CTL 9,46E+03± 
2,37E+03b 

5,55E+03± 
9,72E+02b 

1,27E+03± 
2,89E+02a 

5,32E+02± 
2,44E+02a 

9,72E+03± 
2,67E+03a 

AC-PR 4,43E+03± 
9,90E+02c 

9,60E+02± 
6,64E+02c 0,00±0,00b 0,00±0,0b 5,60E+03± 

2,21E+03ab 

BFT-PR 1,40E+04± 
1,36E+03b 

5,44E+03± 
9,42E+02b 

1,50E+03± 
5,39E+02a 

4,86E+02± 
5,51E+02a 

9,39E+03± 
4,14E+03a 

AC-PA 3,15E+03± 
1,85E+03c 

9,72E+02± 
8,07E+02c 0,00±0,00b 0,00±0,0b 2,94E+03± 

3,22E+02b 

BFT-PA 1,40E+04± 
7,25E+02b 

5,37E+03± 
1,88E+03b 

2,96E+03± 
1,81E+03a 

1,48E+03± 
2,23E+02a 

6,69E+03± 
8,10E+02a 

AC-PRA 2,32E+03± 
1,30E+03c 

1,31E+03± 
1,09E+03c 0,00±0,00b 0,00±0,0b 1,27E+03± 

3,68E+02b 

BFT-PRA 2,34E+04± 
2,64E+03a 

1,08E+04± 
2,04E+03a 

2,61E+03± 
4,24E+02a 

2,04E+03± 
7,98E+02a 

1,12E+04± 
2,45E+03a 
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foram encontrados. Microalgas foram encontradas em todos os sistemas e em todos os 

tratamentos, sendo os maiores valores médios encontrados no tratamento BFT-PRA 

(1,12E+04) e o menor valor médio encontrado no tratamento AC-PRA (1,27E+03) 

(Figura 5). 

 
 
 

Análise de Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 

 
 
 

Os dados encontrados para abundância da microbiota total presente na água de 

cultivo e no intestino dos camarões são expressos na figura 6 (a), onde encontramos os 

valores totais da comunidade bacteriana similares na água e no trato digestório dos 

animais. Valores totais de Bacillus subtilis (b) e bactérias ácido lácticas totais (c) 

mantiveram comportamento similar, com maior prevalência bacteriana na água do que no 

intestino, porém sem diferença significativa em relação a quantidade presente na água ou 

no intestino dos animais (Tabela 5).  

 
 

Figura 5 – Abundância de microrganismos (média±desvio padrão) presentes no sistema em água clara e sistema de bioflocos ao 
final do berçário de 35 dias. Divididos em flagelados (a), ciliados (b), rotíferos (c), nematoides (d) e microalgas (e). Letras 
diferentes expressam diferença significativa (p<0,05). 
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Tabela 6 – Média (±desvio padrão) da abundância bacteriana total (Dapi), de Bacillus 
subtilis e bactérias ácido lácticas na água e no intestino de P. vannamei ao final dos 35 
dias de berçário em sistemas superintensivo em água clara e bioflocos nos diferentes 
tratamentos.    
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos 
após ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. 

Através da contagem total das bactérias encontradas na água do cultivo os maiores 

valores médios são observados no sistema de bioflocos no tratamento BFT-PRA 

(5,13E+08) destacando-se como o tratamento com maior abundância bacteriana total 

(Tabela 5). O tratamento BFT-PR (4,00E+08) representa a segunda maior abundância 

bacteriana, seguido pelo tratamento BFT-PA (3,47E+08) e BFT-CTL (3,01E+08), nos 

sistemas de água clara encontramos valores médios inferiores ao sistema de bioflocos, 

onde o tratamento AC-PR (2,88E+08) apresenta maior abundância entre os tratamentos 

em água clara, seguido pelos tratamentos AC-PRA (2,49E+08) e AC-PA (1,77E+08). O 

tratamento AC-CTL (0,75E+08) apresenta menor abundância bacteriana total (Figura 7a). 

 Água Intestino 

Tratamentos 

Dapi 
(abundância 

total 108 

mL-1) 

Bacillus 
subtilis  

(107 mL-1) 

Bactérias 
Ácido 

Lácticas 
(107 mL-1) 

Dapi 
(abundância 

total 108 

mL-1) 

Bacillus 
subtilis  

(107 mL-1) 

Bactérias 
Ácido 

Lácticas 
(107 mL-1) 

AC-CTL 0,75±0,04e 0,09±0,01g 0,00±0,00f 0,48±0,21c 0,03±0,01b 0,00±0,00c 

BFT-CTL 3,01±0,60bc 0,77±0,19cd 0,00±0,00f 3,29±0,30a 0,19±0,16ab 0,00±0,00c 

AC-PR 2,88±0,29c 0,41±0,08ef 0,26±0,04cd 2,07±0,46b 0,12±0,09ab 0,06±0,05ab 

BFT-PR 4,00±0,36b 1,43±0,20ab 0,53±0,19ab 3,01±0,49a 0,42±0,15a 0,13±0,04a 

AC-PA 1,77±0,38d 0,25±0,07fg 0,12±0,03de 1,71±0,60b 0,20±0,17ab 0,05±0,07ab 

BFT-PA 3,47±0,24bc 1,16±0,19bc 0,64±0,28ab 3,07±0,55a 0,43±0,12a 0,13±0,06a 

AC-PRA 2,49±0,45cd 0,46±0,07de 0,29±0,05bc 2,97±0,43a 0,26±0,09ab 0,07±0,02ab 

BFT-PRA 5,13±0,21a 2,01±0,06a 0,92±0,08a 4,14±0,56a 0,87±0,26a 0,17±0,12a 
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A contagem total das bactérias presentes no intestino nos tratamentos do sistema 

de bioflocos são estatisticamente iguais nos tratamentos BFT-PRA (4,14E+08), BFT-

CTL (3,29E+08), BFT-PR (3,01E+08), BFT-PA (3,07E+08), e AC-PRA (2,97E+08), 

sendo este último o único tratamento do sistema em água clara que se iguala aos 

tratamentos em sistema de bioflocos. O tratamento AC-PR (2,07E+08) iguala-se ao 

tratamento AC-PA (1,71E+08) ambos são superiores e diferem estatisticamente do 

tratamento AC-CTL (0,48E+08) que se apresenta com menor contagem média de 

bactérias no intestino dos camarões (Figura 7b). 

 

Figura 6 – Abundância bacteriana total (a), Bacillus subtilis (b) e bactérias ácido lácticas (c), presentes na água de 
cultivo e no intestino dos camarões ao final do berçário de 35 dias.  
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Na contagem específica para Bacillus subtilis na água de cultivo encontramos o 

maior valore médio no tratamento BFT-PRA (2,01E+07), seguido pelos demais 

tratamentos em sistema de bioflocos, BFT-PR (1,43E+07), BFT-PA (1,16E+07) e BFT-

CTL (0,77E+07). No sistema em água clara o tratamento com maior valor médio foi 

observado no tratamento AC-PRA (0,46E+07), seguido pelos tratamentos AC-PR 

(0,41E+07) e AC-PA (0,25E+07). O tratamento AC-CTL (0,09E+07) apresentou menor 

contagem de bacilos (Figura 7c). No intestino dos camarões foram encontrados a maior 

contagem de bacilos no tratamento BFT-PRA (0,87E+07), assim como nos tratamentos 

BFT-PA (0,43E+07) e BFT-PR (0,42E+07). O tratamento AC-PRA (0,26E+07) 

apresentou maior contagem de bacilos entre os tratamentos em água clara e igualmente 

significativo ao tratamento BFT-CTL (0,19E+07), seguido pelos tratamentos AC-PA 

(0,20E+07) AC-PR (0,12E+07). O tratamento controle em água clara AC-CTL 

(0,03E+07) apresenta menor contagem de bacilos entre todos os tratamentos (Figura 7d). 

Figura 7 – Médias (±desvio padrão) da abundância bacteriana total na água (a), abundância bacteriana total no intestino (b), 
Bacillus subtilis na água (c), Bacillus subtilis no intestino (d), bactérias ácido lácticas na água (e) e bactérias ácido lácticas no 
intestino (f) ao final dos 35 dias de berçário.  
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As bactérias ácido lácticas não foram encontradas nos tratamentos controle em 

água clara (AC-CTL) e em sistema de bioflocos (BFT-CTL) em ambas as amostragens, 

tanto na água de cultivo como no intestino dos animais cultivados. Na contagem 

específica de bactérias ácido lácticas na água foram encontrados maior valor médio no 

tratamento BFT-PRA (0,92E+07) seguido pelos tratamentos BFT-PA (0,64E+07), BFT-

PR (0,53E+07), AC-PRA (0,29E+07) e AC-PR (0,26E+07), com menor valor médio 

encontrado temos o tratamento AC-PA (0,12E+07) (Figura 7e). No intestino dos 

camarões o comportamento da colonização bacteriana evidenciou a maior valor médio 

nos tratamentos em sistema de bioflocos BFT-PRA (0,17E+07), BFT-PR e BFT-PA 

(0,13E+07) diferindo estatisticamente dos tratamentos em água clara AC-PRA 

(0,07E+07), AC-PR (0,06E+07) e AC-PA (0,05E+07) (Figura 7f). 

 

 

Discussão 

A aplicação do mix probiótico não afetou a qualidade da água, onde os parâmetros 

físicos e químicos da qualidade da água como temperatura, oxigênio dissolvido, pH, 

alcalinidade, salinidade, amônia, nitrito, nitrato, fosfato e sólidos suspensos totais 

mantiveram-se dentro da faixa ideal e recomendada para P. vannamei (Burford et al. 

2003; Furtado et al. 2015; Furtado, Poersch, and Wasielesky 2014; Gaona et al. 2011; Lin 

and Chen 2001, 2003; Ponce-Palafox, Martinez-Palacios, and Ross 1997; Wyk and 

Scarpa 1999). No entanto, algumas diferenças encontradas estão relacionadas aos 

diferentes sistemas de produção, sistema em água clara e bioflocos, sendo o esperado para 

esse design experimental. Apenas de as concentrações de nitrito e de sólidos suspensos 

totais apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos testados em ambos os 

sistemas. As concentrações médias de nitrito foram maiores no sistema de água clara 

devido à ausência do processo de nitrificação, com maiores valores encontrados nos 

tratamentos AC-PRA e AC-PR e as menores concentrações foram encontradas nos 

tratamentos BFT-PR, BFT-CTL e BFT-PA, comportamento similar foi observado em 

condições de água clara e sistema de bioflocos com o uso de probióticos, onde a ausência 

do processo de nitrificação gerou maiores concentrações nos tratamentos em água clara 

(Hostins et al. 2017). 

A adição de probióticos é considerada uma prática de manejo de extrema 

importância para melhor desempenho zootécnico dos animais cultivados, contribuindo 
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para melhor performance, imunidade e controle de potenciais bactérias patogênicas 

(Farzanfar 2006; de Souza et al. 2012). O tratamento com melhor desempenho zootécnico 

foi o BFT-PRA, onde os indicies de crescimento e produção foram superiores, peso médio 

50% maior quando comparado com controle. A adição de bactérias probióticas em 

sistemas de bioflocos (com inoculo) proporciona melhores condições de crescimento 

bacteriano, onde os nutrientes presentes no sistema de bioflocos contribuem para melhor 

desenvolvimento da comunidade microbiana (Ekasari et al. 2014; Krummenauer et al. 

2014; Kuhn et al. 2010). Quando os probióticos foram adicionados na ração e na água 

mesmo em condições de água clara (AC-PRA), melhoras significativas foram observadas, 

como maior peso final, taxa de crescimento específico e produtividade, sem diferir do 

sistema de bioflocos. Isso foi observado em estudo com adição contínua do mix 

probiótico (3g/kg ração) onde obtiveram peso médio em 20% mais alto comparado com 

controle (Kesselring et al. 2019). 

Altas densidades de estocagem são comuns em berçários em sistemas 

superintensivos, quando o sistema não é controlado de maneira eficiente pode causar 

redução das taxas de sobrevivência e perdas de produção. No entanto, quando o manejo 

é delineado de maneira apropriada pode resultar em melhores condições de cultivo e 

controle dos animais (Wasielesky et al. 2013). A alta densidade de estocagem utilizada 

neste presente estudo afetou negativamente o desempenho zootécnico no sistema em água 

clara sem uso de probióticos (AC-CTL) obtendo os piores resultados em todos os 

parâmetros zootécnicos avaliados. Grupos controle (sem adição de probióticos) muitas 

vezes são afetados por diversos fatores, como estresse, altas densidades e canibalismo, o 

que contribui para o desempenho zootécnico pouco satisfatório como observado em 

estudos com adição de bacilos versus controle (Rengpipat et al. 1998; Zokaeifar et al. 

2012). As taxas de sobrevivência foram altas, acima de 89%, em todos os tratamentos, 

exceto o tratamento em água clara controle (AC-CTL). Aplicação dos probióticos é 

descrita em diversos estudos onde são efetivos para melhoras em diferentes parâmetros 

zootécnicos, entre eles são encontradas as altas taxas de sobrevivência ao final dos 

experimentos (Abumourad, Authman, and Sharaf 2013; Pandiyan et al. 2013; Ramu et al. 

2017). 

Diferentes metodologias de aplicação dos probióticos são comumente utilizadas, 

diretamente na água, incorporada a ração, banhos de imersão e adição direta aos 

sedimentos (Gullian, Thompson, and Rodriguez 2004; Lalloo et al. 2007; Rengpipat et 

al. 1998). A aplicação diária do mix probiótico fornece bactérias de maneira continua ao 
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sistema de produção, esse estímulo contínuo contribuiu para melhor desempenho 

zootécnico em todos os tratamentos com pelo menos uma via de aplicação, conforme 

mencionado por diversas revisões bibliográficas sobre o uso de probióticos (Kumar et al. 

2016; Nayak 2021; Pandiyan et al. 2013). Quando as bactérias probióticas são 

adicionadas a ração e a água fornecem maior aporte de bactérias benéficas aos animais e 

ao ambiente de cultivo, podemos observar através dos dados obtidos para o desempenho 

dos animais que a aplicação dupla dos probióticos causou efeitos satisfatórios, estudos 

corroboram com essa hipótese onde diferentes vias de aplicação e metodologias 

influenciam diretamente o desempenho dos organismos cultivados (Bidhan et al. 2014; 

Wee et al. 2024; Zokaeifar et al. 2012).      

O desenvolvimento da comunidade microbiana desempenha um papel crucial no 

metabolismo da matéria orgânica, reciclagem de nutrientes e suplementação nutricional 

fornecida os organismos cultivados, onde transforma nitrogênio em proteína microbiana 

(Amjad et al. 2022; Huerta-Rábago et al. 2019). No presente estudo foram avaliados os 

microrganismos presentes na água, classificados entre protozoários (zooplâncton) e 

microalgas (fitoplâncton), foram encontrados flagelados, ciliados, rotíferos, nematoides 

e microalgas. O maior número de flagelados e ciliados foram encontrados nos tratamentos 

em sistema de bioflocos, sendo o tratamento BFT-PRA com maior desenvolvimento 

desses microrganismos. Os tratamentos BFT-PR, BFT-PA e BFT-CTL, demonstraram 

desenvolvimento da comunidade microbiana abaixo do tratamento BFT-PRA, porém 

superiores a todos tratamentos em sistema de água clara. Flagelados, ciliados e microalgas 

foram encontrados nos tratamentos em sistema de água clara, incluindo o controle (AC-

CTL), no entanto sua abundância é significativamente inferior a todos demais tratamentos 

em sistema de bioflocos. Em sistema de bioflocos o comportamento da comunidade 

microbiana é relatado em diversos estudos, onde são encontrados diversos protozoários e 

diferentes microalgas neste sistema, atuam diretamente na composição microbiana e no 

desempenho dos organismos cultivados (Khanjani, Mohammadi, and Emerenciano 2022; 

Reis et al. 2019). Demais protozoários como rotíferos e nematoides foram encontrados 

apenas no sistema de bioflocos e presentes em todos os tratamentos, são organismos 

indicadores de maior desenvolvimento da cadeia microbiana, participando da ciclagem 

de nutrientes e do “microbial loop”, atuando como suplementação nutricional de alta 

qualidade, devido ao aporte de proteínas e lipídeos (Azam et al. 1983; Khanjani et al. 

2022; Ray et al. 2010).  
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As microalgas são responsáveis por produzir proteínas, lipídeos, açúcares e 

participam da dinâmica de oxigênio dissolvido e dióxido de carbono nos sistemas de 

aquicultura. São consideradas produtoras primárias e são consumidas pelo zooplâncton, 

transferindo nutrientes para níveis tróficos mais altos (Brown et al. 1997; Ju et al. 2008; 

Martins et al. 2016). Nas condições experimentais deste presente estudo as microalgas 

foram encontradas em todos os tratamentos, onde a maior abundância foi observada nos 

tratamentos em sistema de bioflocos, sendo estes superiores aos valores encontrados no 

sistema de água clara. Os bioflocos fornecem nutrientes para o crescimento das 

microalgas através da decomposição da matéria orgânica e atuam como fertilizante 

(nitrogênio e fosfato) em condições controladas, caso contrário, pode ocasionar domínio 

indesejado de microalgas filamentosas e cianobactérias (Hargreaves 2013; Holanda et al. 

2021). 

A técnica de biologia molecular “FISH” (Fluorescence in situ hybridization) usada 

no presente estudo foi eficaz para quantificar e identificar a diversidade de bactérias e a 

abundância das bactérias especificas através do uso de sondas com marcadores alvo, 

conforme estudos anteriores (Del’Duca et al. 2013; Hostins et al. 2017; Tanaka et al. 

2016; Yokokawa and Nagata 2005). O presente estudo obteve os valores da abundância 

bacteriana total, abundância de Bacillus subtilis e abundância de bactérias ácido lácticas, 

quantificadas na água de cultivo e no intestino dos animais. Ambas as quantificações 

foram significativamente maiores nos tratamentos com sistema de bioflocos e 

especialmente no tratamento com via dupla de aplicação dos probióticos (BFT-PRA) na 

água e no intestino. A colonização do trato dos animais foi evidenciada neste estudo, onde 

foram encontrados bacilos e as bactérias ácido lácticas, com exceção dos grupos controle, 

o que justifica os baixos índices zootécnicos (Huyghebaert, Ducatelle, and Immerseel 

2011; Knipe et al. 2021). 

A comunidade microbiana é composta por diversos microrganismos que incluem 

uma grande quantidade de bactérias, que pertencem a diferentes grupos, onde 

encontramos bactérias heterotróficas, quimioautotróficas, fotossintéticas, probióticas e 

patogênicas, são consideradas os principais organismos nos sistemas de bioflocos 

(Cardona et al. 2016; Ebeling et al. 2006; Luis-Villaseñor et al. 2013; Ray et al. 2010). 

Autores afirmam a existência de uma intensiva interação entre o ambiente de cultivo e os 

organismos aquáticos cultivados, ou seja, o equilíbrio da comunidade bacteriana da água 

está diretamente relacionado com a colonização do intestino dos camarões (Moriarty 

1998; Verschuere et al. 2000). A capacidade de colonização do trato intestinal 
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proporciona inúmeros benefícios ao hospedeiro, como a adesão, sobrevivência e 

multiplicação das bactérias no trato intestinal, competição com bactérias patogênicas, 

melhor absorção de nutrientes, estimulação do sistema imune, capacidade de secretar 

substâncias antagonistas e bacteriocinas (Amoah et al. 2019; González-Félix et al. 2018; 

Merrifield et al. 2011; Wang et al. 2022). No presente estudo observamos a colonização 

do trato intestinal em concordância com as condições encontradas na água de cultivo. 

O uso de mix probiótico (multiespécies) é investigado por diversos autores 

atualmente, a preocupação com a interação entre as bactérias vem sendo descoberta e 

avaliada. Os bacilos muitas vezes são encontrados em maior abundância no ambiente de 

cultivo do que propriamente no intestino, no entanto, as bactérias ácido lácticas tendem a 

colonizar intestino e são capazes de suportar amplas variações de pH, salinidade e 

condições sem oxigênio (intestino), facilitando sua multiplicação (Decamp, Moriarty, and 

Lavens 2008; Kesarcodi-Watson et al. 2008; Mohapatra et al. 2012; Timmerman et al. 

2004; Won et al. 2020). Os bioflocos contribuíram para maior abundância bacteriana em 

todos os tratamentos testados e o presente estudo também evidencia que a maior 

abundância bacteriana é encontrada na água quando comparada ao intestino, porém 

ambos estão em sincronia, resultados similares foram encontrados em sistema de 

bioflocos. Os bacilos foram capazes de colonizar o trato, assim como as bactérias ácido 

lácticas, as concentrações diferiram em relação ao método de aplicação, ao sistema de 

produção e a dose aplicada (Hu et al. 2017; Klaenhammer 1993; Nguyen Thi Truc et al. 

2021). 

 

 

Conclusões 

A utilização do mix probiótico composto por multiéspecies (Bacillus subtilis, 

Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) foi capaz de manter a qualidade da 

água em ambos os sistemas e tratamentos, proporcionou melhor desempenho zootécnico 

quando aplicado na ração e na água em sistema de bioflocos e quando aplicado na ração 

e na água em sistema de água clara proporcionou desempenho similar ao sistema de 

bioflocos. A maior abundância de microrganismos e bactérias foram encontradas no 

sistema de bioflocos quando o mix probiótico foi adicionado em duas vias de aplicação. 

Os bacilos e as bactérias ácido lácticas foram capazes de colonizar a água do cultivo e o 

trato intestinal dos camarões cultivados.    
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CAPÍTULO III: AVALIAÇÃO ENTRE ENGORDA SEMI-INTENSIVA E 
SUPERINTENSIVA DO CAMARÃO BRANCO DO PACÍFICO Penaeus vannamei: 
AVALIAÇÃO DO USO DE MIX PROBIÓTICO NOS EFEITOS SOBRE A 
QUALIDADE DA ÁGUA E DESEMPENHO ZOOTÉCNICO 
Artigo submetido a revista Boletim do Instituto de Pesca 

Resumo 

Os probióticos têm se destacado como uma estratégia sustentável para otimizar o 

desempenho zootécnico dos camarões e melhor manejo da qualidade de água. São 

microrganismos amplamente reconhecidos por seus efeitos benéficos sobre o hospedeiro. 

O presente trabalho possui duas fases de engorda, semi-intensiva (20 cam m-2) e 

superintensiva (300 cam m-2), ambas com duração de 63 dias. Foram testados mix de 

bactérias probióticas comercial composto por Bacillus subtilis (3,4x109 UFC g-1), 

Lactobacillus plantarum (1,2x109 UFC g-1) e Pediococcus acidilactici (1,2x109 UFC g-

1). Os tratamentos consistem em Engorda 1 com PROB (adição de probióticos) e CTL 

(sem adição de probióticos), os tratamentos na Engorda 2 são diferentes vias de aplicação 

dos probióticos em sistema de água clara (AC-CTL, AC-PR, AC-PA, AC-PRA) e BFT 

(BFT-CTL, BFT-PR, BFT-PA, BFT-PRA). Resultados encontrados no experimento de 

engorda semi-intensiva para qualidade da água foram estatisticamente iguais para todos 

os parâmetros avaliados e mantiveram-se dentro dos níveis recomendados para a espécie. 

Houve diferença significativa para todos os parâmetros zootécnicos quando adicionados 

probióticos em comparação com grupo controle (sem adição de probióticos). Foram 

observadas diferenças na comunidade microbiana e na abundância bacteriana, onde foram 

encontrados maior diversidade de microrganismos com a adição de probióticos e 

colonização do trato intestinal pelas bactérias probióticas. Na engorda superintensiva 

foram encontradas diferenças para dados avaliados na qualidade de água, como pH, 

nitrito, nitrato, sólidos suspensos totais e turbidez. Valores encontrados para o 

desempenho zootécnico são superiores quando os probióticos são adicionados na água e 

na ração em sistema de bioflocos, foram encontrados maior diversidade de 

microrganismos e abundância bacteriana no sistema de bioflocos quando comparado ao 

sistema de água clara, porém no tratamento com adição dos probióticos em duas vias em 

água clara houve comportamento similar ao tratamento controle em sistema BFT. Foram 

encontrados diferentes microrganismos e maior abundância bacteriana em todos os 

tratamentos com bioflocos e capacidade de colonização do trato intestinal dos camarões 
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pelas bactérias probióticas utilizadas. As principais conclusões são a capacidade de 

melhora no desempenho zootécnico, manutenção da qualidade da água, aumento da 

diversidade de microrganismos e bactérias na água e no intestino dos camarões. 

Abstract 

Probiotics have emerged as a sustainable strategy to optimize the zootechnical 

performance of shrimp and to improve water quality management. These microorganisms 

are widely recognized for their beneficial effects on the host. The present study consisted 

of two grow-out phases: semi-intensive (20 shrimp m⁻²) and super-intensive (300 shrimp 

m⁻²), each lasting 63 days. A commercial probiotic mix comprising Bacillus subtilis 

(3.4×10⁹ CFU g⁻¹), Lactobacillus plantarum (1.2×10⁹ CFU g⁻¹), and Pediococcus 

acidilactici (1.2×10⁹ CFU g⁻¹) was tested. The treatments included Grow-out 1 with 

PROB (probiotic addition) and CTL (without probiotic addition), and treatments in Grow-

out 2 evaluated different probiotic application methods in clear-water (AC-CTL, AC-PR, 

AC-PA, AC-PRA) and biofloc systems (BFT-CTL, BFT-PR, BFT-PA, BFT-PRA). The 

results from the semi-intensive grow-out experiment showed that water quality 

parameters were statistically similar across all treatments and remained within 

recommended levels for the species. Significant differences were observed for all 

zootechnical parameters, with probiotics improving performance compared to the control 

group (without probiotics). Differences were also observed in the microbial community 

and bacterial abundance, with a greater diversity of microorganisms and intestinal 

colonization by probiotic bacteria in treatments with probiotic addition. In the super-

intensive grow-out experiment, significant differences were observed in water quality 

parameters, including pH, nitrite, nitrate, total suspended solids, and turbidity. 

Zootechnical performance was superior when probiotics were added to both water and 

feed in the biofloc system. A higher diversity of microorganisms and bacterial abundance 

was observed in the biofloc system compared to the clear-water system. However, the 

treatment with dual-route probiotic application in clear water showed a similar 

performance to the control treatment in the BFT system. Probiotic treatments across all 

biofloc systems demonstrated greater microbial diversity, bacterial abundance, and 

colonization of shrimp intestines by probiotic bacteria. The main conclusions highlight 

the ability of probiotics to improve zootechnical performance, maintain water quality, 

increase microbial diversity, and enhance bacterial abundance in water and shrimp 

intestines. 
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Introdução 

A intensificação da aquicultura é impulsionada por uma crescente procura global 

por proteína animal aquática, levando a inovações que podem aumentar a produção e, ao 

mesmo tempo, reduzir os impactos ambientais (Wee et al., 2024). As vantagens da 

produção do Penaeus vannamei, sendo a espécie mais cultivada em todo o mundo são o 

seu alto valor de mercado, conversão alimentar eficiente e adaptabilidade a várias 

condições de criação, incluindo sistemas de alta densidade (Valenti et al., 2021). Os 

sistemas de aquicultura superintensivos, projetados para maximizar a produção de 

camarão em um espaço limitado, enfrentam desafios operacionais significativos, 

principalmente relacionados à proliferação de doenças, ao manejo da qualidade da água 

e à necessidade de práticas sustentáveis para evitar a degradação ambiental (Mohapatra 

et al., 2013; Ray et al., 2011; Verschuere et al., 2000).  

Historicamente, os antibióticos foram amplamente utilizados na aquicultura para 

combater doenças infecciosas na tentativa de manter a saúde do camarão, mas as 

consequências não intencionais da resistência antimicrobiana e da contaminação 

ambiental levaram a restrições regulatórias e a um impulso para estratégias alternativas 

de gestão da saúde (Pereira et al., 2022; Resende et al., 2017). Isso levou a um interesse 

crescente em probióticos como uma solução promissora e ecologicamente correta para 

melhorar a saúde e a produtividade do camarão sem comprometer a integridade ambiental 

(Moriarty, 1998, 1997). O conceito de probióticos, definido como suplementos 

microbianos vivos que conferem benefícios à saúde do hospedeiro, tem sido amplamente 

aplicado em várias criações de animais e agora está ganhando força na aquicultura 

(Verschuere et al., 2000).  

Especificamente, os probióticos na aquicultura demonstraram potencial para 

regular a comunidade microbiana no trato gastrointestinal do camarão, melhorar a 

conversão alimentar e aumentar as respostas imunológicas, tornando-os uma alternativa 

viável aos tratamentos químicos tradicionais (Deng et al., 2022; Kumar et al., 2023; Zhu 

et al., 2023). Os probióticos oferecem vários mecanismos pelos quais contribuem para 

sistemas de aquicultura mais saudáveis e produtivos, podem competir diretamente com 

bactérias patogênicas por nutrientes e locais de colonização, reduzindo assim a incidência 

de surtos de doenças (Al-Dohail et al., 2011; Riquelme et al., 1996). Este efeito de 

exclusão competitiva é particularmente valioso em sistemas superintensivos onde a 

pressão de doenças é alta devido às altas densidades de estocagem dos camarões em áreas 
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reduzidas (Knipe et al., 2021; Wasielesky et al., 2013). Além disso, muitas cepas 

probióticas produzem compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio e ácidos orgânicos, que inibem o crescimento de bactérias nocivas e 

estabilizam o ambiente microbiano dentro do sistema de cultivo de camarões (Abriouel 

et al., 2011; Huyghebaert et al., 2011; Sahoo et al., 2016).  

Cepas de Bacillus sp e algumas bactérias acido lácticas como Lactobacillus sp e 

Pediococcus sp podem ativar a produção de enzimas relacionadas ao sistema imunológico 

e moléculas de sinalização dentro do organismo dos camarões, fornecendo uma camada 

adicional de prevenção de doenças (Kesselring et al., 2019; Pillinger et al., 2022). A 

seleção cuidadosa das cepas probióticas é crucial para garantir sua segurança e eficácia, 

sendo assim, os efeitos dos probióticos podem variar dependendo da espécie de animal 

cultivado, da cepa probiótica, da dose, da via de administração e das condições de cultivo 

(Sha et al., 2016; van Hai and Fotedar, 2010; Wang et al., 2022). 

Em sistemas de bioflocos, os probióticos fornecem uma camada adicional de 

benefícios ambientais ao contribuir para a manutenção da qualidade da água e melhora 

nas condições de saúde dos animais (Krummenauer et al., 2014a). A tecnologia de 

bioflocos envolve o uso de comunidades microbianas para reciclar nutrientes dentro do 

sistema, reduzindo assim a necessidade de troca de água e minimizando a produção de 

resíduos (Wasielesky et al., 2006). Os probióticos introduzidos em sistemas de produção 

com bioflocos melhoram esses processos microbianos, auxiliando na degradação da 

matéria orgânica e na conversão de metabólitos prejudiciais, como amônia e nitrito, em 

formas menos tóxicas, o que proporciona um ambiente de criação mais saudável para o 

camarão (Arias-Moscoso et al., 2018; Llario et al., 2019). Ao promover uma comunidade 

microbiana equilibrada e benéfica, os probióticos ajudam a mitigar o risco de dominância 

de patógenos e a criar um ecossistema de aquicultura mais estável (Kasan et al., 2017). 

Em geral, os probióticos podem ser aplicados diretamente na água, incorporados 

à ração ou administrados por meio de uma combinação de ambas as abordagens e cada 

método tem vantagens e limitações distintas, muitas vezes influenciadas por fatores como 

a qualidade da água, a idade dos animais, dimensões dos sistemas de produção dos 

camarões e as cepas probióticas específicas utilizadas (Kumar et al., 2016). Por exemplo, 

as aplicações probióticas diretamente na água são benéficas para efeitos ambientais 

imediatos, pois podem afetar diretamente o equilíbrio microbiano dentro do sistema de 

produção, auxiliando na melhoria da qualidade da água e no controle de biorremediação 

(Brito et al., 2016). Entretanto, a eficácia das aplicações diretamente na água pode ser 
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afetada por fatores ambientais como pH e temperatura, que podem alterar a viabilidade 

das bactérias probióticas (Adilah et al., 2022).  

Por outro lado, as aplicações de probióticos com base na ração oferecem a 

vantagem de fornecer probióticos diretamente ao trato gastrointestinal do camarão, o que 

pode ser especialmente benéfico para a modulação imunológica e a absorção de nutrientes 

(Das Susmita and Haque, 2017). Pesquisas indicam que os probióticos administrados por 

meio da ração são mais adequados para estabelecer uma microbiota intestinal estável e 

benéfica, o que é fundamental para a saúde e o desempenho do crescimento do camarão 

em longo prazo (Kumar et al., 2016; Nayak, 2021). Entretanto, as aplicações baseadas em 

ração exigem uma formulação cuidadosa para garantir a viabilidade dos probióticos 

durante o processamento e o armazenamento da ração (Hancz, 2022). Além disso, estudos 

demonstraram que uma combinação de aplicações na água e na ração pode produzir 

efeitos sinérgicos, pois aborda simultaneamente os ambientes microbianos internos e 

externos, essa abordagem dupla foi associada a maiores taxas de sobrevivência, melhores 

métricas de crescimento e controle mais eficaz de patógenos em sistemas de aquicultura 

superintensivoss (He et al., 2023; Ringø, 2020).  

Objetivo Geral 

Avaliar a eficiência do uso do probiótico mix comercial no cultivo superintensivo 

e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de engorda em diferentes 

sistemas e as interações com a qualidade da água, desempenho zootécnico, comunidade 

microbiana e abundância bacteriana. 

Objetivos Específicos 

• Avaliar a influência do mix probiótico comercial na fase de engorda em sistema 

semi-intensivo em água clara na qualidade da água, desempenho zootécnico, 

composição da comunidade microbiana, composição e abundância bacteriana na 

água e intestino dos camarões.  

• Avaliar a influência do mix probiótico comercial na fase de engorda em sistema 

superintensivo em água clara e BFT na qualidade da água, desempenho 

zootécnico, composição da comunidade microbiana, composição e abundância 

bacteriana na água e intestino dos camarões.  
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Material e Métodos 

Condições experimentais 

Os experimentos foram realizados na Estação Marinha de Aquicultura, do 

Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS, Brasil 

(32°110S; 52°100W). O primeiro experimento (Engorda 1 semi-intensiva) e o segundo 

experimento (Engorda 2 superintensiva) ambos tiveram duração de 63 dias (9 semanas). 

Camarões da espécie Penaeus vannamei, provenientes da Aquatec® (Rio Grande do 

Norte), foram obtidos em estágio de náuplio e passaram pela fase da larvicultura e 

berçário no Laboratório de Carcinocultura - FURG. Após esse período, as pós-larvas 

foram estocadas nas unidades experimentais de acordo com o design experimental de 

cada experimento. Ambos os experimentos foram realizados em uma sala experimental 

com controle de temperatura e fotoperíodo. Para controle de temperatura foram utilizados 

aquecedores de água submersos com termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O 

controle de luminosidade foi feito com temporizador analógico de luz, mantendo em 12 

horas de escuro e 12h de claridade. O sistema de aeração era composto por soprador tipo 

blower, onde o oxigênio atmosférico era distribuído em cada unidade experimental 

através de duas mangueiras microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm. Os tanques foram 

preenchidos com água salgada (salinidade 30). Para desinfecção inicial da água, aplicou-

se uma solução de hipoclorito de sódio (10ppm) e posterior aplicação de ácido ascórbico 

(1ppm) para neutralização dos resíduos de hipoclorito de sódio.  

Delineamento experimental 1 (Engorda Semi-intensiva) 

Foram estocados camarões com peso médio inicial de 0,54g (±0,20), a densidade 

de estocagem de 20 cam m-2, somando 200 animais por tanque, totalizando 1.200 animais 

em todo experimento. O experimento foi realizado em triplicata, foram utilizados seis (6) 

tanques de 5.000L de volume útil, com área de fundo de 10m-2, sendo três tanques para 

cada tratamento. Os tratamentos foram distribuídos da seguinte maneira:  

• PROB (Probióticos - adição probióticos na ração e na água); 

• CTL (Controle - sem adição de probióticos). 

A engorda semi-intensiva foi mantida em água clara durante todo período 

experimental, foram feitas renovações de 50% (2500L) 3 vezes por semana ou de acordo 



 93 

com as concentrações de amônia e nitrito, simulando condições de cultivos semi-

intensivos.  

Delineamento experimental 2 (Engorda Superintensiva) 

Foram estocados camarões com peso médio de 0,45g (±0,10), a densidade de 

estocagem de 300 cam m-2, somando 50 animais por tanque, totalizando 1.200 animais 

em todo experimento. O experimento foi realizado em triplicata, foram utilizados 24 

(vinte e quatro) tanques de 150L de volume útil, com área de fundo de 0,49m-2. Os 

tratamentos foram divididos da seguinte maneira: 

• Sistema água clara (AC):  

o AC-CTL ( sem adição de probióticos) 

o AC-PR (adição de probióticos somente na ração) 

o AC-PA (adição de probióticos somente na água) 

o AC-PRA (adição de probióticos na ração e na água) 

• Sistema de bioflocos (BFT): 

o BFT-CTL (sem adição de probióticos) 

o BFT-PR (adição de probióticos somente na ração) 

o BFT-PA (adição de probióticos somente na água) 

o BFT-PRA (adição de probióticos na ração e na água) 

O sistema em água clara foi mantido com renovações de 50% (75L) 3 vezes por 

semana ou de acordo com as concentrações de amônia e nitrito.   

No sistema de bioflocos foi utilizado inoculo de 10% (15L) de floco maduro de 

uma unidade de produção (concentrações de amônia e nitrito indetectáveis, nitrato (13,8 

mg/l), fosfato (4,1 mg/l) e sólidos suspensos totais (438 mg/l) (Krummenauer et al., 

2014b). Foram realizadas fertilizações orgânicas com melaço de cana-de-açúcar de 

acordo com as concentrações de amônia (1 mg/l), para manter as relações C:N (6:1) 

(Avnimelech, 1999; Ebeling et al., 2006). Para reposição do volume por evaporação 

foram realizadas adições de água doce declorada e para manutenção dos valores de pH e 

alcalinidade foram adicionadas doses de cal hidratada de acordo com decréscimo dos 

valores de pH e alcalinidade (Furtado et al., 2011).  
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Aplicação do mix probiótico e alimentação  

O mix probiótico comercial é composto pelas seguintes bactérias e suas 

respectivas concentrações: Bacillus subtilis (3,4x109 UFC g-1), Lactobacillus plantarum 

(1,2x109 UFC g-1) e Pediococcus acidilactici (1,2x109 UFC g-1). Foram aplicadas as 

dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ração (2g de probiótico/kg de 

ração) e na água foram utilizadas doses diárias de 1g/tonelada de água. Os probióticos 

foram misturados com água proveniente de cada unidade experimental, para serem 

aspergidas à ração e pipetados na água de cultivo, 5 dias da semana. Os camarões foram 

alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 17:00 h), utilizando ração comercial Active 40% 

PB (Guabi®) para fase de engorda (Jory et al., 2001). 

Qualidade da água 

Parâmetros como temperatura, pH e oxigênio dissolvido foram monitorados duas 

vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multiparâmetro da marca YSI® 

modelo 556. A salinidade foi verificada semanalmente com o auxílio de um refratômetro 

óptico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os níveis da amônia total (N-AT) e nitrito (N-NO2-) 

foram analisados três vezes na semana (Strickland and Parsons, 1972; UNESCO, 1983), 

nitrato (N-NO3), fosfato (P-PO4-3) (Aminot and Chaussepied, 1983) e alcalinidade 

(AOAC, 2005) foram medidos semanalmente. Sólidos suspensos totais foram medidos 

semanalmente (Strickland and Parsons, 1972). 

Desempenho Zootécnico 

O crescimento dos camarões em todas as unidades experimentais foi 

acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balança digital com precisão 

de 0,01g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes parâmetros: conversão 

alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido/incremento de biomassa. Ganho de peso 

semanal (GPS): (peso médio final – peso médio inicial) /semanas. Sobrevivência: ((nº 

indivíduos despescados / nº indivíduos estocados) x 100. Biomassa final: (peso médio 

final x nº indivíduos despescados). Produtividade: (biomassa final / volume unidade 

experimental). 

Análise da comunidade microbiana 

Foram coletas amostras de água (20 ml) ao final do período experimental, para 

quantificação e classificação dos microrganismos presentes na água. As amostras foram 

fixadas em formalina a 4% (concentração final) e mantidas em frascos âmbar para 
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posterior contagem e identificação dos principais grupos de microrganismos presentes. 

Os microrganismos foram classificados em diferentes grupos: flagelados, ciliados, 

rotíferos, nematoides e microalgas, foi usado um microscópio invertido Olympus IX51 

com ampliação final de 200x, no qual alíquotas de 2,1 ml de amostra foram colocadas em 

uma câmara de sedimentação e 30 campos foram contados aleatoriamente (Utermöhl, 

1958). As contagens foram realizadas no Laboratório de Ecologia de Microrganismos 

Aplicados à Aquicultura (LEMAQUI) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). 

Análise de Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 

Foram coletadas amostras finais de água de cada unidade experimental e coletados 

intestinos dos camarões, ambos fixados em paraformaldeído a 2% (concentração final) e 

estocadas sob refrigeração para posterior realização da análise de hibridização 

fluorescente in situ (FISH) para identificação de bactérias dos gêneros Bacillus spp e 

Lactobacillus spp (Tabela 1). Previamente ao início do protocolo de FISH (Cottrell and 

Kirchman, 2003; Del’Duca et al., 2013), amostras de intestino que foram pesadas 

previamente e sonificadas (Vibra Cell VCX 130PB, Sonics Materials®) com amplitude 

de 110.7 µm por 60s (três vezes). Após a sonicação, as amostras foram centrifugadas a 

500 g por cinco minutos e o sobrenadante retirado, repetindo esta etapa duas vezes com 

adição de água ultrapura para lavagem do conteúdo. As três porções de sobrenadante 

foram colocadas em um mesmo frasco, novamente centrifugadas e só então filtradas em 

filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 µm) e mantidas refrigeradas a 4° C até 

a realização do protocolo de hibridização. As amostras de água foram filtradas 

diretamente em filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 µm). 

Posteriormente as amostras foram avaliadas através de microscopia de 

epifluorescência, utilizando sondas de oligonucleotídeos dirigidos ao rRNA para 

identificar e quantificar os grupos das bactérias alvo do estudo. Todas as sondas foram 

marcadas com fluorocromo Cy3. Sondas do mesmo grupo de bactérias foram misturadas 

para a hibridização. Adicionado a cada sonda especifica foi usado DAPI, para 

determinação da abundância bacteriana total. Um controle negativo (NON) foi utilizado 

com uma sonda sem nenhum marcador específico para bactérias, servindo como um teste 

de eficiência do processo de hibridização. A abundância de bactérias foi obtida pela 

contagem direta com aumento de 1000x utilizando um microscópio de epifluorescência 

(Olympus® BX-60), equipado com os filtros: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2 
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e U-MWG2, no Laboratório de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos 

(LEBIOMM) da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG.  

Tabela 7 - Sondas de oligonucleotídeos para identificação de diferentes grupos 
bacterianos usados neste estudo. Todas as sondas foram marcadas com fluorocromo 
Cy3. 

Sonda Especificidade Sequência (5’-3’) %FA* Referência 

NON Controle 
negativo TAGTGACGCCGTCGA 30 

(Yokokawa 
and Nagata, 

2005) 

Bacil1 Bacillus GCCGCCTTTCAATTTCGAAC 35 (Ichijo et 
al., 2010) 

Bmy843 Bacillus CTTCAGCACTCAGGTTCG 35 (Salzman et 
al., 2002) 

Bsub B. subtilis CGTTCAAACAACCATCCGG 35 (Kyselková 
et al., 2009) 

BsubC B. subtilis 
grupo AAGCCACCTTTTATGTTTGA 35 (Kyselková 

et al., 2009) 

Lacto15 Lactobacillus CCGTCAACCCTTGAACAGTT 30 (Demanèche 
et al., 2008) 

Lacto39 Lactobacillus TCTGTTTAGTTCCGCTCGTTC 30 (Demanèche 
et al., 2008) 

LGC354A Firmicutes TGGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et 
al., 1999) 

LGC354B Firmicutes CGGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et 
al., 1999) 

LGC354C Firmicutes CCGAAGATTCCCTACTGC 35 (Meier et 
al., 1999) 

*Porcentagem de formamida (FA) na solução de hibridização in situ. 

Análise estatística 

Parâmetros de qualidade da água, desempenho zootécnico, abundância bacteriana, 

densidade total das bactérias por grupos específicos e contagem diferencial de hemócitos 

foram submetidos a análise de variância de uma via, levando em consideração os 

pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes Levene e 

Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando diferenças 

significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivência, microrganismos e 

densidades de bactérias foram transformados (arcoseno x 0,5) antes da analise (Zar, 

1999). 
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Resultados Engorda 1 Semi-intensiva 

Qualidade da água 

Não foram encontradas diferenças significativas (p>0,05) entre os tratamentos 

para todos os parâmetros de qualidade da água avaliados, como temperatura, oxigênio 

dissolvido, pH, alcalinidade, salinidade, amônia, nitrito, nitrato, fosfato, sólidos 

suspensos totais e turbidez (Tabela 2). 

Tabela 8 – Parâmetros de qualidade da água (média±desvio padrão) nos tratamentos: 
Probióticos (PROB) e Controle (CTL) ao longo dos 63 dias de experimento em engorda 
semi-intensiva.  

Parâmetros PROB CTL 
Temperatura (°C) 27,41±0,43 27,32±0,18 
O2D (mg L-1) 6,19±0,22 6,22±0,20 
pH 7,91±0,05 7,96±0,03 
Amônia (N-AT mg L-1) 0,56±0,26 0,44±0,26 
Nitrito (N-NO2- mg L-1) 2,34±2,81 1,99±2,12 
Nitrato (N-NO3- mg L-1) 5,11±1,53 4,49±2,00 
Fosfato (P-PO4-3 mg L-1) 0,63±0,10 0,62±0,07 
Salinidade 30,67±1,02 30,48±1,03 
Alcalinidade (mg CaCO3 L-1) 156,85±6,20 156,30±10,52 
SST (mg L-1) 56,85±22,54 46,86±26,04 
Turbidez (NTU) 11,30±2,26 9,56±2,90 

 

Os valores médios observados variaram entre: temperatura (27,32–27,41°C), 

oxigênio dissolvido (6,19–6,22 mg L⁻¹) e pH (7,91–7,96). Valores médios de amônia 

(0,44–0,56 mg L⁻¹) (a), nitrito (1,99–2,34 mg L⁻¹) (b) e nitrato (4,49–5,11 mg L⁻¹) (c) 

apresentados na Figura 1. Valores de fosfato (0,62–0,63 mg L⁻¹), salinidade (30,48–

30,67), alcalinidade (156,30–156,85 mg CaCO₃ L⁻¹), sólidos suspensos totais (46,86–

56,85 mg L⁻¹) (a) e turbidez (9,56–11,30 NTU) (b) (Figura 2). 
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Figura 8 – Variação temporal de nitrogênio amoniacal total (N-AT) (a), nitrito (N-NO2) 
(b) e nitrato (N-NO3) (c) ao longo de nove semanas durante a fase de engorda semi-
intensiva do P. vannamei, nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são 
mostrados nos gráficos.   
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Figura 9 – Variação temporal de sólidos suspensos totais (SST) (a) e turbidez (NTU) (b) 
ao longo de nove semanas durante a fase de engorda semi-intensiva do P. vannamei, nos 
diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são mostrados nos gráficos.   

Desempenho Zootécnico  

Os resultados médios do desempenho zootécnico do P. vannamei ao final do 

período experimental de 63 dias mostram que diferenças foram observadas nos 

parâmetros: o peso final foi maior em PROB (15,17 g) comparado a CTL (11,01 g), assim 

como a sobrevivência (76,50% em PROB contra 60,00% em CTL). O coeficiente de 

conversão alimentar (CAA) foi mais eficiente em PROB (2,38) do que em CTL (3,26), e 

o ganho de peso semanal (GPS) foi maior em PROB (1,63 g/sem) em relação a CTL (1,17 

g/sem). Além disso, a biomassa final foi superior em PROB (2,32 kg) em comparação a 

CTL (1,32 kg), e a produtividade foi maior no tratamento PROB (0,44 kg/m³) do que em 

CTL (0,24 kg/m³) (Tabela 3). 
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Tabela 9 – Desempenho zootécnico (média±desvio padrão) do P. vannamei ao final do 
período experimental de 63 dias na engorda semi-intensiva nos tratamentos Probióticos 
(PROB) e Controle (CTL). 

Desempenho Zootécnico PROB CTL 
Peso inicial (g) 0,54±0,20 0,54±0,20 
Peso final (g) 15,17±0,70a 11,01±0,47b 
Sobrevivência (%) 76,50±1,41a 60,00±9,90b 

CAA 2,38±0,07a 3,26±0,21b 
GPS (g/sem) 1,63±0,08a 1,17±0,05b 
Biomassa final (kg) 2,32±0,06a 1,32±0,16b 
Produtividade (kg m3) 0,44±0,01a 0,24±0,03b 

Letras diferentes na mesma linha representam diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos após 
ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. CAA = conversão alimentar aparente, GPS = ganho de 
peso semanal. 

Composição da comunidade microbiana 

Os dados mostram diferenças significativas na abundância de microrganismos 

entre os tratamentos PROB e CTL. Para os flagelados, o tratamento PROB apresentou 

maior abundância (8,43E+04) em comparação ao CTL (2,36E+03). Os ciliados também 

foram mais abundantes no PROB (2,48E+04) em relação ao CTL (7,00E+02). Em relação 

aos rotíferos, foram encontrados em menor abundância no PROB (9,91E+03) e ausentes 

no CTL (0). O mesmo ocorreu com os nematoides, presentes no PROB (4,08E+03) e 

ausentes no CTL (0). Para as microalgas, o tratamento PROB também apresentou maior 

abundância (2,26E+04) em comparação ao CTL (2,31E+03). Esses resultados indicam 

que o uso de probióticos promoveu maior diversidade e quantidade de organismos em 

comparação ao controle (Figura 3). 
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Figura 10 – Composição da comunidade de microrganismos (média±desvio padrão) 
encontrados ao final do experimento da fase de engorda semi-intensiva do P. vannamei, 
em todos os tratamentos. 

Abundância bacteriana 

O tratamento com probióticos (PROB) apresentou maior concentração de 

bactérias probióticas totais (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus 

acidilactici) na água e no intestino dos camarões em comparação ao grupo controle 

(CTL), com diferenças significativas entre ambos os tratamentos. No grupo PROB, a 

concentração de bactérias na água foi superior à encontrada no intestino, enquanto no 

CTL não houve diferença significativa entre os compartimentos analisados, ambos 

apresentando valores mínimos de bactérias probióticas (Figura 4). 

 

 

 
Figura 11 – Abundância total das bactérias probióticas (Bacillus subtilis, Lactobacillus 
plantarum e Pediococcus acidilactici) ao final do experimento da fase de engorda semi-
intensiva do P. vannamei nos diferentes tratamentos nas condições de presença na água 
de cultivo e no intestino dos camarões. Médias e desvio padrão são mostrados no gráfico. 

 

Resultados Engorda 2 Superintensiva 

Qualidade da água 

Não foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos para os 

parâmetros de qualidade da água avaliados, como temperatura, oxigênio dissolvido, 

alcalinidade, amônia, fosfato e salinidade. Para os parâmetros de pH, nitrito, nitrato, 

sólidos suspensos totais e turbidez foram encontradas diferenças significativas entre os 
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sistemas água clara e bioflocos, porém não foram encontradas entre os tratamentos 

testados (Tabela 4). 

Os maiores valores médios encontrados para temperatura foram 29,59ºC (AC-

CTL) e os menores foram 28,33ºC (BFT-CTL), para o oxigênio dissolvido foram 

6,03mg/L (AC-PR) e 5,80mg/L (BFT-PR), para dados de pH foram 7,93 (AC-CTL) e 

7,49 (BFT-PA), alcalinidade foram 133,89 mgCaCO3/L (AC-PA) e 112,22 mgCaCO3/L 

(BFT-PRA) e salinidade 33,83 (BFT-CTL) e 31,74 (AC-PA) (Tabela 4).  

 

 

 

Tabela 10 – Parâmetros de qualidade da água (média±desvio padrão) nos diferentes 
tratamentos, ao longo dos 63 dias de experimento em engorda superintensiva. 

Parâmetros AC-CTL AC-PA AC-PR AC-PRA BFT-CTL BFT-PA BFT-PR BFT-PRA 

Temperatura 29,59 
±0,65 

28,81 
±0,88 

28,93 
±0,67 

28,69 
±0,52 

28,64 
±0,53 

28,33 
±0,49 

28,60 
±0,55 

28,51 
±0,66 

O2D 5,96 
±0,12 

6,01 
±0,15 

6,03 
±0,16 

5,97 
±0,12 

5,95 
±0,17 

5,91 
±0,11 

5,80 
±0,13 

5,88 
±0,22 

pH 7,93 
±0,03a 

7,91 
±0,03a 

7,91 
±0,04a 

7,90 
±0,08a 

7,63 
±0,18b 

7,49 
±0,13b 

7,54 
±0,10b 

7,58 
±0,09b 

Alcalinidade 133,53 
±11,67 

133,89 
±12,96 

130,56 
±12,96 

130,93 
±14,87 

114,63 
±114,63 

114,89 
±16,92 

116,67 
±16,99 

112,22 
±15,53 

Amônia 0,46 
±0,38 

0,40 
±0,36 

0,36 
±0,26 

0,42 
±0,35 

0,14 
±0,18 

0,24 
±0,35 

0,15 
±0,25 

0,15 
±0,10 

Nitrito  4,58 
±4,80a 

3,61 
±3,11a 

2,96 
±2,77a 

4,36 
±3,96a 

0,17 
±0,12b 

0,16 
±0,08b 

0,17 
±0,12b 

0,18 
±0,14b 

Nitrato 4,74 
±3,10b 

5,15 
±3,89b 

5,81 
±3,82b 

5,37 
±3,42b 

34,19 
±14,38a 

30,74 
±13,99a 

32,74 
±15,93a 

33,37 
±14,67a 

Fosfato 0,41 
±0,27 

0,41 
±29 

0,44 
±0,28 

0,40 
±0,23 

0,98 
±0,14 

0,95 
±0,20 

0,91 
±0,29 

0,91 
±0,15 

Salinidade 32,56 
±1,19 

31,74 
±1,02 

31,93 
±1,17 

32,59 
±1,28 

33,83 
±2,01 

32,90 
±1,55 

33,12 
±1,62 

32,93 
±1,77 

SST 89,07 
±37,29b 

94,96 
±49,90b 

109,70 
±45,29b 

100,41 
±43,01b 

384,96 
±162,66a 

374,07 
±156,53a 

363,26 
±155,12a 

354,96 
±161,53a 

Turbidez 46,67 
±31,26b 

62,94 
±42,25b 

73,57 
±48,74b 

62,40 
±41,80b 

204,53 
±131,93a 

181,19 
±74,68a 

169,01 
±101,60a 

187,16 
±107,81a 

Letras diferentes na mesma linha, indicam diferenças significativas (p<0,05) entre os sistemas água clara 
(AC) e bioflocos (BFT), após ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. 
 

 

 

Os maiores valores encontrados para amônia (a) foram 0,46mg/L (AC-CTL), 

nitrito (b) 4,58mg/L (AC-CTL), nitrato (c) 34,19mg/L (BFT-CTL), e fosfato 0,98mg/L 

(BFT-CTL). Já os menores valores para amônia foram 0,14mg/L (BFT-CTL), nitrito 

0,16mg/L (BFT-PA), nitrato 4,74mg/L (AC-CTL) e fosfato 0,40mg/L (AC-PRA) (Figura 

5). Para os sólidos suspensos totais (SST) foram encontrados maiores valores 384,96mg/L 
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(BFT-CTL) e turbidez 204,53 NTU (BFT-CTL). Os menores valores para SST (a) foram 

89,07mg/L (AC-CTL) e turbidez (b) 46,67 NTU (AC-CTL) (Figura 6). 

 
Figura 12 Variação temporal de nitrogênio amoniacal total (N-AT) (a), nitrito (N-NO2) 
(b) e nitrato (N-NO3) (c) ao longo de nove semanas durante a fase de engorda 
superintensiva do P. vannamei, nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são 
mostrados nos gráficos.   
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Figura 13 - Variação temporal de sólidos suspensos totais (SST) (a) e turbidez (NTU) 
(b) ao longo de nove semanas durante a fase de engorda superintensiva do P. vannamei, 
nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são mostrados nos gráficos. 
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Desempenho Zootécnico 

Tabela 5 - Desempenho zootécnico (média±desvio padrão) do P. vannamei ao final do 
período experimental de 63 dias na engorda superintensiva nos diferentes tratamentos. 
Letras diferentes na mesma linha representam diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos após 
ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. CAA = conversão alimentar aparente, GPS = ganho de 
peso semanal. 
 

 
 
 
 
 

O maior peso final foi registrado em BFT-PRA (9,21g) e o menor em AC-CTL 

(4,16g). A maior sobrevivência foi observada em BFT-PRA (99,91%), enquanto a menor 

ocorreu em AC-CTL (60,00%). Em termos de eficiência alimentar, o menor valor de 

CAA foi encontrado em BFT-PRA (1,12) e o maior em AC-CTL (4,81). O maior ganho 

de peso semanal (GPS) foi registrado em BFT-PRA (0,97g/semana) e o menor em AC-

CTL (0,41g/semana). A biomassa final também foi superior em BFT-PRA (414,38g), 

enquanto AC-CTL apresentou o menor valor (112,51g). Por fim, a produtividade mais 

alta foi alcançada em BFT-PRA (2,76 kg/m²) e a mais baixa em AC-CTL (0,75 kg/m²). 

De maneira geral, os tratamentos BFT, especialmente BFT-PRA, destacaram-se por seu 

desempenho superior em todos os parâmetros, enquanto AC-CTL apresentou os piores 

resultados. 

Composição da comunidade microbiana 

No caso dos flagelados (a), os sistemas de bioflocos (especialmente BFT-PRA e 

BFT-PA) apresentaram as maiores abundâncias, enquanto os sistemas de água clara 

Desempenho 
Zootécnico AC-CTL AC-PA AC-PR AC-PRA BFT-CTL BFT-PA BFT-PR BFT-PRA 

Peso inicial 
(g) 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 0,45±0,10 

Peso final (g) 4,16±0,19e 4,68±0,43d 4,64±0,39d 6,09±0,68c 6,13±0,03c 7,80±0,21b 8,68±0,28a 9,21±0,11a 

Sobrevivência 
(%) 60,00±3,14b 88,89±6,29a 91,11±12,57a 94,44±7,68a 94,99±1,57a 97,78±0,09a 98,89±1,57a 99,91±0,02a 

CAA 4,81±0,58a 2,68±0,48b 2,62±0,16b 1,86±0,06c 1,83±0,04c 1,37±0,09d 1,21±0,06d 1,12±0,05d 

GPS 
(g/semana) 0,41±0,02d 0,47±0,05d 0,47±0,04d 0,63±0,03c 0,64±0,05c 0,82±0,02b 0,91±0,03a 0,97±0,02a 

Biomassa 
final (g)  112,51±11,05d 187,78±30,27c 189,19±10,11c 257,59±7,91b 260,71±5,59b 343,11±9,43a 386,26±18,55a 414,38±4,74a 

Produtividad
e (kg/m2) 0,75±0,07e 1,25±0,20d 1,26±0,07d 1,72±0,05c 1,74±0,04c 2,29±0,06b 2,58±0,12a 2,76±0,03a 
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mantiveram níveis significativamente menores. Para os ciliados (b), os tratamentos BFT-

PRA e BFT-PA também se destacaram, apresentando maiores abundâncias, seguidos 

pelos tratamentos BFT-PR e AC-PRA, enquanto AC-CTL e BFT-CTL tiveram os 

menores valores. Nos rotíferos (c), todos os tratamentos com bioflocos apresentaram 

maior concentração em relação aos sistemas de água clara, onde não foram encontrados. 

Os nematoides (d) seguiram um padrão similar, com os tratamentos BFT-PRA, BFT-PR 

e BFT-PA apresentando maiores abundâncias, enquanto os sistemas de água clara assim 

como os rotíferos, também não foram encontrados. Por fim, as microalgas (e), os 

tratamentos BFT-PA e BFT-PRA exibiram as maiores concentrações, seguidos pelo AC-

PRA e BFT-PR, enquanto AC-CTL e BFT-CTL apresentaram as menores abundâncias. 

Os dados indicam que os sistemas de bioflocos, especialmente quando combinados com 

probióticos na ração e na água, promovem maior abundância de microrganismos em 

comparação aos sistemas de água clara (Figura 7).  
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Figura 14 - Composição da comunidade de microrganismos (média±desvio padrão) 
encontrados ao final do experimento da fase de engorda superintensiva do P. vannamei, 
em todos os tratamentos. 

 
 
 

Abundância bacteriana 

O tratamento água clara sem adição de probióticos (AC-CTL) apresentou os 

menores valores em ambos (água e intestino), enquanto os maiores valores foram 

observados no tratamento bioflocos com duas vias de aplicação dos probióticos (BFT-

PRA) na água e no intestino. Nos sistemas de água clara (AC), a adição de probióticos 

apenas na água (AC-PA) ou na ração (AC-PR) resultou em níveis intermediários. Já a 

combinação de probióticos na ração e na água (AC-PRA) aumentou significativamente a 

abundância bacteriana. Nos sistemas de bioflocos (BFT), os tratamentos com probióticos 

(BFT-PR, BFT-PA, e BFT-PRA) apresentaram maior abundância bacteriana em 
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comparação ao controle (BFT-CTL), com diferenças variando entre os compartimentos e 

destacando o BFT-PRA como o mais eficaz (Figura 8a). 

A abundância de Bacillus subtilis nos tratamentos avaliados demonstra que o 

tratamento AC-CTL apresentou as menores concentrações em ambos (água e intestino). 

Entre os sistemas de água clara (AC), os tratamentos AC-PR, AC-PA e AC-PRA 

apresentaram valores similares com uma leve superioridade no intestino em relação à 

água em AC-PA. Nos sistemas de bioflocos (BFT), os tratamentos com probióticos (BFT-

PR, BFT-PA e BFT-PRA) apresentaram maior abundância de Bacillus subtilis em 

comparação ao controle (BFT-CTL), com o BFT-PRA se destacando como o tratamento 

mais eficaz, exibindo os maiores valores na água e no intestino. Esses resultados indicam 

que a aplicação de probióticos em sistemas de bioflocos, especialmente quando 

combinada na ração e na água, foi a mais eficiente para aumentar a presença de Bacillus 

subtilis (Figura 8b). 

O tratamento AC-CTL e o BFT-CTL apresentaram os menores valores em ambos 

os compartimentos. Nos sistemas de água clara (AC), os tratamentos AC-PR e AC-PA 

tiveram níveis baixos enquanto o AC-PRA apresentou as maiores concentrações, com 

valores significativamente superiores em água e intestino. Nos sistemas de bioflocos 

(BFT), os tratamentos BFT-PR, BFT-PA e BFT-PRA exibiram maiores concentrações de 

bactérias ácido láticas em comparação ao controle (BFT-CTL). O tratamento BFT-PRA 

destacou-se com as maiores abundâncias em ambos os compartimentos, sem diferenças 

estatísticas entre água e intestino, sendo comparável ao AC-PRA. Esses resultados 

indicam que a adição de probióticos, especialmente em sistemas combinados (ração e 

água), é eficaz para aumentar a abundância de bactérias ácido láticas (Figura 8c). 
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Figura 15 - Abundância total das bactérias em Dapi (a), Bacillus subtilis (b) e bactérias 
ácido lácticas (c) na água e no intestino ao final do experimento da fase de engorda 
superintensiva do P. vannamei nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrão são 
mostrados nos gráficos. 



 110 

Discussão  

Os parâmetros de qualidade da água como temperatura, oxigênio dissolvido, pH, 

salinidade, alcalinidade, amônia, nitrito, nitrato, fosfato, sólidos suspensos totais e 

turbidez, em ambos os sistemas de água clara (AC) e bioflocos (BFT) mantiveram-se 

dentro dos níveis recomendados para a espécie P. vannamei (Khanjani et al., 2024). O 

uso dos probióticos manteve a qualidade da água mais estável no sistema de bioflocos 

quando comparado com a água clara, principalmente o nitrito, que na água clara 

expressou picos maiores e mais duradouros, alcançando níveis de toxicidade que afetaram 

negativamente o desempenho zootécnico dos animais (Lin and Chen, 2003). Quanto à 

troca de água, para manter a qualidade da água nos sistemas de água clara altas taxas de 

renovações foram feitas, simulando produções semi-intensivas com essas características. 

Os sistemas semi-intensivos requerem cerca de 50% de renovação, enquanto no sistema 

superintensivo não há troca de água, caracterizando um sistema fechado (Cuzon et al., 

2004). 

 Em ambas as diferentes fases de engorda foram observadas as vantagens do uso 

das bactérias probióticas expressadas pelos índices zootécnicos, onde o peso final (g), 

sobrevivência, produtividade, biomassa final e taxa de conversão alimentar sempre 

apresentam valores médios superiores quando comparado com controle, sem adição de 

probióticos. Diversos estudos mostram a eficácia do uso de probióticos para melhor 

aprimoramento do desempenho zootécnico dos camarões, manutenção da qualidade da 

água, resistência em condições de estresse e competição contra bactérias patogênicas 

(Amjad et al., 2022; Midhun Sebastian Jose et al., 2023; Omar et al., 2024; Tarnecki et 

al., 2019).  

 As duas vias de aplicação das bactérias probióticas no sistema com água clara na 

engorda superintensiva apresentou melhores índices zootécnicos, como peso final, 

sobrevivência, CAA, biomassa final e produtividade, igualando-se ao tratamento controle 

em sistema de bioflocos, ou seja, as doses duplicadas maximizaram a eficácia dos 

probióticos. Estudos com formas variadas de aplicação dos probióticos demonstram os 

pontos positivos e negativos, onde são dependentes das condições de produção, tipo de 

alimento, escala de produção (Hancz, 2022; Kumar et al., 2016).  

O padrão de dominância de protozoários, como flagelados, ciliados e rotíferos, foi 

amplamente observado no tratamento PROB em comparação ao controle. Além disso, o 

tratamento PROB favoreceu o desenvolvimento do "microbial loop", aumentando a 
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diversidade e a abundância de microrganismos benéficos, enquanto o controle apresentou 

valores significativamente inferiores e ausência de certos organismos, como rotíferos e 

nematoides. Esse comportamento é reportado em estudos que avaliaram a comunidade de 

microrganismos em diferentes condições de cultivo (Pimentel et al., 2024; Reis et al., 

2019).  

Em condições de cultivo em sistema de BFT, as bactérias heterotróficas e os 

protozoários são organismos essenciais capazes de utilizar o nitrogênio proveniente da 

matéria orgânica continuamente adicionada aos sistemas (Sigee 2005). Os tratamentos 

BFT apresentaram uma maior dominância de protozoários e outros microrganismos em 

comparação aos tratamentos AC. A adição de carbono orgânico nos sistemas BFT 

estimulou a atividade microbiana, promovendo o crescimento de flagelados, ciliados, 

rotíferos, nematoides e microalgas. Por outro lado, os tratamentos AC apresentaram 

menor abundância e diversidade desses microrganismos, evidenciando diferenças 

significativas entre os sistemas analisados. A abundância desses microrganismos permite 

uma fonte natural e suplementar de alimento disponível aos camarões (Khanjani et al., 

2022; Onianwah and Stanley, 2018). 

 No sistema semi-intensivo, a densidade de bactérias por mililitro é encontrada 

próximo de 104, enquanto no sistema intensivo, essa densidade é significativamente 

maior, alcançando 108, devido à presença dos bioflocos, bactérias e microrganismos 

(Cuzon et al., 2004). No presente estudo observou-se valores médios inferiores de 

bactérias quando comparamos diferentes sistemas, porém o uso de bactérias probióticas 

aumentou consideravelmente as concentrações de bactérias na água e no intestino dos 

camarões quando comparados ao tratamento sem adição de probióticos. A proteção contra 

patógenos é inexistente no sistema semi-intensivo, enquanto no sistema intensivo há um 

nível elevado de proteção, devido à maior atividade microbiológica (Nisar et al., 2022). 

 Quando as bactérias probióticas são adicionadas no sistema de bioflocos ocorre 

uma maior abundância bacteriana total, seguido da adição em água clara, indicando o 

efeito positivo da adição de probióticos nos sistemas e por último os grupos controle sem 

adição dos probióticos que apresentam valores muito inferiores. Sendo assim, os 

tratamentos sem adição de probióticos, apresentaram as menores abundâncias 

bacterianas, refletindo a importância dos probióticos na intensificação e manutenção da 

qualidade microbiológica nesses sistemas. Estudos em diferentes condições de cultivo e 

com organismos aquáticos diferentes corroboram esses resultados (Alvanou et al., 2023; 

Deng et al., 2022; Holt et al., 2021; Hostins et al., 2017). 
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 Bacilos e bactérias acido lácticas são capazes de colonizar o ambiente de cultivo 

e o intestino dos animais, através da adesão ao epitélio intestinal, formação de biofilme, 

modulação do sistema imune, melhora na digestibilidade dos nutrientes e competição 

contra patógenos (Guimarães et al., 2022; Sabo et al., 2018). Nas diferentes condições 

testadas no presente estudo foram comprovadas a presenças das bactérias probióticas no 

intestino e na água de cultivo. Os bacilos atuaram diretamente na colonização da água de 

cultivo e as bactérias ácido lácticas foram encontradas tanto na água como no intestino 

dos animais. A colonização do trato intestinal está diretamente relacionada com o 

ambiente de cultivo e suas condições, onde a habilidade de colonização de cada bactéria 

ocorre de acordo com os nutrientes disponíveis, temperatura, salinidade e meios de 

aplicação (Aly et al., 2008; Ringø, 2020; Won et al., 2020). 

Conclusões  

O uso de probióticos é fundamental para melhor desempenho zootécnico dos 

camarões, desenvolvimento dos diversos microrganismos e abundância bacteriana. Os 

tratamentos com via dupla de aplicação ou com aplicação apenas na ração apresentaram 

melhor desempenho em todos os parâmetros zootécnicos e demonstraram vantagens na 

sucessão de protozoários e maior presença de bactérias na água e no intestino dos 

camarões. 
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Conclusões gerais 

Os resultados obtidos ao longo dos três capítulos desta tese demonstram, de forma 

consistente, a eficácia da aplicação de bactérias probióticas no cultivo do Penaeus 

vannamei em diferentes sistemas e fases de cultivo. No primeiro capítulo, foi evidenciado 

que tanto Bacillus subtilis quanto as bactérias ácido-lácticas (Lactobacillus plantarum e 

Pediococcus acidilactici) são capazes de crescer em salinidade de 30‰ e temperatura de 

30ºC e que a adição de B. subtilis na ração e na água proporciona os melhores resultados 

zootécnicos, com ganhos significativos em peso final e produtividade. O uso do mix 

probiótico também demonstrou ação antagonista contra patógenos e contribuição para a 

manutenção do sistema imunológico dos camarões. 

No segundo capítulo, verificou-se que a aplicação do mix probiótico em sistemas 

de bioflocos, especialmente por via dupla (ração e água), resultou em maior abundância 

microbiana, melhor desempenho zootécnico e colonização efetiva tanto da água quanto 

do intestino dos camarões. Além disso, a aplicação em duas vias em sistema de água clara 

apresentou desempenho semelhante ao observado no tratamento bioflocos sem adição de 

probióticos, evidenciando a adaptabilidade e a eficiência da formulação probiótica. 

O terceiro capítulo reforçou a importância do uso de probióticos para o 

aprimoramento do desempenho zootécnico, aumento da diversidade microbiana e 

abundância bacteriana. Tratamentos com aplicação dupla ou exclusiva na ração 

resultaram nos melhores índices de crescimento e saúde dos animais, com impactos 

positivos também sobre a sucessão de protozoários e a colonização do trato intestinal 

pelos probióticos. 

De forma geral, os resultados desta tese confirmam que o uso estratégico de 

probióticos é uma ferramenta eficaz, viável e sustentável para promover a saúde, o 

desempenho e a estabilidade dos sistemas aquícolas, contribuindo significativamente para 

a intensificação segura da produção de camarões marinhos. 
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Perspectivas futuras  

Com base nos resultados desta pesquisa, futuras investigações poderão se 

concentrar no aprofundamento dos mecanismos de ação dos probióticos em nível 

molecular, especialmente no que se refere à modulação da expressão gênica relacionada 

à imunidade e ao metabolismo dos camarões. A caracterização da microbiota associada 

aos diferentes tratamentos, por meio de técnicas de sequenciamento de nova geração 

(NGS), poderá elucidar com maior precisão as interações entre microrganismos 

benéficos, patógenos e o hospedeiro. Outras perspectivas incluem o desenvolvimento de 

formulações probióticas customizadas para fases específicas do cultivo, bem como a 

integração com outras biotecnologias, como prebióticos, simbióticos ou 

nanoencapsulamentos, visando otimizar a liberação e estabilidade dos microrganismos. 

Por fim, estudos em escala comercial e análises de viabilidade econômica serão 

fundamentais para consolidar o uso de probióticos como uma prática rotineira e 

tecnicamente recomendada na aquicultura intensiva e sustentável. 

 


