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intensiva do P. vannamei, nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrio sdo
MOSIIAA0S NOS ZIATICOS. ...eeviieiieiieeiiieriie ettt ettt ettt et e bttt e et e e nteesabeebeeenbeeneas 99

Figura 2 — Variagdo temporal de s6lidos 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 padrao sdo mostrados nos graficos.................. 100
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Figura 3 — Composi¢do da comunidade de microrganismos (média+desvio padrio)
encontrados ao final do experimento da fase de engorda semi-intensiva do P. vannamei,
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Figura 4 — Abundéancia total das bactérias probioticas (Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum e Pediococcus acidilactici) ao final do experimento da fase de engorda semi-
intensiva do P. vannamei nos diferentes tratamentos nas condi¢cdes de presenca na agua
de cultivo € no Intestino dOS CAMATOES.........eevverurertierieriieniieieeitente ettt 102

Figura 5 - Variagdo temporal de nitrogénio 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 padrdo sao
MOSIIAA0S NOS ZIATICOS. . .eeuviiiiiieiieeie ettt ettt ettt e st e e nbeesseeeabeenaee e 104

Figura 6 - Variagao temporal de s6lidos 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 padrao sdo mostrados nos graficos.................. 105

Figura 7 - Composi¢do da comunidade de microrganismos (média+desvio padrio)
encontrados ao final do experimento da fase de engorda superintensiva do P. vannamei,
€M t0A0S 08 TrALAMNEITOS. . ..euveeueiiietieieiit ettt ettt ettt be et s 108

Figura 8 - Abundancia total das bactérias em Dapi (a), Bacillus subtilis (b) e bactérias
acido lacticas (c) na agua e no intestino ao final do experimento da fase de engorda
superintensiva do P. vannamei nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrao sdo
MOSIIAA0S NOS ZIATICOS. . .eeuviiiiiieiieeiii ettt ettt ettt et e et eenbeesseeebeenaee e 110
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RESUMO GERAL

Com a intensificagdo da produgdo na aquicultura, o sucesso da produtividade esta
relacionado com as condigdes do cultivo, manejo e ambiente de producdo. Nesse cenario,
as bactérias probidticas surgem como uma alternativa sustentavel, sdo definidas como
microrganismos vivos que promovem beneficios ao hospedeiro por meio da modulagado
da microbiota intestinal e ambiental, resultando em melhor desempenho zootécnico,
resposta imunolégica e qualidade da dgua. Essa tese teve o objetivo de avaliar diferentes
bactérias probidticas comerciais em diferentes fases de producao, bercario e engorda, em
diferentes cultivos, 4gua clara e sistema de bioflocos e diferentes sistemas,
superintensivos e intensivos de producgdo. Foram utilizadas cepas de Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici isoladas e em mix comercial. Foram
desenvolvidos trés capitulos. O primeiro capitulo teve como objetivo avaliar o efeito de
diferentes bactérias probidticas isoladas e estratégias de aplicacdo na qualidade da dgua,
desempenho zootécnico do Penaeus vannamei, na fase de engorda em sistema
superintensivo, avaliando individualmente o comportamento dos probidticos em
diferentes condicdes de cultivo, seus efeitos de antagonismo com bactérias patogénicas e
efeito sobre o sistema imune dos camardes. O experimento teve duragdo de 49 dias. Nao
foram observadas diferencas na qualidade da 4gua. Para dados de desempenho zootécnico
(peso final e produtividade) foram observadas diferencas significativas, onde os
tratamentos com B. subtilis adicionado na racdo e na 4gua demonstraram maiores valores
(8,75g e 0,81kg/m2), enquanto L. plantarum e P. acidilactici obtiveram resultados de
peso final e produtividade satisfatdrios, porém inferiores aos bacilos. Ambos os bacilos e
as bactérias acido lacticas foram capazes de crescer em salinidade 30 e temperatura de
30°C. O uso do probiotico com a mistura de diferentes bactérias mostrou-se eficaz contra
diversos patdogenos comuns de sistemas de aquicultura. O segundo capitulo teve como
objetivo avaliar a eficacia do uso do mix probidtico em bergario de camardes marinhos
em sistemas de bioflocos e diferentes vias de aplicagdo e sua relacdo com a comunidade
microbiana, qualidade da agua e desempenho zootécnico. A Hibridizagdo in situ
fluorescente foi utilizada para analise da abundancia bacteriana presente na agua de
cultivo e no intestino dos camardes. Os tratamentos foram divididos em dois sistemas,
agua clara (AC) e bioflocos (BFT), onde os probidticos eram adicionados somente na
racdo (PR), somente na 4gua (PA) e em duas vias de aplicacdo, sendo racao e agua (PRA).
O bergario teve duracdo de 35 dias. A diversidade e abundancia de microrganismos foi

superior nos tratamentos com bioflocos e duas vias de aplicagdo dos probidticos. A
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colonizagdo do intestino dos camardes foi evidenciada no presente estudo pela presenca
das bactérias probioticas hibridizadas, quantificadas e classificadas, onde apresentaram
relagdo direta com a agua de cultivo. O desempenho zootécnico foi significativamente
(p<0,05) maior no tratamento com adi¢do de probiodticos na ragdo e na dgua em sistema
de bioflocos (BFT-PRA), onde todos os indices foram superiores aos demais tratamentos.
Sobrevivéncias foram superiores a 89%, com exce¢do do tratamento controle (79%).
Demais tratamentos com pelo menos uma via de aplicagio mostrou desempenho
zootécnico satisfatorio em relagdo ao controle, incluindo o sistema de dgua clara que se
aproximou do sistema de bioflocos sem adi¢do de probidticos (BFT-CTL). O terceiro
capitulo teve como objetivo avaliar eficiéncia do uso do probidtico mix comercial no
cultivo superintensivo e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de
engorda em diferentes sistemas e as interagdes com a qualidade da 4dgua, desempenho
zootécnico, comunidade microbiana e abundancia bacteriana. Foram realizados
experimentos em duas fases de engorda, semi-intensiva (20 cam m) e superintensiva
(300 cam m2), ambas com duragdo de 63 dias. Os tratamentos foram dividos em Engorda
1 e Engorda 2 sdo diferentes vias de aplicagdo dos probiodticos em sistema de agua clara.
Houve diferenca significativa para todos os parametros zootécnicos quando adicionados
probiodticos em comparagdo com grupo controle. Foram encontrados maior diversidade
de microrganismos com a adi¢dao de probidticos e colonizagdo do trato intestinal pelas
bactérias probioticas. Na engorda superintensiva foram encontradas diferengas para dados
avaliados na qualidade de 4gua. Valores encontrados para o desempenho zootécnico sao
superiores quando os probiodticos sdo adicionados na 4gua e na ragdo em sistema de
bioflocos, foram encontrados maior diversidade de microrganismos e abundancia
bacteriana no sistema de bioflocos quando comparado ao sistema de 4dgua clara, porém
no tratamento com adicdo dos probidticos em duas vias em dagua clara houve
comportamento similar ao tratamento controle em sistema BFT. As principais conclusdes
sdo a capacidade de melhora no desempenho zootécnico, aumento da diversidade de
microrganismos e a colonizac¢do de bactérias na d4gua e no intestino dos camardes, assim

como a viabilidade dos probidticos em diferentes condigdes e desafios.

Palavras-chave: bacillus subtilis; lactobacillus plantarum; pediococcus acidilactici; hibridizagdo;

microbiota; intestino; colonizagao; bioflocos; produtividade.
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GENERAL ABSTRACT

With the intensification of aquaculture production, the success of productivity is
closely linked to farming conditions, management practices, and environmental quality.
In this context, probiotic bacteria have emerged as a sustainable alternative. These are
defined as live microorganisms that confer benefits to the host by modulating the
intestinal and environmental microbiota, resulting in improved zootechnical performance,
immune response, and water quality. This thesis aimed to evaluate the effects of different
commercial probiotic bacteria at various production stages (nursery and grow-out) across
different farming systems, including clear water and biofloc system (BFT), and under
both intensive and super-intensive conditions. The bacterial strains used were Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici, applied either
individually or in a commercial mix. The study was divided into three chapters. The first
chapter focused on assessing the effects of isolated probiotic bacteria and different
application strategies on water quality, zootechnical performance of Penaeus vannamei,
and immune responses during the grow-out phase under super-intensive culture.
Evaluated the individual behavior of probiotics under different rearing conditions, their
antagonistic effects against pathogenic bacteria, and their influence on shrimp immune
systems over a 49-day trial. No significant differences were observed in water quality
parameters. However, significant differences in zootechnical performance (final weight
and productivity) were detected. Treatments involving B. subtilis applied both in feed and
water yielded the highest values (8.75 g and 0.81 kg m™). While L. plantarum and P.
acidilactici also produced satisfactory results, they were less effective than B. subtilis. All
strains demonstrated viability at 30 ppt salinity and 30°C. The mixed probiotic
formulation was effective against common aquaculture pathogens. The second chapter
investigated the efficacy of the probiotic mix in shrimp nursery systems using biofloc and
various application methods, and its relationship with microbial community composition,
water quality, and zootechnical performance. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
was used to quantify bacterial abundance in the water and shrimp intestines. Treatments
were conducted under two systems: clear water (CW) and biofloc (BFT), with probiotics
applied via feed (PR), water (PA), or both (PRA). The 35-day nursery trial showed that
microbial diversity and abundance were higher in BFT systems and treatments using dual
application routes. Bacterial colonization of the shrimp gut was confirmed through

hybridization, with a clear association between the intestinal microbiota and the water.
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Zootechnical performance was significantly higher (p <0.05) in the BFT-PRA treatment,
with all performance indices outperforming the other treatments. Survival rates exceeded
89% in all treatments except the control (79%). All probiotic treatments, including those
in clear water, yielded better performance than the control and approached the results of
untreated biofloc systems (BFT-CTL). The third chapter evaluated the efficiency of the
commercial probiotic mix in P. vannamei grow-out under semi-intensive (20 shrimp/m?)
and super-intensive (300 shrimp/m?) systems over 63 days, focusing on water quality,
zootechnical performance, microbial community dynamics, and bacterial abundance.
Treatments were divided into two phases (Grow-out 1 and 2) with different probiotic
application routes in clear water systems. Significant improvements were observed across
all zootechnical parameters when probiotics were applied, compared to control groups.
Greater microbial diversity and gut colonization by probiotics were noted. In the super-
intensive system, water quality parameters were also significantly affected by probiotic
addition. The improvement in zootechnical performance occurred when probiotics were
applied both in water and feed in biofloc systems, which also showed higher microbial
diversity and bacterial abundance compared to clear water. Interestingly, the dual-
application treatment in clear water showed results comparable to the control in the
biofloc system. Probiotic bacteria were confirmed to colonize the shrimp intestinal tract
effectively. In conclusion, the findings highlight the potential of probiotics to improve
zootechnical performance, increase microbial diversity, and promote bacterial
colonization in both the aquatic environment and shrimp gut, demonstrating their viability

under different culture conditions and production challenges.
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura ¢ um dos setores de producao de proteina animal que mais cresce
globalmente, com destaque para a carcinocultura do camardo branco do Pacifico
(Penaeus vannamei), que tem se consolidado com expressiva participagdo na producdo
global de camardes, com ampla distribuicdo geografica e significativo impacto
econdmico (FAO, 2022). A busca pela consolidacdo dos sistemas de cultivos intensivos
e superintensivos, procura solucionar demandas antigas do setor como controle de
doengas, uso reduzido de dgua, necessidade de optimizagdo de uso de terras e aumento
da produtividade (Wasielesky et al., 2006; Emerenciano et al., 2017; Gainza et al., 2018).
Durante muitas décadas o uso indiscriminado de antibidticos e descontrole da geragdo de
efluentes em recursos hidricos, causou surgimento de doengas bacterianas resistentes e
diversos problemas ambientais, que afetaram negativamente a producdo mundial de
camardes marinhos (Souza et al., 2012; Pereira et al., 2022; Lubis et al., 2024).

Em um contexto de resisténcia a antibidticos crescente, os probidticos oferecem
uma alternativa ao uso de antimicrobianos, promovendo uma aquicultura mais ecologica
e sustentavel (Sumon et al., 2022). Os probiodticos também desempenham um papel na
biorremediacdo e na reciclagem de nutrientes, ajudando a manter a qualidade da d4guae a
reduzir a carga de poluentes, contribuindo assim para praticas de cultivo mais sustentaveis
(Soltani et al., 2019). Os principais efeitos positivos do uso dos probiodticos sdo
demonstrados através da melhora significativa dos indices zootécnicos avaliados, como
maior crescimento, melhora na taxa de conversdo alimentar, redugdo de mortalidade e
melhores condi¢des de saude animal (Pandiyan et al., 2013, Krummenauer et al., 2014).
Ao passar dos anos a aplicag@o de bactérias probidticas evoluiu de pesquisas microbianas
iniciais para uma consolidada pratica de manejo, com efeitos comprovados na promogao
de uma microbiota intestinal controlada, fungdes imunoldgicas e absor¢do de nutrientes
(Holmstrom et al., 2003; Pimentel et al., 2024).

O uso de probidticos em conjunto com boas praticas de manejo como uso de
substratos artificiais, eficientes sistemas de aeracdo, controle densidades de estocagem,
diferentes métodos de aplicacdo e fontes probiodticas focam na inovagao e na capacidade
de maximizar o desenvolvimento e potencial da producdo sustentdvel de camardes
(Hostins et al., 2017; Lara et al., 2017; Da Silveira et al., 2022; Ramiro et al., 2024). Entre
as inovagdes do setor, o sistema de bioflocos (BFT System) ¢ aplicado como uma
ferramenta que utiliza a comunidade microbiana como pilar de transformacdo de

compostos nitrogenados em proteina suplementar fornecida aos organismos cultivados,
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necessita de um alto controle dos parametros fisico-quimicos da 4dgua, proporcionando
efeitos positivos nos indicies de desempenho zootécnico, controle de patogenos,
resisténcia a doengas e medidas eficientes de controle ambiental (Avnimelech et al., 2001;
Samocha, 2004; Wasielesky et al., 2020).

As definigdes de probiodticos variam ligeiramente entre diferentes autores que
iniciaram as pesquisas sobre seus efeitos benéficos, sdo definidos como organismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, promovem beneficios a saude do
hospedeiro por meio da modulagdo da microbiota intestinal e controlam qualidade da
agua (Gatesoupe, 2016). As bactérias probidticas sdo frequentemente descritas como
bactérias benéficas, que ajudam a prevenir a colonizagdo de patdgenos através da
competicdo por espago e nutrientes, além de contribuirem para a saude intestinal,
suplementos alimentares microbianos vivos que afetam beneficamente o hospedeiro
(Fuller, 1992; Rengpipat et al., 1998). As fontes mais conhecidas e utilizadas na
aquicultura sdo cepas de bacilos e bactérias acido lacticas, dentre elas Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici que sdo tipicamente isoladas de
ambientes aquaticos naturais ou organismos hospedeiros especificos (Yeh et al., 2014).

Espécies de bacilos, como Bacillus subtilis, sdo notaveis por sua eficacia como
probidticos na aquicultura, s3o bactérias gram-positivas, formadoras de esporos
resistentes que permitem sua sobrevivéncia em condi¢des adversas e sua eficacia em
ambientes aquaticos que ndo apenas melhoram a qualidade da 4gua ao converter matéria
organica, mas também ajudam a equilibrar a comunidade microbiana (Rajasulochana e
Gummadi, 2022; He et al., 2023). Possuem a capacidade de sintetizar enzimas digestivas,
tais como amilases e proteases, promovendo maior eficiéncia na digestdo e absor¢ao de
nutrientes pelos organismos aquaticos, o que resulta em melhor desempenho zootécnico
(Ziaei-Nejad et al., 2006; Liu et al., 2009). Além disso, essas bactérias podem atuar na
supressdo do crescimento de microrganismos patogénicos por meio de mecanismos
competitivos pela disponibilidade de nutrientes e pela secrecdo de compostos
antimicrobianos, beneficiando a saude dos organismos cultivados (Knipe et al., 2021;
Sam-On et al., 2022). Adicionalmente, bactérias do género bacilos tém sido associadas
ao fortalecimento do sistema imunoldgico, contribuindo para maior resisténcia as doengas
e reducdo das taxas de mortalidade (Li et al., 2009).

As bactérias acido lacticas (BAL) abrangem espécies como Lactobacillus e
Pediococcus, sao conhecidas por sua capacidade de produzir &cido lactico durante a

fermentacdo, o que pode inibir bactérias patogénicas, reduzir pH intestinal e promover
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um ambiente intestinal mais saudéavel, sdo amplamente estudadas por seus beneficios no
desempenho do crescimento, resposta imunologica e resisténcia a doengas (Chiu et al.,
2007; Klare et al., 2007; Kongnum e Hongpattarakere, 2012). Sao eficazes na colonizag¢ao
da mucosa intestinal, o que os ajuda a competir com patégenos e melhorar a saude
intestinal dos organismos aquaticos, produzem bacteriocinas e outras substancias com
propriedades antibacterianas, que ajudam a controlar a microbiota patogénica (Sahoo et
al., 2016; Wu et al., 2022).

As bactérias probiodticas competem por sitios de liga¢do nas superficies epiteliais,
competindo por nutrientes, inibindo formagdo de biofilmes e assim, impedindo a
colonizacdo por patdogenos (Amiin et al., 2023). Produzem acido latico e bacteriocinas
que reduzem o pH intestinal, criando ambiente hostil para patégenos e possuem
capacidade de estimular respostas imunes ao hospedeiro (Tamilselvan e Raja, 2024). A
capacidade de eficiéncia do uso de probioticos estd relacionado a diferentes fatores e
condi¢des, como temperatura, salinidade, métodos de aplicacdo, dosagem e origem das
cepas e manejo aplicado (Bezerra et al., 2024; Mathan Muthu et al., 2024). A otimizag¢do
da dosagem ¢ critica, pois dosagens inadequadas podem levar a resultados ineficazes, a
administracdo combinada de probidticos especificos pode ser mais eficaz do que
aplicagdes singulares, destacando a necessidade de abordagens personalizadas para
estratégias de dosagem e combinagdo, chamados de probidticos multi-espécies
(Kesselring et al., 2019; Zan et al., 2023).

Em conjunto com o uso de probidticos, o sistema de bioflocos promove condigdes
ambientais sustentaveis e fisioldgicas favoraveis aos cultivos intensivos (Hostins et al.,
2017). Os bioflocos sdo agregados microbianos compostos por bactérias, protozoarios,
microalgas, excreta dos animais cultivados, alimento ndo consumido e sdo fontes de
nutrientes como carbono e nitrogénio, fornecem nutrientes essenciais para crescimento e
atividade das bactérias de um modo geral (Khanjani et al., 2024). Os bioflocos contribuem
significativamente para a qualidade da 4gua ao estimular a atividade bacteriana envolvida
na degradagdo e conversdo de compostos nitrogenados toxicos, como amdnia e nitrito,
em formas menos prejudiciais (Brandao et al., 2024). As bactérias probioticas integradas
aos bioflocos competem diretamente com patdgenos por nutrientes e espaco, reduzindo a
carga patogénica no ambiente aquatico e fortalecendo o sistema imunologico dos animais
cultivados (Arias-Moscoso et al., 2018; Waiho et al., 2023).

A variabilidade de eficicia entre diferentes espécies de bactérias probioticas e

sistemas de cultivo sdo desafios significativos na consolidacdo da utilizacdo de
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probidticos em sistemas de producdo intensivos, mesmo com tantos avancos nas
metodologias aplicadas atualmente (Ninawe e Selvin, 2009; Wang et al., 2023). Diante
desses desafios, a presente tese busca desenvolver e investigar estratégias eficientes
utilizando probidticos especificos isolados e misturas probidticas para assegurar a
sustentabilidade da aquicultura intensiva e superintensiva. Assim como a identificagdo e

validagdo das melhores praticas de aplicacdo em diferentes sistemas e fases de producao.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o uso de diferentes bactérias probioticas isoladas e em mix probidtico no
cultivo intensivo e superintensivo do Penaeus vannamei durante as fases de bercario e
engorda em sistemas de agua clara e sistema de bioflocos e seus efeitos na qualidade da
agua, desempenho zootécnico, composi¢cdo de microrganismos, abundancia bacteriana

nos diferentes sistemas.

Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de diferentes bactérias probidticas isoladas e estratégias de
aplica¢do na qualidade da 4dgua, desempenho zootécnico do Penaeus vannamei,
na fase de engorda em sistema superintensivo, avaliando individualmente o
comportamento dos probiodticos em diferentes condi¢des de cultivo, seus efeitos
de antagonismo com bactérias patogénicas e efeito sobre o sistema imune dos
camaroes.

e Avaliar o efeito do uso de mix probiodtico comercial e diferentes vias de aplicacdo
em diferentes sistemas na fase de bergario do Penaeus vannamei em sistema
superintensivo, avaliando qualidade da 4gua, desempenho zootécnico,
microrganismos, comunidade bacteriana e coloniza¢ao do intestino dos camardes.

e Avaliar a eficiéncia do uso do probidtico mix comercial no cultivo superintensivo
e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de engorda em
diferentes sistemas e as interacdes com a qualidade da agua, desempenho

zootécnico, comunidade microbiana e abundancia bacteriana.
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CAPITULO I: USO DE DIFERENTES BACTERIAS PROBIOTICAS NA
ENGORDA DO CAMARAO BRANCO DO PACIFICO Penaeus vannamei EM
SISTEMA SUPERINTENSIVO

Artigo submetido a revista Aquaculture International
Resumo

O propdsito deste estudo foi avaliar diferentes bactérias probioticas isoladas de
um probidtico comercial, contendo Bacillus subtilis (3,4x10° UFC g'), Lactobacillus
plantarum (1,2x10° UFC g!) e Pediococcus acidilactici (1,2x10° UFC g'!) em diferentes
vias de aplica¢do, sendo inseridos somente na ragdo, somente na dgua e aplicando em
conjunto na ragdo e na agua. Também foram objetivos avaliar os efeitos sobre a qualidade
da 4gua e desempenho zootécnico dos camardes em sistema superintensivo na fase de
engorda. Os isolados probiodticos foram submetidos a testes in vitro avaliando salinidade
e nutrientes disponiveis, fornecendo curvas de crescimento durante 48h. Foram realizados
testes de sensibilidade microbiana contra bactérias patogénicas comuns da aquicultura e
a contagem diferencial de hemocitos para avaliar as condigdes de sanidade dos animais
cultivados. O experimento teve duracdo de 49 dias. Nao foram observadas diferencas na
qualidade da 4gua. Para dados de desempenho zootécnico (peso final e produtividade)
foram observadas diferencas significativas, onde os tratamentos com B. subtilis
adicionado na ra¢do e na agua demonstraram maiores valores (8,75g ¢ 0,81kg/m?),
enquanto L. plantarum e P. acidilactici obtiveram resultados de peso final e produtividade
satisfatorios, porém inferiores aos bacilos. Ambos os bacilos e as bactérias acido lacticas
foram capazes de crescer em salinidade 30 e temperatura de 30°C. O uso do probidtico
com a mistura de diferentes bactérias mostrou-se eficaz contra diversos patdogenos
comuns de sistemas de aquicultura como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas fluorescens e Aeromonas
hydrophila. A utilizagdo de probidticos emergiu como uma ferramenta crucial para
fortalecer o sistema imunolégico dos camardes, destacando-se como agentes bioldgicos

promissores na aquicultura.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate different probiotic bacteria isolated from
a commercial probiotic mix containing Bacillus subtilis (3.4x10° CFU g!), Lactobacillus
plantarum (1.2x10° CFU g!) and Pediococcus acidilactici (1.2x10° CFU g™!) in different
methods of application: only in the feed, only in the water and in the feed and water
together. To evaluate the effects on water quality and the zootechnical performance of
shrimp in a super-intensive system during the grow-out phase. The probiotic isolates were
subjected to in vitro tests evaluating salinity and available nutrients, providing growth
curves for 48 hours. Microbial sensitivity tests against common aquaculture pathogenic
bacteria and differential hemocyte counts were carried out to assess the health conditions
of the farmed animals. The experiment lasted 49 days. No differences in water quality
were observed. For zootechnical performance data (final weight and productivity),
significant differences were observed, where the treatments with B. subtilis added to the
feed and water showed higher values, L. plantarum and P. acidilactici obtained
satisfactory final weight and productivity results, but lower than the bacilli. Both bacilli
and lactic acid bacteria were able to grow in salinity 30. The use of the probiotic mix
proved to be effective against several common pathogens in aquaculture systems, such as
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp, Vibrio parahaemolyticus,
Pseudomonas fluorescens and Aeromonas hydrophila. The use of probiotics has emerged
as a crucial tool to strengthen the immune system of shrimp, standing out as promising

biological agents in aquaculture.
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Introducio

Em 2020, o camardo branco do Pacifico (Penaeus vannamei) liderou a produgao
aquicola global com 5,8 milhdes de toneladas, o aumento na produgdo de camardes
cultivados resultou em uma disponibilidade cinco vezes maior entre 1961 e 2019 (FAO,
2022). De acordo com o mesmo relatdrio os alimentos aquaticos sdo promissores para
seguranca alimentar, desde que se promova consumo diversificado de maneira
sustentdvel e equitativa, considerando o potencial nutricional desses alimentos. Para
atender a demanda por organismos aquaticos ocorreu a intensificagdo da produgdo,
causando o surgimento de problemas ambientais e sanitarios, provocados pelo
desequilibrio na inter-relagdo entre hospedeiro, ambiente e patogeno (Lalumera et al.,
2004). A aquicultura busca desempenhar um papel importante na transi¢do para um
sistema alimentar global eficiente. Para realizar esta transi¢do, € necessario promover a
producdo de alimentos e gerar menos pressdo sobre os recursos utilizados para essa
produgdo, causando assim menor impacto para o meio ambiente, reduzindo a dependéncia
de farinha de peixe, novos ingredientes adicionados a formulagao das racdes, sistemas de
producdo fechados e a utilizacdo de probidticos (Bauer et al., 2012; Fry et al., 2016;
Hostins et al., 2017; Macias-Sancho et al., 2014; Moriarty, 1998; Wasielesky et al., 2006).

Probiodticos sdo definidos como microrganismos Vivos que proporcionam
beneficios para a saide do hospedeiro em doses corretamente administradas, podem
colonizar trato e promover melhora da microbiota intestinal e sistema imune (Nayak,
2021; Verschuere, L.G.Rombaut, P.Sorgeloos, 2000). As bactérias probioticas
proporcionam diversos beneficios para a saide do hospedeiro e desempenham um papel
importante na manutencdo da qualidade da 4gua, no aumento da produtividade,
resisténcia a varias doencas, fun¢do imunitdria e microbiota benéfica no intestino (El-
Saadony et al., 2021). Além disso, o uso de probidticos na aquicultura pode reduzir os
efeitos secundarios do uso de antibidticos (Hoseinifar et al., 2018). A utilizagao de
bactérias probiodticas proporciona efeitos positivos no crescimento, imunidade,
antioxidantes e microbiota intestinal (Krummenauer et al., 2014; Nayak, 2021). Os
probioticos, como aditivos alimentares, ajudam na digestdo adequada dos alimentos e
disponibilizam nutrientes para um crescimento mais rapido e maior produgdo, reforcando
a importancia da suplementagdo probidtica, especialmente em sistemas convencionais de
cultura em aguas claras (Hostins et al., 2017; Balcazar et al., 2006; Luis-Villasenor et al.,

2012; Newaj-Fyzul & Austin, 2015; van Hai & Fotedar, 2010).
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Algumas variedades de bactérias probidticas foram amplamente testadas na
produgdo do Penaeus vannamei, incluindo bacilos e bactérias acido lacticas (Farzanfar,
2006; Ferreira et al., 2017). Sendo o género mais explorado o Bacillus sp e em nivel de
espécie Bacillus subtilis, amplamente estudado e aplicado comercialmente em todo
mundo (Keysami et al., 2012). As bactérias do género bacilos sdo as mais utilizadas na
aquicultura, sendo a espécie Bacillus subtilis a mais utilizada e encontrada em diversos
estudos e produtos comerciais (Akhter et al., 2015; Farzanfar, 2006; Keysami et al.,
2007). Bacillus subtilis sdo bactérias formadoras de esporos que pertence ao género
Bacillus. As bactérias formadoras de esporos sdo definidas por sua capacidade de formar
endosporos, que sdo estruturas altamente resistentes que permitem que as bactérias
sobrevivam em ambientes adversos (Lalloo et al., 2007). Outro grupo de bactérias
relevantes sdo as bactérias acido lacticas que também possuem importante desempenho
em cultivos de diferentes espécies. Estudos indicam grande potencial e resisténcias dessas
bactérias, dentre elas as mais importantes sdo Lactobacillus plantarum e Pediococcus
acidilactici (Chiu et al., 2007; Klare et al., 2007; Sabo et al., 2018).

Lactobacillus plantarum ¢ uma cepa de bactérias que tem sido amplamente
estudada e aplicada no cultivo de camardes marinhos e demonstra desempenho eficaz
como probidtico, especificamente na microbiota intestinal, uma vez que a administragdo
de L. plantarum pode aumentar a abundancia de bactérias benéficas no intestino do
camarao (Kesselring et al., 2019; Soccol et al., 2010). Estas sdo amplamente utilizadas na
producdo de camardes para combater efeitos negativos da baixa salinidade e para
melhorar o desempenho de crescimento e a capacidade imunologica (Wei et al., 2022; Li
etal., 2019; et al., 2008).

Pediococcus acidilactici também sdo bactérias acido lacticas e ultimamente seu
potencial probidtico na aquicultura vem sendo estudado com muito sucesso e eficacia
(Ferguson et al., 2010). Estudos comprovam que adi¢ao desta cepa bacteriana melhorou
a qualidade da 4gua, o crescimento e a resposta imunologica de camardes (Wu et al.,
2022). De um modo geral, foi demonstrado que a P. acidilactici confere beneficios para
a saude e o desempenho dos animais cultivados sem quaisquer efeitos secundarios
conhecidos na aquicultura (Ringe et al., 2014).

As bactérias probidticas possuem diferentes métodos de aplicacdo na produgdo
aquicola, podendo ser aplicadas diretamente na agua de cultivo ou adicionada a ragdo
fornecida aos animais, ambos métodos de aplicacdo sdo eficazes e melhoram o

desempenho dos animais cultivados e da qualidade de &gua, porém ambos possuem
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diferentes implicagdes e eficacias (Chu et al., 2014; Ghosh et al., 2016; Luis-Villasenor
et al., 2012; Moriarty, 1997; Ringe et al., 2016). Na aquicultura sdo usados probioticos
para prevencdo e tratamento de doencas, com modos de administragdo que variam de
acordo com os probidticos usados, a forma de suplementacao, o vetor, o nivel de dosagem
e a duragdo da aplicagd@o. Os probidticos podem ser adicionados a 4gua em que os animais
sdo cultivados, misturados a racdo ou administrados por meio de vacinas ou imersao dos
animais em banho. A eficicia desses métodos pode depender de varios fatores, como o
tipo e a quantidade de probidticos usados, a composi¢do da racdo ou da agua e as

condi¢des ambientais (Nayak, 2021; Rengpipat et al., 1998; Ringe, 2020).

Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes bactérias probidticas
isoladas e estratégias de aplicagdo na qualidade da agua, desempenho zootécnico do
Penaeus vannamei, na fase de engorda em sistema superintensivo, avaliando
individualmente o comportamento dos probiodticos em diferentes condi¢des de cultivo,
seus efeitos de antagonismo com bactérias patogénicas e efeito sobre o sistema imune dos

camaroes.

Objetivos Especificos

o Identificar e caracterizar as bactérias probidticas utilizadas, avaliando diferentes
meios de cultivo e condi¢des de crescimento.

e Avaliar os efeitos da adicdo das bactérias probidticas isoladas no desempenho
zootécnico dos camardes cultivados na fase de engorda e qualidade da agua.

e Avaliar halos de resisténcia frente a patdogenos bacterianos e resposta sistema

imune dos camaroes.

Material e Métodos
Condigoes experimentais

O experimento foi realizado na Estacdo Marinha de Aquacultura, do Instituto de
Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS, Brasil (32°110S;

52°100W). O estudo teve a duracdo de 49 dias. Camardes da espécie Penaeus vannamei,
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provenientes da Aquatec® (Rio Grande do Norte), foram obtidos em estagio de nduplio
e passaram pela fase da larvicultura e ber¢ario no Laboratdrio de Carcinocultura - FURG.
Apo6s esse periodo, pds-larvas com peso médio de 0,48g (+0,1) foram estocadas nas
unidades experimentais em uma densidade de estocagem de 300 camardes m2. O
experimento foi realizado em uma sala experimental com controle de temperatura e
fotoperiodo. Para controle de temperatura foram utilizados aquecedores de agua
submersos com termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O controle de luminosidade
foi feito com temporizador analdgico de luz, mantendo em 12 horas de escuro e 12h de
claridade. O sistema de aeracdo era composto por soprador tipo blower, onde o oxigénio
atmosférico era distribuido em cada unidade experimental através de duas mangueiras
microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm. Os tanques possuiam area de fundo de 0,49 m?,
com volume util de 150 litros. Os tanques foram preenchidos com agua salgada
(salinidade 30). Para desinfeccao inicial da dgua, aplicou-se uma soluc¢do de hipoclorito
de sodio (10ppm) e posterior aplica¢do de acido ascorbico (1ppm) para neutralizagdo dos
residuos de hipoclorito de sddio. O estudo foi realizado em sistema de 4dgua clara, para
isso, foram realizadas renovacdes de agua de 50% do volume (75 litros) a cada dois dias
ou de acordo com as concentracdes de amoénia e nitrito, durante todo periodo

experimental.

Delineamento experimental
O experimento foi realizado com trés repeti¢des por tratamento. Foram utilizados
trinta (30) tanques, sendo trés tanques para cada tratamento. Os tratamentos foram

distribuidos da seguinte maneira:

e CONTROLE sem adicao de probidticos (CTL)
e Bacillus subtilis (BS)

o PA — Probidticos na dgua (BS-PA)

o PR - Probioéticos na ragao (BS-PR)

o PRA — Probiodticos na ragdo e na agua (BS-PRA)
e Lactobacillus plantarum (LP)

o PA — Probidticos na dgua (LP-PA)

o PR - Probiodticos na ragao (LP-PR)

o PRA — Probiodticos na ragdo e na agua (LP-PRA)

e Pediococcus acidilactici (PED)
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o PA — Probidticos na dgua (PED-PA)
o PR — Probiodticos na ragdo (PED-PR)
o PRA — Probiodticos na ragdo e na 4gua (PED-PRA)

Aplicagdo dos probioticos e alimentagdo

As bactérias probiodticas comerciais isoladas e distribuidas em suas respectivas
concentragdes: Bacillus subtilis (3,4x10° UFC g™), Lactobacillus plantarum (1,2x10°
UFC g") e Pediococcus acidilactici (1,2x10° UFC g), utilizando lactose como veiculo.
Foram aplicadas as dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ragao (2g de
probidtico/kg de ragdo) e na dgua foram utilizadas doses diarias de 1g/tonelada de agua,
nos tratamentos com duas vias de aplicacdo, racdo e agua, as doses eram dobradas. Cada
bactéria probidtica isolada foi misturada com &4gua proveniente de cada unidade
experimental, para serem aspergidas a ra¢ao e pipetados na agua de cultivo. Os camardes
foram alimentados duas vezes ao dia (08:00 ¢ 16:00 h), utilizando ra¢ao comercial Active
40% PB (Guabi®) sendo alimentados na fase de engorda seguindo tabelas de alimentagado

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

Qualidade da agua

Parametros como temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram monitorados duas
vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multiparametro da marca YSI®
(modelo 556). A salinidade foi verificada semanalmente com o auxilio de um
refratometro optico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os niveis da amoénia total (N-AT) e
nitrito (N-NO>.) foram analisados a cada dois dias seguindo metodologia descritas em
(UNESCO, 1983; Strickland & Parsons, 1972). As concentragdes de nitrato (N-NO3),
ortofosfato (P-POs4.3) seguiram metodologias de (Aminot & Chaussepied, 1983) e
alcalinidade (AOAC, 2005) sendo mensurados semanalmente. Sélidos suspensos totais
(SST) foram medidos no inicio e final do experimento, baseando-se no método de

(Strickland & Parsons, 1972).

Desempenho Zootécnico

O crescimento dos camardes em todas as unidades experimentais foi
acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balanca digital com precisdo
de 0,001g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes parametros:

sobrevivéncia: ((biomassa final / peso médio individual final) / n° individuos estocados)
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x 100. Conversdo alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido / incremento de

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

Identificagdo das bactérias probioticas

Amostras dos isolados probidticos foram encaminhadas ao LEBIOMM
(Laboratorio de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos — Universidade
Federal de Juiz de Fora/MG) para identificagdo das espécies de bactérias com base em
suas caracteristicas morfologicas e sequenciamento genético. Diferentes amostras foram
separadas (dilui¢des seriadas de dez vezes foram preparadas para 10°) em solugdo salina
0,9% estéril (121 °C por 15 min) e colocadas em placas de agar Man, Rugosa e Sharpe
(MRS - Difco®) antes de serem incubadas em uma estufa bacteriologica a 35 °C por 24
horas em condi¢des microaerofilicas. Apos a verificacdo do crescimento, todas as
coldonias bacterianas foram caracterizadas e diferenciadas pela coloragdo de Gram e
novamente isoladas em placas de Petri com Tryptic Soy Agar (TSA - Difco®) para
confirmar a pureza das bactérias isoladas. Posteriormente, os isolados bacterianos puros

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

Curvas de crescimento bacteriano

Foram realizadas curvas de crescimento das diferentes bactérias isoladas presentes
no probidticos comercial, em temperatura de 30°C em diferentes meios de cultivo (meio
Todd, 4gua marinha e 4gua marinha contendo nutrientes dos bioflocos) durante 48 horas,
com coletas feitas a cada 6 horas. Para o crescimento das bactérias em escala liquida,
foram utilizados meios Todd e 4gua marinha (contendo nutrientes dos bioflocos, nao
autoclavada, apenas filtrada), essa 4gua continha os nutrientes de um cultivo anterior,
concentragdes de amodnia e nitrito proximas a zero ou indetectaveis e concentragao de
nitrato em 80 mg L, salinidade 30 g/L, concentragdes de fosfato 2,24 mg L, alcalinidade
175 mg CaCO*/L e pH 7,88.

A densidade Optica das culturas bacterianas foi medida usando um
espectrofotometro optico utilizando o comprimento de onda de 600 nm para o meio Todd
e 530 nm para o meio em solugdo salina, seguindo escala de McFarland (BioMerieux,
Marcy L'Etoile, France). Cada ensaio foi realizado com trés repeticdes e os valores
médios de densidade Optica foram registrados. Para abundancia bacteriana total foi usado
corante DAPI para contagem das bactérias em ampliacdo de 1000x usando um

microscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX-60).
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Testes de sensibilidade antimicrobiana (antagonismo)

Para teste de sensibilidade antimicrobiana ou teste de antagonismo “in vitro”,
foram usados os isolados probidticos e testados contra bactérias patogénicas encontradas
em producdo aquicola isoladas previamente (Del’Duca et al., 2013). Foram usados 6
isolados bacterianos patogénicos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
sp, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas fluorescens e Aeromonas hydrophila testados
contra as bactérias probioticas isoladas e no mix probiotico, cepas utilizadas em estudo
prévio (Del’Duca et al., 2015). Para realizagdo do teste as bactérias foram descongeladas,
colocadas em solugdo salina 0,5 McFarland (correspondente a 2x10% UFC/ml) onde
250uL de cada bactéria probidtica foram pipetados na base do replicador (carimbo) e os
patdgenos previamente inoculados em placas Petri com agar nutriente, incubadas a 30°C.
Para avaliagdo do teste foram medidos e registrados os halos de inibicdo (mm) das
bactérias probioticas sobre as placas com bactérias patogénicas. Para interpretagdo dos
dados sdo classificados como susceptivel (S), intermediario (I) e resistente (R). De acordo
com diametro do halo, sdo denominados: susceptivel > 16 mm, intermediario < 12 mm e

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

Contagem diferencial de hemocitos (CDH)

Para determinar a contagem diferencial de hemocitos foi utilizada metodologia
adaptada (Salimi et al., 2009). A hemolinfa foi coletada da regido ventral de 9 camardes
por tratamento ao final do experimento, utilizando uma seringa de 1 mL previamente
preenchida com heparina (Hepamax-S®) como anticoagulante. O contetdo foi esfregado
em uma lamina e fixado com paraformaldeido a 4% e corado com May-Grunwald
Giemsa. Os hemocitos granulares e hialinos foram determinados utilizando um

microscopio dptico modelo Primo Star 415500, marca Zeiss em objetiva de 40x.
Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia de uma via, levando em
considera¢do os pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando
diferengas significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivéncia e
contagem diferencial de hemocitos foram transformados (arco seno da raiz quadrada)

antes da analise (Zar, 1999).
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Resultados

Qualidade da agua

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos para
os parametros de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, salinidade e alcalinidade.
Também ndo foram encontradas diferengas significativas (p>0,05) nos diferentes
tratamentos nos parametros amonia, nitrito e nitrato, porém foram encontrados resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05) para dados de fosfato e sélidos suspensos totais,
apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Médias (+ desvio padrao) dos parametros fisico e quimicos da 4gua na engorda
de P. vannamei em sistema de agua clara com aplicacdo de diferentes espécies de
bactérias probioticas (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus
acidilactici) em diferentes vias de aplica¢do (apenas na racdo, apenas na agua € em ambos
- na racdo e dgua), durante 49 dias de experimento.

Tratamentos

s .. Amonia . .
Temperatura Qx1ger_110 Salinidade Alcalinidade (N-NH; + Nltrlt()- N1trat0_ Fosfat(})ﬁ
C) dissolvido pH (@/L) (mg N-NH. (N-NO2 (N-NOs (P-PO+4
(mg/L) CaCOs/L) mg/L) mg/L) mg/L) mg/L)

SST
(mg/L)

CTL

BS PA

BS PR

BS PRA

LP PA

LP PR

LP PRA

PED PA

PED PR

PED PRA

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+222  0,04+0,01°
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+0,01°
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+0,01°
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+0,01®
29,19+0,94 6,24+0,19  8,05+0,04 32,15+020  224,44+732  0,66+0,69 2,53+228  4,44£1,35  0,07+0,02®
30,13+0,38 6,16+0,12  8,04+0,03  32,32+0,13 226,114£5,43 0,53+0,67  2,52+1,93  3,44+1,03  0,06+0,01®°
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+0,08"
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+0,02
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+0,02®

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+0,01®

83,33+17,56™
85,00+£21,79®
90,00+8,66"
65,00+£13,23%
53,33+7,64%
70,00+8,66%
53,33+2,89%
58,33+23,63%
70,00+5,00%

48,33+7,64°

1028
1029
1030
1031
1032

1033
1034
1035
1036
1037

CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na agua, BS PR=Bacillus subtilis na racdo, BS PRA=Bacillus
subtilis na ra¢do e dgua, LP PA=Lactobacillus plantarum na agua, LP PR=Lactobacillus plantarum
na ra¢do, LP PRA=Lactobacillus plantarum na ragdo e agua, PED PA= Pediococcus acidilactici na
agua, PED PR=Pediococcus acidilactici na ragdo, PED PRA=Pediococcus acidilactici na racao e
agua.

A temperatura média em todos os tratamentos manteve-se em 29 e 30°C, as
concentragdes de oxigénio dissolvido acima de 6 mg/L, pH entre 7,99 e 8,06, salinidade
média entre 31 e 32 (g/L) e alcalinidade oscilando entre 216 e 233 (mg CaCOs/L). As
concentragdes de amonia (a) e nitrito (b) também nao diferiram (p>0,05) (figura 1a). As

concentragdes de solidos suspensos totais (a) e fosfato (b) observados na figura 2
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diferiram estatisticamente (p<0,05), considerando as condi¢des experimentais em agua

clara.

Amonia

Nitrito

Amonia
3,00
250

1:50 <’\

B S
1,00
0,50
T
7 1
1 4 6

0,00
11 14 18 27 33 49
Dias

=== CTL == BS PA ———BSPR BSPRA e=—|PPA
= P PR LPPRA e PED PA «—PED PR PED PRA

Nitrito (b)

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

=== CTL e BS PA === BS PR BS PRA e[ P PA
= P PR LPPRA «——PEDPA —PEDPR PED PRA

Figura 1 — Variacdo temporal de nitrogénio amoniacal total (a) e nitrito (b)
durante 49 dias de experimento de engorda em 4gua clara com diferentes bactérias
probidticas e diferentes vias de aplicacdo. Médias e desvios padrdo sdo mostrados nos

graficos.

Os solidos suspensos totais observados na figura 2 (a) apresentam concentragdes

baixas considerando as condi¢des experimentais em agua clara, porém foram encontradas

diferencas significativas entre os tratamentos, onde as menores concentragdes obtidas
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foram no tratamento PED PRA, ¢ as maiores no tratamento BS PRA. Para as
concentracgdes de fosfato (b) foram encontradas diferengas entre os tratamentos CTL, BS
PA e BS PR com menores concentracdes, ¢ o tratamento LP PRA com as maiores

concentracoes.

SST

Sdlidos Suspensos Totais (mg/L)

49
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=CTL mBSPA mBSPR BSPRA mLPPA ®mLPPR LPPRA ®mPEDPA ®mPEDPR PED PRA

0,12 Fosfato a

o
N
o

o
o
@

Fosfato (P-PO,* mg/L)
o o
[=) [}
& >

o
o
N

0,00

49
Dias

ECTLEBSPARBSPR BSPRAELPPANLPPR " LPPRA BPED PABPED PR ' PED PRA

Figura 2 — Concentracdo de so6lidos suspensos totais (a) (mg/L) e concentragdes de
fosfato (b) (P-PO+*~ mg/L) ao final do periodo experimental de engorda em agua clara
com diferentes bactérias probidticas e diferentes vias de aplicagdo. Médias e desvios
padrdo sdo mostrados no grafico. Letras diferentes indicam diferenga significativa
(p<0,05).

Desempenho Zootécnico

O peso médio final (g) foi significativamente maior nos tratamentos (p<0,05),
onde houve a adi¢do de probioticos Bacillus subtilis na ragdo e na agua (BS PRA) com
8,75g, comparado com os demais tratamentos, porém similar ao Bacillus subtilis na racao
(BS PR) com 8,08g e ao Lactobacillus plantarum na ragdo e na dgua (LP PRA) com
8,05g. O menor peso médio foi encontrado no tratamento com Pediococcus acidilactici

na agua (PED PA) com 6,69g e similar ao tratamento da mesma bactéria, porém
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1068  adicionado na ragdo e na d4gua (PED PRA) com 7,08g. O tratamento controle sem adi¢do

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

1070  sobrevivéncia (%) e conversdo alimentar aparente (CAA) ndo diferiram estatisticamente

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

1072  natabela 3.

1073  Tabela 2 — Médias (+ desvio padrdo) dos pardmetros zootécnicos durante 49 dias de

1074  experimento de engorda em agua clara com diferentes bactérias probioticas e diferentes

1075  vias de aplicagdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas

1076 (p<0,05).

Peso Peso final  Sobrevivéncia Biomassa final Produtividade

Tratamentos inicial (g) (2) (%) CAA (2) (kg/m?)
CTL 0,48+0,10 7,48+0,10°  93,33+4,16  1,57+0,12 349,02+12,52%>  0,66+0,03%
BS PA 0,48+0,10 7,78+0,15>  98,00+2,00  1,50+0,11 383,43+15,95%®®  0,73+0,03%
BS PR 0,48+0,10 8,08+0,50®®  98,67+2,31  1,49+0,10 401,02423,94%®>  0,77+0,05%
BS PRA 0,48+0,10 8,75+0,38*  94,67+4,62  1,42+0,15 420,11+£34,87*  0,81+0,07*
LP PA 0,48+0,10 7,65+0,26>  97,33+4,62  1,52+0,14 387,10+21,20%®  0,74+0,04%
LP PR 0,48+0,10 8,01+0,27°  94,00+2,00  1,52+0,07 376,57+18,122>  0,72+0,04%
LP PRA 0,48+0,10 8,05+0,15%®  94,67+9.24  1,48+0,29 399,41+57,32%>  (,77+0,12%
PED PA 0,48+0,10 6,69+0,13¢  98,00+2,00 1,66+0,20 327,94+11,25*  0,62+0,02°
PED PR 0,48+0,10 7,51+0,05>  98,67+2.31  1,46+0,02 373,03+12,63%® 0,71+0,03%
PED PRA  0,48+0,10 7,08+0,02°¢  99,33+1,15  1,44+0,11 358,85+14,96®  0,68+0,03%

1077  CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na agua, BS PR=Bacillus subtilis na ra¢dao, BS

1078  PRA=Bacillus subtilis na ragdo ¢ agua, LP PA=Lactobacillus plantarum na agua, LP

1079  PR=Lactobacillus plantarum na ragdo, LP PRA=Lactobacillus plantarum na ragéo e agua, PED

1080  PA= Pediococcus acidilactici na agua, PED PR=Pediococcus acidilactici na ragdo, PED

1081  PRA=Pediococcus acidilactici na ragdo e agua.

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

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

1084  PRA) e o menor valor 327,94¢g no tratamento Pediococcus acidilactici na 4gua (PED PA)

1085 e produtividade (kg/m?) manteve o padrdo, onde o maior valor, 0,81 kg/m? no tratamento

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

1087  tabela 3.
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10,00
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bc
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6,00
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4,00
3,00
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1,00
0,00

Peso Médio Final (g)

cd

BSPA BSPR BSPRA LPPA LPPR LPPRA PEDPA PEDPRPEDPRA

Tratamentos

Figura 3 — Peso médio final (g) ao final de 49 dias de engorda em agua clara,
tratamentos: CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na agua, BS PR=Bacillus subtilis
na racdo, BS PRA=Bacillus subtilis na racdo e agua, LP PA=Lactobacillus plantarum na
agua, LP PR=Lactobacillus plantarum na racdo, LP PRA=Lactobacillus plantarum na
racdo e agua, PED PA= Pediococcus acidilactici na agua, PED PR=Pediococcus
acidilactici na racdo, PED PRA=Pediococcus acidilactici na ragdo e agua.

Identificagdo das bactérias
As bactérias probidticas foram isoladas do mix probidtico comercial em meio
especifico de cultura onde foram classificadas de acordo com suas caracteristicas de

coldnias, morfologia e compatibilidade com GenBank (tabela 4).
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1108  Tabela 3 — Caracteristicas das coldnias, morfologia celular e comparacao com dados
1109  disponiveis no GenBank das bactérias probidticas isoladas do mix comercial e usadas no
1110  presente experimento.

Numeros
Caracteristicas ~ Proximidade de pares
Isolado  Morfologia das colonias GenBank de bases  Similaridade
BS Bacilos Grandes e Bacillus sp 300 99%
gram circulares,
positivos  borda irregular,
cor creme
opaca
LP Bastonetes M¢dias e Lactobacillus 119 98%
gram circulares, sp
positivos borda regular,
altura elevada,
cor branca
opaca
PA Cocos gram Pequenas e Pediococcus 526 99%
positivos irregulares, sp
elevadas, cor
amarelada
opaca

1111 BS = Bacillus subtilis, LP = Lactobacillus plantarum, PA = Pediococcus acidilactici.
1112 Curvas de crescimento bacteriano

1113 Na figura 4 (b) onde os bacilos obtiveram melhor crescimento apds 36h, com
1114  maior nimero de org/mL (160° org/mL), porém as bactérias acido lacticas tiveram
1115  comportamentos diferentes, onde os lactobacilos e pediococcus obtiveram maior
1116  crescimento (100° org/L) proximo as 12h experimentais, com curva decrescente em 24h.
1117

1118

1119

1120
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1125  Figura 4 — Densidade optica medida em absorbancia (a) e contagem de organimos/mL
1126 (10%) (b), usando os diferentes isolados em meio Todd especifico para crescimento
1127  bacteriano em forma liquida, ao longo de 48h em temperatura de 30°C constante.
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Figura 5 - Densidade optica medida em absorbancia (a) e contagem de organimos/mL
(10%) (b), usando os diferentes isolados em agua marinha filtrada (30 g/L), ao longo de
48h em temperatura de 30°C constante.

Testes com 4gua marinha (30g/L) contendo nutrientes de um cultivo prévio, em
sistema de bioflocos, onde as concentracdes de amonia e nitrito estavam indetectaveis e
as concentracdes de nitrato em 80 mg/L sdo observadas na figura 6. Apenas em agua clara
os resultados foram similares para todas as bactérias isoladas com crescimento
exponencial em 20h, fase estacionaria até 36h e posterior decaimento, com excecdo do
mix que manteve sua fase estaciondaria apos 44h, entrando em decaimento apenas proximo
das 48h (a). Teste realizado entre agua clara e agua com bioflocos (BFT) observamos
crescimento superior em agua enriquecida com nutrientes dos bioflocos, indicando que
servem como nutriente para crescimento bacteriano, onde o BFT-CTL obteve mesmo
crescimento de curva que o BFT-Mix, crescimento proximo as 20h e fase estacionaria até

44h, entrando em decaimento com 48h (b).
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Figura 6 - Densidade 6ptica medida em absorbancia de ambos isolados probioticos e do
mix em agua clara (marinha) e 4gua clara sem adi¢do de probioticos (a). Densidade dptica
medida em absorbancia do mix probidtico em agua clara (marinha) e em dgua contendo
nutrientes dos bioflocos (BFT) (b), ao longo de 48h em temperatura de 30°C constante.

Teste de sensibilidade antimicrobiana (antagonismo)

Testes de antagonismo das bactérias probidticas contra bactérias patogénicas
forneceram diversos resultados observados na tabela 5, onde diferentes tamanhos de halos
(mm) foram gerados. Observa-se que o mix probidtico conferiu maiores halos de
resisténcia contra todas as bactérias patogénicas, os bacilos isolados conseguiram gerar
halos maiores em todos os ensaios, lactobacilos e pediococos apresentaram halos maiores

em espécies especificas.
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Tabela 4 — Teste de antagonismo in vitro das bactérias probioticas isoladas e do mix
probidtico contra bactérias patogénicas. EC=Escherichia coli; SA=Staphylococcus
aureus; SS=Salmonella sp; VP=Vibrio parahaemolyticus;, PF=Pseudomonas fluorescens
e AH=Aeromonas hydrophila
EC SA SS VP PF AH
Bacillus 18,0+0,03% 10,3+0,06°  15,0+0,04* 10,7+0,02** 10,3£0,01*°  9,0+0,02%
subtilis ] ) . . .
Susceptivel Resistente Intermed.  Resistente = Resistente  Resistente
Lactobacillus ~ 10,7+0,08" 5,3+0,03* 11,0£0,01°  7,6£0,01®  0,7+0,00°  1,3+0,01™
plantarum . . . . . :
Resistente Resistente ~ Resistente  Resistente  Resistente  Resistente
Pediococcus 7,3+0,01° 1,7+0,01° 2,0+0,00¢ 0,7+0,01° 0,8+0,01° 1,0+0,02¢
acidilactici . . . . . .
Resistente Resistente  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente
Mix 19,34£0,06* 12,540,05*  17,0£0,07* 17,8+0,05* 11,7+£0,02* 11,4+0,04°
probiotico , . .
Susceptivel Intermed.  Susceptivel Susceptivel Intermed.  Intermed.

Valores médios (+desvio padrao) dos halos de inibigdo (mm) das bactérias probioticas contra as
bactérias patogénicas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas
(p<0,05).

Contagem diferencial de hemocitos (CDH)

Os dados da contagem total de hemdcitos estdo apresentados na tabela 6. Foram
observadas diferencas significativas na contagem total de hemdcitos, com maior numero
de células nos tratamentos com adi¢do de bactérias probidticas quando comparados ao
controle, excetuando-se os tratamentos com adicao de P. acidilactici e o tratamento LP
PRA (L. plantarum na ragdo e agua). Maior porcentagem de hemocitos granulares foram
observadas no tratamento controle comparado aos tratamentos com aplicacao de bactérias
probiodticas. Da mesma maneira, os hemocitos hialinos foram observados em maiores
propor¢des nos tratamentos com adigdo de bactérias probidticas em comparacdo ao

controle (CTL).
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Tabela 5 — Contagem diferencial de hemdcitos, divido em contagem total de hemocitos,
hemocitos hialinos (%) e hemocitos granulares (%) ao final do periodo experimental nos
diferentes tratamentos.

Total hemdcitos Hialinos (%) Granulares (%)
CTL 113,3+£2,5¢ 26,8+3,2° 73,2+3,2%
BS PA 345,0+£48,7% 63,3+3,22 36,7+3,2°
BS PR 419,0+17,12 65,6+4,7% 34,4+4,7°
BS PRA 410,0+64,5* 63,9+9,12 36,1£9,1°
LP PA 260,3+21,9b¢d 62,6+5,2% 37,4+5,2°
LP PR 306,3+6,5% 65,1+5,82 34,9+5,8°
LP PRA 235,3+29,7%de 55,3+6,42 44,7+6,4°
PED PA 153,0+38,0¢° 68,2+10,4* 31,8+10,4°
PED PR 172,0+2,6% 59,9+3,32 40,1+3,3°
PED PRA 185,0+19,0% 50,3+10,5% 49,7+10,5°

CTL=Controle, BS PA=Bacillus subtilis na agua, BS PR=Bacillus subtilis na ragdo, BS
PRA=Bacillus subtilis na racdo e agua, LP PA=Lactobacillus plantarum na agua, LP
PR=Lactobacillus plantarum na ragao, LP PRA=Lactobacillus plantarum na racao e agua, PED
PA= Pediococcus acidilactici na agua, PED PR=Pediococcus acidilactici na ragdo, PED
PRA=Pediococcus acidilactici na ragdo e agua. Letra diferentes na mesma coluna indicam
diferengas significativas (p<0,05).

Discussao

A manuten¢do dos niveis de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, salinidade e
alcalinidade ao longo do periodo experimental sdo fundamentais durante um cultivo, pois
afetam diretamente os processos metabdlicos dos camardes. A estabilidade desses niveis
dentro das faixas recomendadas sugere um controle eficaz das condi¢des do sistema,
sendo assim, ndo influenciando negativamente no desenvolvimento do experimento. Essa
estabilidade esta em conformidade com estudos anteriores que destacam a importancia
do controle dos pardmetros avaliados, onde mantiveram-se dentro dos niveis
recomendados para a espécie e sem afetar o desempenho dos organismos cultivados
(Furtado et al., 2011, 2015; Wyk & Scarpa, 1999).

Manter as concentracdes de amonia, nitrito e nitrato controladas ¢ vital para

prevenir estresse € doengas nos camardes ao longo do ciclo de cultivo. Os compostos
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nitrogenados mantiveram-se controlados devido as taxas de renovagdo de agua clara e
manuten¢do constante das unidades experimentais. O controle rigoroso desses
parametros, mantendo-se dentro das faixas recomendadas, promove um ambiente
aquatico favordvel, assegurando o bem-estar e a produtividade sustentdvel do P.
vannamei (Hostins et al., 2017; Lin & Chen, 2001; Wei et al., 2022). Os valores
mantiveram-se dentro do aceitavel para a espécie e encontrados em outros estudos
(Esparza-Leal et al., 2016; Kuhn et al., 2010; Lin & Chen, 2001).

As concentragdes de fosfato encontradas, apesar de diferirem significativamente
entre os tratamentos, mantiveram-se em niveis baixos, variando entre 0,04 mg/L. no
tratamento CTL e 0,10 mg/L no tratamento LP PRA e proximos aos encontrados em
experimentos em fases iniciais em viveiros (Burford et al., 2003; Zemor et al., 2019).
Soélidos suspensos totais em condigdes experimentais em agua clara ndo sdo considerados
importantes como em condigdes experimentais em bioflocos, sendo assim, as
concentragdes foram baixas devido as altas taxas de renovagdes e constante controle da
qualidade da 4gua, no entanto houve diferencga significativa entre os tratamentos, onde o
tratamento com menor concentragdo de solidos suspensos totais foi o PED PRA e o maior
valor médio foi encontrado no tratamento BS PA, enfatizando que sdo valores inferiores
a 100 mg/L, diferente das concentragdes encontradas em condigdes experimentais
heterotroficas, que podem chegar a 500 mg/L (Gaona et al., 2011).

No presente estudo os tratamentos com Bacillus subtilis apresentaram maior peso
final (8,75+0,38g) quando aplicados na ra¢ao e na 4gua BS PRA, sendo estatisticamente
similar ao tratamento com B. subtilis adicionado somente na racdo BS PR (8,08g) e ao
tratamento com L. plantarum adicionado na racdo e na agua LP PRA (8,05g), estudos
similares com adi¢do de B. subtilis e L. plantarum apontam melhoras nos dados de
desempenho zootécnico, como peso final, muitas vezes atribuidos a melhor absor¢ao dos
nutrientes da ra¢do, melhora da imunidade dos animais e controle de bactérias patogénicas
(Du et al., 2022; Interaminense et al., 2019). No tratamento LP PR o peso final foi de
8,01g sendo proximo estatisticamente dos pesos finais com 7,48; 7,51; 7,65 e 7,78g que
foram encontrados nos tratamentos CTL, PED PR, LP PA e BS PA, respectivamente,
observa-se que a inclusdo de duas vias de aplicagdo (PRA) ou apenas na racdo (PR)
mostram-se mais eficientes para um melhor desempenho zootécnico com excegdo dos
tratamentos com Pediococcus acidilactici adicionados na racdo e na agua (PED PRA)
com peso final de 7,08g e adicionados somente na dgua (PED PA) com peso final de

6,69g apresentando menor desempenho zootécnico, resultados similares foram
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encontrados em experimentos controle versus bactérias 4cido lacticas (Kongnum &
Hongpattarakere, 2012). Estudos com Pediococcus acidilactici mostram sua capacidade
probiodtica de forma satisfatéria, mas quando comparado com outras bactérias como
Lactobacillus sp apresentam efeitos menos notaveis (Wu et al., 2022).

Neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas para sobrevivéncia,
os dados obtidos variam de 93,3% no tratamento CTL e 99,3% para o tratamento PED
PRA, ambos podem ser considerados satisfatorios assim como encontrados em outros
experimentos em agua clara (Esparza-Leal et al., 2016; MAICA et al., 2018). No foram
encontradas diferengas significativas também para os valores de conversdo alimentar
aparente, onde foram encontrados valores de 1,42 no tratamento BS PRA e 1,66 para
tratamento PED PA, valores encontrados em agua clara tendem a serem maiores que a
conversao alimentar aparente em sistemas de bioflocos (Sistema BFT) (Wasielesky et al.,
2006).

Os testes de crescimento bacteriano realizados em dgua marinha demonstraram a
viabilidade das bactérias probioticas, mostrando suas habilidades de crescimento e
sobrevivéncia, tolerando salinidade 30 e temperatura de 30°C. As curvas de crescimento
em agua salgada de B. subtilis comportaram-se de maneira diferente das bactérias acido
lacticas, onde obteve-se maior crescimento em 24h, L. plantarum e P. acidilactici também
cresceram em 24h, porém expressaram seu crescimento trés vezes menor que os bacilos.
Resultados semelhantes foram encontrados onde curvas de crescimento foram testadas
em 34 salinidade, as cepas bacterianas embora tenham apresentado uma taxa de
crescimento lenta, demonstraram capacidade de prosperar e se reproduzir em condic¢des
de 4gua marinha, confirmando sua aplicabilidade como probidticos em sistemas aquaticos
marinhos (Tank et al., 2018). Estudos em organismos aquaticos evidenciaram que as
bactérias do género Vibrio sp. apresentaram maior abundancia ou prevaléncia na
microbiota intestinal em condigdes com salinidade 30 (Zheng et al., 2022). A
possibilidade de crescimento dos bacilos e bactérias acido lacticas em condigdes de
salinidade 30 como testado no presente estudo pode contribuir para melhor desempenho
zootécnico e melhora do sistema imune dos camardes.

Os resultados do presente estudo sdo respaldados por trabalhos que utilizaram
salinidade proxima a 29 e confirmaram a tolerancia ao sal de B. subtilis (Ikeuchi et al.,
2003). Em testes realizados com varias solugdes de alta salinidade para a imersao de B.
subtilis, observaram atividade metabolica da bactéria e efeitos moderados na germinacdo

dos esporos bacterianos até aproximadamente salinidade 70 (Nagler et al., 2014). As
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bactérias acido lacticas isoladas do intestino de peixes de dgua doce mostraram ampla
adaptacao a salinidade variando de 0 a 35, além disso as cepas isoladas foram capazes de
combater patdogenos especificos, incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica (Chong et al., 2019). Para contribuir com
dados sobre crescimento bacteriano as curvas de crescimento das diferentes bactérias
probidticas e o mix probiodtico foram testados em condi¢gdes de d4gua marinha (salinidade
30) e 4gua contendo nutrientes dos bioflocos foram observadas curvas de crescimento em
20h, onde somente adicdo do mix probidtico em 4gua clara obteve valor médio de
absorbancia de 0,3. As curvas de crescimento com agua marinha contendo bioflocos e
adi¢do do mix probidtico cresceram mais no mesmo tempo (20h), com valores de
absorbancia de 0,4 e a curva de crescimento controle, apenas com os bioflocos teve valor
médio de 0,5. Esses dados sdo de extrema importancia para ressaltar a capacidade de
aporte de nutrientes que compdem uma agua com nutrientes provenientes do sistema de
bioflocos, alguns estudos mostram a ciclagem dos nutrientes em sistemas de bioflocos
(Luis-Villasefior et al., 2015; Miranda-Baeza et al., 2020).

Diversos estudos demonstram que os probiodticos contribuem para a exclusdo de
patdgenos, melhora do crescimento, sobrevivéncia e melhor absor¢do dos nutrientes,
além de modulagdo imunolédgica em crusticeos (Jastaniah et al., 2023; NavinChandran et
al., 2014; Wang et al., 2023). As bactérias probioticas na aquicultura podem atuar como
agentes de controle microbiano, produzindo compostos que inibem patogenos,
competindo com microrganismos nocivos, aumentando a resposta imunoldgica e
melhorando a qualidade da dgua (Verschuere, L.G.Rombaut, P.Sorgeloos, 2000).

As diferentes bactérias probidticas testadas geraram halos de resisténcia contra
diferentes patogenos, através do teste de sensibilidade antimicrobiana. Testes in vitro com
cepas de L. plantarum isoladas do intestino de P. vannamei apresentaram amplo espectro
de acdo, os maiores halos de inibi¢do contra diversos patdogenos, alta taxa de crescimento
e tolerancia a todos os parametros avaliados, incluindo salinidades de 1,5 e 3% (Vieira et
al., 2013). Os halos de resisténcia encontrados variaram de 0,7 a 19,3 mm, onde o mix
probidtico obteve os maiores halos contra as bactérias patogénicas E. coli, Salmonella sp
e V. parahaemolyticus, sendo assim, consideradas susceptiveis ao mix de bactérias
probidticas. Bacillus subtilis gerou seu maior halo contra o patdégeno E. coli (18mm) e
para Salmonella sp gerou halo (15mm) sendo considerado intermedidrio e resistente para
as demais bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus,

Pseudomonas fluorescens e Aeromonas hydrophila. Diferentemente dos resultados

41



1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348

encontrados com Bacillus sp. isolados, que apresentaram potencial como probioticos
eficazes na aquicultura, oferecendo beneficios significativos para a saude e resisténcia
contra patdégenos como Vibrio sp e Aeromonas sp, através da atividade enzimatica,
incluindo amilase, protease e lipase (Sam-on et al., 2022). As bacteriocinas produzidas
por algumas espécies de bactérias probioticas desempenham grande atividade
antagonista, onde a microbiota intestinal colonizada por bactérias probidticas inibindo os
patdégenos por meio do antagonismo bacteriano, interferéncia bacteriana, efeito de
barreira, resisténcia a colonizagdo e exclusdo competitiva (Patterson & Burkholder, 2003;
Sahoo et al., 2016)

As Dbactérias acido lacticas isoladas ndo formaram halos de grande
susceptibilidade contra os patdgenos testados, contrario dos resultados encontrados de
espécies de Lactobacilos isoladas do intestino de peixes que apresentaram atividade
antimicrobiana significativa contra espécies patogénicas de Aeromonas sp e Vibrio sp
(Dhanasekaran et al., 2010). A maior eficiéncia contra patdgenos pode ser atribuida ao
uso de multiespécies em um mesmo produto, ou seja, suplementos de probidticos na
forma de multiespécies/multicepas sdo mais eficazes do que probioticos individuais, tais
efeitos benéficos podem ser causados por sinergismo e potenciais intera¢des entre as
diferentes espécies (Mohapatra et al., 2012; Timmerman et al., 2004).

No que diz respeito a resposta imunologica, os hemocitos constituem células
sanguineas presentes em animais invertebrados, como os camardes peneideos. Essas
células desempenham uma funcdo crucial no sistema imune, atuando na defesa do
organismo contra infecgdes e diversas formas de agressdes. Além disso, elas contribuem
diretamente para a defesa imunologica basica, coagulagdo da hemolinfa, transporte de
nutrientes e eliminagdo de residuos (B. Li et al., 2014; Martin & Graves, 1985). Os
hemocitos do camardo desempenham fungdes de desintoxicagdo relacionadas ao acimulo
de compostos nitrogenados e seus efeitos toxicos (Sumon et al., 2022). No presente estudo
a contagem total de hemocitos foi significativamente maior nos tratamentos com B.
subtilis, seguido por L. plantarum e P. acidilactici, indicando maior atividade indicando
uma resposta imunoldgica refor¢ada, pois os hemocitos estdo diretamente envolvidos no
reconhecimento e na eliminagdo de agentes patogénicos no corpo do camardo. Em
condig¢des de estresse os hemocitos granulares encontram-se em maior atividade, devido
a resposta imune contra bactérias invasoras € atuam na encapsulacdo desses patogenos,
ajudando a limitar a dissemina¢do de doengas aos organismos cultivados (B. Li et al.,

2014). Assim como encontrado neste estudo onde o tratamento Controle (sem adicao de

42



1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358

1359

1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372

1373

1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383

probidticos) obteve maior contagem de hemdcitos granulares. Embora os hemocitos
hialinos desempenhem uma fun¢do crucial na resposta imunologica, sua principal
atividade est4 associada a fagocitose, ou seja, a ingestdo de particulas estranhas, como
bactérias, para proteger o organismo contra infec¢des (Abdollahi-arpanahi et al., 2018;
Sadat Hoseini Madani et al., 2018). No presente estudo todas as bactérias probioticas
apresentaram contagem de hemocitos hialinos menores quando comparadas com
Controle, confirmando ac¢do das bactérias probidticas sobre o sistema imunoldgico dos

camardes peneideos.

Conclusoes

Neste estudo os resultados encontrados contribuem substancialmente para o
melhor entendimento do comportamento das bactérias probiodticas sobre diferentes
condi¢des de disponibilidade de nutrientes e salinidade, tanto Bacillus subtilis como as
bactérias acido lacticas Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici foram
capazes de crescer em salinidade 30 e os nutrientes dos bioflocos podem contribuir para
maior crescimento dos probidticos. Os dados de desempenho zootécnico encontrados
neste trabalho mostram a eficiéncia dos Bacillus subtilis e sua adicdo na ra¢do e na agua
em conjunto, obtendo maior peso final e produtividade. Lactobacillus plantarum e
Pediococcus acidilactici obtiveram resultados de peso final e produtividade satisfatorios,
porém inferiores aos bacilos. O uso do mix probidtico se mostrou eficaz contra diversos
patdégenos comuns de sistemas de aquicultura. O uso de probioticos confirmou-se como
uma ferramenta de extrema importancia para manuten¢do do sistema imune dos

camaroes.
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CAPITULO II: UTILIZACAO DE MIX PROBIOTICO E MANEJO DE
APLICACAO NO CULTIVO SUPERINTENSIVO DO CAMARAO BRANCO DO
PACIFICO Penaeus vannamei NA FASE DE BERCARIO

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

Este estudo investigou a eficacia do uso do mix probidtico (composto por
multiespécies Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) em
bergario de camardes marinhos em sistemas de bioflocos e diferentes vias de aplicacdo e
sua relagdo com a comunidade microbiana, qualidade da 4gua e desempenho zootécnico.
A técnica de FISH (Hibridizacdo in situ fluorescente) foi utilizada para andlise da
abundancia bacteriana presente na agua de cultivo e no intestino dos camardes, assim
como a analise dos microrganismos presentes no sistema. Os tratamentos eram divididos
em dois sistemas, agua clara (AC) e bioflocos (BFT), onde os probidticos eram
adicionados somente na ragdo (PR), somente na 4gua (PA) e em duas vias de aplicagdo,
sendo racdo e agua (PRA). O bergério teve duracdo de 35 dias, com densidade de
estocagem de 2000 cam/m?. Ndo foram encontradas diferencas significativas para dados
de qualidade da agua (p>0,05). A diversidade e abundancia de microrganismos foi
superior nos tratamentos com bioflocos e duas vias de aplicacdo dos probidticos, assim
como a abundancia bacteriana na dgua e no intestino dos camardes. A colonizagdo do
intestino dos camardes foi evidenciada no presente estudo pela presenga das bactérias
probioticas hibridizadas, quantificadas e classificadas, onde apresentaram relagdo direta
com a dgua de cultivo. O desempenho zootécnico foi significativamente (p<0,05) melhor
no tratamento com adi¢do de probidticos na racdo e na dgua em sistema de bioflocos
(BFT-PRA), onde todos os indices foram superiores aos demais tratamentos.
Sobrevivéncias foram superiores a 89%, com exce¢do do tratamento controle (79%).
Demais tratamentos com pelo menos uma via de aplicacio mostrou desempenho
zootécnico satisfatorio em relagdo ao controle, incluindo o sistema de dgua clara que se
aproximou do sistema de bioflocos sem adi¢do de probiodticos (BFT-CTL). A utilizagdo
do mix probidtico foi eficiente e apresentou efeito positivo na producdo de Penaeus

vannamei na fase de bergario.
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Abstract

This study investigated the efficacy of using a probiotic mix (composed of multi-
species Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici) in
marine shrimp nursery in biofloc system and different application ways and its
relationship with the microbial community, water quality and zootechnical performance.
The FISH (fluorescent in situ hybridization) technique was used to analyze the bacterial
abundance present in the water and in the gut of the shrimps, as well as the analysis of
the microorganisms present in the system. The treatments were divided into two systems,
clear water (CW) and biofloc (BFT), where the probiotics were added only to the feed
(PF), only to the water (PW) and both feed and water (PFW). The nursery lasted 35 days,
with a stocking density of 2000 shrimps/m?2. No significant differences were found for
water quality data (p>0.05), The diversity and abundance of microorganisms was higher
in the treatments with biofloc and two routes of probiotic application, as was the bacterial
abundance in the water and in the shrimp intestines. The colonization of the shrimp gut
was evidenced in this study by the presence of hybridized, quantified, and classified
probiotic bacteria, which were directly related to the rearing water. Zootechnical
performance data were significantly (p<<0.05) better in the treatment with the addition of
probiotics in the feed and water in the biofloc system (BFT-PFW), where all the indices
were higher than the other treatments. Survival rates were over 89%, except for the
control treatment (79%). Other treatments with at least one way of application showed
satisfactory zootechnical performance compared to the control, including the clear water
system which came close to the biofloc system without the addition of probiotics (BFT-
CTL). The use of the probiotic mix was efficient and showed a positive effect on the

culture of Penaeus vannamei in the nursery phase.
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Introducio

A intensificagdo dos sistemas de cultivo em aquicultura proporciona maiores
produgdes em menor area e maior lucratividade, no entanto sistemas superintensivoss
exigem controle regular e preciso da qualidade de 4gua e do ambiente de producao (EI-
Saadony, Shehata, Alagawany, A.-M. E. Abdel-Moneim, et al. 2022). A fase de bergario
¢ considerada uma ferramenta de manejo entre as fases larvais iniciais e a fase de engorda
final, essa intensificagdo proporcionada pelos bergarios pode resultar em um rapido
crescimento e permitir altas densidades de estocagem desde que o manejo apropriado seja
realizado durante esta fase (Emerenciano et al. 2022; Wasielesky et al. 2013). O
surgimento de patégenos e doencas infecciosas causadas por virus, bactérias e parasitas,
geram grandes problemas para a industria e sdo relacionados ao aumento da intensificagao
da producdo (Gatesoupe 2016).

A comunidade microbiana desempenha papel essencial na aquicultura,
influenciando a produtividade, a ciclagem de nutrientes, a alimentacdo dos animais
cultivados, a qualidade da agua, o controle de doencas e o impacto ambiental dos
efluentes (Defoirdt, Sorgeloos, and Bossier 2011; Luis-Villasefior et al. 2015; Moriarty
1997). Sistemas de producdo em meio os bioflocos sdo compostos por diversos grupos de
microrganismos, principalmente bactérias, restos de ragdo, detritos dos animais
cultivados, particulas organicas e inorganicas, sdo considerados eficientes no controle e
equilibrio da comunidade microbiana (Emerenciano et al. 2017). Sua composi¢do ¢é
influenciada por diversos fatores como o sistema de producdo adotado, espécie-alvo,
formulagdo da ragdo, condicdes ambientais, fisicas e quimicas (Ray et al. 2010; De
Schryver et al. 2008).

Os microrganismos sdo eficazes no controle de patégenos, pois competem com
potenciais organismos patogénicos, possuem propriedades probidticas, promovendo o
crescimento, digestdo, metabolismo e resisténcia a doengas aos organismos aquaticos
(Cienfuegos-Martinez et al. 2020; Hostins et al. 2019; Khanjani, Shari, and Emerenciano
2024; Pandiyan et al. 2013). As bactérias compdem os bioflocos em sua maior abundéancia
relativa, sdo capazes de transformar matéria organica, remover compostos nitrogenados,
servem como fonte de alimento dentro da cadeia trofica alimentar (Del’Duca, Cesar, and
Abreu 2015; Lara, Poersch, and Wasielesky 2021; Wasielesky et al. 2006).

Dentro da diversidade da composi¢do dos microrganismos presentes no sistema

de producdo de camardes marinhos em sistemas de bioflocos, os probidticos sdo
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evidenciados como uma ferramenta de manejo de fundamental e indispensével
importancia, pois sdo capazes de competir contra bactérias patogénicas, sdo capazes de
colonizar o trato dos camardes e melhoram sistema imune dos animais (Hostins et al.
2017; Krummenauer et al. 2011; Llario et al. 2019; Widanarni et al. 2010). As bactérias
probidticas podem ser adicionadas aos sistemas de produgdo ou podem estar presentes
em meio aos proprios bioflocos. Seus mecanismos de ag¢do sdo diversos e cruciais para
desenvolvimento de uma microbiota abundante e capaz de competir com possiveis
outbreaks de doengas (Algburi et al. 2016; El-Sayed 2021; Miranda-Baeza et al. 2020).

O manejo de aplicacdo dos probidticos podem ser variados e acompanham as
necessidades de cada sistema de producdo e espécie-alvo, os probiodticos podem ser
administrados diretamente na 4gua, adicionados a racdo, usando 6leos ou substancias
aglutinantes, banhos de imersao dos animais e aplicando no solo ou sedimento, onde cada
método tem suas vantagens e desvantagens, como armazenamento, manuseio € aplicagao
em grandes volumes (Hancz 2022; Kumar et al. 2016; Das Susmita and Haque 2017). O
uso de probiodticos com diferentes composi¢cdes bacterianas ¢ amplamente discutido e
testado em diversos estudos atualmente, sdo chamados de mix probidtico, probidtico
multi-espécies ou muli-cepas (Timmerman et al. 2004; Zan et al. 2023).

A grande maioria dos produtos comerciais sdo compostos por bactérias do género
Bacillus e suas espécies mais utilizadas sdo B. subtilis e B. licheniformis, sendo
considerado o género mais estudado e utilizado comercialmente no mundo inteiro
(Farzanfar 2006; Keysami and Mohammadpour 2013). As bactérias acido lacticas, como
Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici, sdo utilizadas em conjunto com
bacilos e apresentam efeitos benéficos sinérgicos no crescimento dos animais, nutri¢ao,
sistema imune, antagonismo a doengas, coloniza¢do do trato do hospedeiro e estimulam
respostas imunes a condi¢des de estresse (Aly et al. 2008; Giang et al. 2019; Giri et al.
2014; Guimaraes et al. 2022; Hendam et al. 2023; Jastaniah et al. 2023; Kongnum and
Hongpattarakere 2012; Won et al. 2020).

O monitoramento da comunidade microbiana em sistemas superintensivoss deve
ser efetuado com periodicidade e agilidade, pois a resposta para surgimento de eventos
negativos, como surgimento de patogenos, deve ser tomada de maneira rapida e eficiente
(Cardona et al. 2016; Panigrahi et al. 2020). Técnicas de biologia molecular livres de
cultivos bacterianos prévios sdo capazes de fornecer respostas rapidas e independentes,
sendo assim, a técnica de hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) torna-se uma

ferramenta direta na identificagdo das espécies presentes nos sistemas de produgdo,
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utilizando as sondas especificas para cada bactéria alvo a ser identificada (Cottrell and
Kirchman 2003; Glockner et al. 1996). O uso de probidticos e sua efetividade foram
confirmados por diversos estudos usando esta técnica de biologia molecular em sistemas
super-intesivos com bioflocos (Del’Duca et al. 2013; Hostins et al. 2017).

A microbiota presente no intestino dos camardes marinhos desempenha
fundamental importancia para sua imunidade, resisténcia a doencas e aumento da
produgdo e esta relacionada diretamente com a dgua do meio de cultivo (Holt et al. 2021;
Verschuere et al. 2000). Um ambiente de cultivo estdvel com condi¢des favoraveis de
qualidade da 4gua, as bactérias probioticas provavelmente dominam sobre outros grupos,
reduzindo a carga patogénica na agua e nos intestinos das espécies aquaticas cultivadas
em sistema de bioflocos (Cienfuegos-Martinez et al. 2022). Diversas habilidades sdo
relacionadas as bactérias probioticas, onde atuam diretamente na modulacao bacteriana,
ocupam sitios de ligagdo e competem com bactérias nocivas, producdo de enzimas
digestivas, producdo de enzimas antagonistas (bacteriocinas), sdo capazes de sobreviver
e se multiplicar nas condi¢des adversas do intestino dos animais, modular e ajustar a
microbiota do hospedeiro (El-Saadony, Shehata, Alagawany, A. M. E. Abdel-Moneim,
et al. 2022; Nayak 2021; Ninawe and Selvin 2009; Wee et al. 2024). O avango
biotecnolégico deve acompanhar a demanda de informagdes necessarias, considerando
que ainda existem lacunas substanciais na literatura a serem preenchidas e respondidas
sobre a caracterizacdo microbiana intestinal (Bentzon-Tilia, Sonnenschein, and Gram

2016; Huang et al. 2020).
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Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de mix probidtico comercial e
diferentes vias de aplicagdo em diferentes sistemas na fase de bergario em sistema
superintensivo, avaliando qualidade da dgua, desempenho zootécnico, microrganismos,

comunidade bacteriana e colonizacdo do intestino dos camardes.

Objetivos Especificos

e Avaliar as diferentes vias de aplicacdo do mix probiotico na qualidade da agua e
no desempenho zootécnico dos camardes na fase de bercario.
e Identificar e quantificar a composi¢do da comunidade microbiana dos bioflocos e

as bactérias probioticas presentes na agua e intestino dos camardes.

Material e Métodos
Condigoes experimentais

O estudo foi realizado na Estacdo Marinha de Aquicultura, do Instituto de
Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS, Brasil (32°110S;
52°100W). Camaroes da espécie Penaeus vannamei, provenientes da Aquatec® (Rio
Grande do Norte), foram obtidos em estagio de nauplio e passaram pela fase da
larvicultura no Laboratorio de Carcinocultura — IO -FURG. Apos esse periodo, pds-larvas
com peso médio de 0,012g (£0,001) foram estocadas nas unidades experimentais em uma
densidade de estocagem de 2000 camardes m2. O experimento foi realizado em uma sala
experimental com controle de temperatura e fotoperiodo. O estudo teve a duragao de 35
dias. Para controle de temperatura foram utilizados aquecedores de d4gua submersos com
termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O controle de luminosidade foi feito com
temporizador analdgico de luz, mantendo em 12 horas de escuro e 12h de claridade. O
sistema de aeragdo era composto por soprador tipo blower, onde o oxigénio atmosférico
era distribuido em cada unidade experimental através de duas mangueiras

microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm.
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Sistema em dgua clara (AC) e Sistema de Bioflocos (BFT)

Os tanques possuiam area de fundo de 0,49 m?, com volume util de 150 litros,
foram preenchidos com agua salgada (salinidade 30). Para desinfec¢do inicial da agua,
aplicou-se uma solu¢do de hipoclorito de sédio (10ppm) e posterior aplicacdao de acido
ascorbico (1ppm) para neutralizagdo. O estudo foi realizado em dois sistemas diferentes,
em sistema de agua clara (AC) e sistema de bioflocos (BFT), ambos com doze (12)
tanques em cada sistema. Para manter a qualidade da agua no sistema de agua clara,
renovagoes de dgua de 50% do volume (75 litros) foram realizadas a cada trés dias ou de
acordo com as concentragdes de amonia e nitrito, durante todo periodo experimental.

Para os tanques com sistema de bioflocos foi inoculado 10% do seu volume com
um indculo de agua de bioflocos maduro (amodnia e nitrito com valores proximos a zero,
nitrato 30mg/L, fosfato 1,10 mg/L e sdlidos suspensos totais 460mg/L) (Krummenauer et
al. 2014). De acordo com as concentragdes de amonia foram realizadas fertilizagdes
organicas com melago de cana-de-aglicar para manutencdo da relacdo C:N da agua
(Avnimelech 1999; Ebeling, Timmons, and Bisogni 2006). Para reposi¢dao do volume por
evaporagdo foram feitas adi¢des de dgua doce declorada. Para manutencao dos valores de
pH e alcalinidade no sistema de bioflocos foram adicionadas doses de cal hidratada de
acordo com decaimento dos valores de pH e alcalinidade (Furtado, Poersch, and

Wasielesky 2011).

Delineamento experimental
O experimento foi realizado em triplicata, foram utilizados vinte e quatro (24)
tanques, sendo trés tanques para cada tratamento. Os tratamentos foram distribuidos da

seguinte maneira:

e Sistema agua clara (AC):

o AC-CTL (sem adicao de probidticos)

o AC-PR (adicao de probidticos somente na ragao)

o AC-PA (adicao de probidticos somente na dgua)

o AC-PRA (adi¢do de probidticos na ra¢do e na dgua)
e Sistema de bioflocos (BFT):

o BFT-CTL (sem adi¢do de probioticos)

o BFT-PR (adi¢do de probidticos somente na ragao)
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o BFT-PA (adigdo de probidticos somente na agua)

o BFT-PRA (adi¢@o de probidticos na racdo e na dgua)

Aplicagdo dos probioticos e alimentagdo

O mix probiotico comercial utilizado nesse estudo ¢ composto pelas seguintes
bactérias € suas respectivas concentragdes: Bacillus subtilis (3,4x10° UFC g,
Lactobacillus plantarum (1,2x10° UFC g!) e Pediococcus acidilactici (1,2x10° UFC g
1. Foram aplicadas as dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ragdo (2g
de probidtico/kg de ragdo) e na dgua foram utilizadas doses diarias de 1g/tonelada de
agua. Os probidticos foram misturados com &4gua proveniente de cada unidade
experimental, para serem aspergidas a racdo e pipetados na agua de cultivo, 5 dias da
semana. Os camardes foram alimentados trés vezes ao dia (08:00, 14:00 e 17:00h), onde
a primeira alimentagao recebia a adi¢do probiotica nos respectivos tratamentos, utilizando
ragdo comercial PL 40% PB (Guabi®) para fase de bergario (Jory et al. 2001; Wasielesky
et al. 2020).

Qualidade da agua

Os parametros como temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram monitorados
duas vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multipardmetro da marca Y SI®
modelo 556. A salinidade foi verificada semanalmente com o auxilio de um refratometro
optico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os niveis da amonia total (N-AT) e nitrito (N-NO>.)
foram analisados trés vezes na semana (Strickland and Parsons 1972; UNESCO 1983).
Nitrato (N-NO3), ortofosfato (P-PO4.3) (Aminot and Chaussepied 1983) e alcalinidade
(AOAC 2005) foram mensurados semanalmente. S6lidos suspensos totais (SST) foram

medidos semanalmente (Strickland and Parsons 1972).

Desempenho Zootécnico

O crescimento dos camardes em todas as unidades experimentais foi
acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balanca digital com precisdo
de 0,001g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes parametros: taxa de
crescimento especifico [LnPf—LnPi] x 100/dias), onde Pf ¢ o peso final, Pi € o peso inicial
e dias de cultivo. Conversdo alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido/incremento
de biomassa. Sobrevivéncia: ((n° individuos despescados / n® individuos estocados) x 100.
Biomassa final: (peso médio final x n°® individuos despescados). Produtividade: (biomassa

final / volume unidade experimental).
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Avaliacdo da comunidade microbiana

Para a quantificagdo dos microrganismos presentes na dgua de cultivo, amostras
de 4gua (20 mL) foram coletadas ao final do periodo experimental. As amostras foram
fixadas em formalina a 4% (concentracdo final) e mantidas em frascos ambar para
posterior contagem e identificagdo dos principais grupos de microrganismos presentes.
Os microrganismos foram classificados em diferentes grupos: flagelados, ciliados,
rotiferos, nematoides e microalgas, foi usado um microscépio invertido Olympus IX51
com ampliacdo final de 200x, no qual aliquotas de 2,1 mL de amostra foram colocadas
em uma camara de sedimentacdo e 30 campos foram contados aleatoriamente (Utermdhl
1958). As contagens foram realizadas no Laboratorio de Ecologia de Microrganismos

Aplicados a Aquicultura (LEMAQUI) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).
Analise de Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH)

Foram coletadas amostras finais de 4gua de cada unidade experimental e coletados
intestinos dos camardes, ambos fixados em paraformaldeido a 2% (concentragdo final) e
estocadas sob refrigeracdo para posterior realizacdo da andlise de hibridizagdo
fluorescente in situ (FISH) para identificacdo de bactérias dos géneros presentes no mix
probidtico (Tabela 1). Previamente ao inicio do protocolo de FISH (Cottrell and
Kirchman 2003; Del’Duca et al. 2013) as amostras de intestino que foram pesadas
previamente e sonificadas (Vibra Cell VCX 130PB, Sonics Materials®) com amplitude
de 110.7 um por 60s (trés vezes). Apds a sonicagdo, as amostras foram centrifugadas a
500 g por cinco minutos e o sobrenadante retirado, repetindo esta etapa duas vezes com
adi¢do de agua ultrapura para lavagem do conteudo. As trés por¢des de sobrenadante
foram colocadas em um mesmo frasco, novamente centrifugadas e so entdo filtradas em
filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 um) e mantidas refrigeradas a 4° C até
a realizagdo do protocolo de hibridizacdo. As amostras de agua foram filtradas

diretamente em filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 pum).

Posteriormente as amostras foram avaliadas através de microscopia de
epifluorescéncia, utilizando sondas de oligonucleotideos dirigidos ao rRNA para
identificar e quantificar os grupos das bactérias alvo do estudo (tabela 1). Todas as sondas
foram marcadas com fluorocromo Cy3. Sondas do mesmo grupo de bactérias foram
misturadas para a hibridizagdo. Adicionado a cada sonda especifica foi usado DAPI, para

determinagdo da abundancia bacteriana total. Um controle negativo (NON) foi utilizado
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com uma sonda sem nenhum marcador especifico para bactérias, servindo como um teste
de eficiéncia do processo de hibridizagcdo. A abundéancia de bactérias foi obtida pela
contagem direta com aumento de 1000x utilizando um microscépio de epifluorescéncia
(Olympus® BX-60), equipado com os filtros: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2
e U-MWG?2, no Laboratorio de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos
(LEBIOMM) da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG.

Tabela 2 Sondas de oligonucleotideos para identificagcdo de diferentes grupos
bacterianos usados neste estudo. Todas as sondas foram marcadas com fluorocromo
Cy3.

Sonda  Especificidade Sequéncia (5°-37) %FA* Referéncia
Controle (Yokokawa

NON . TAGTGACGCCGTCGA 30 and Nagata

negativo
2005)

Bacill Bacillus GCCGCCTTTCAATTTCGAAC 35 (Icg‘gﬁ g)t al,
Bmy$43  Bacillss ~ CTTCAGCACTCAGGTTCG 35 %%%gg)et
Bsub B subtilis CGTTCAAACAACCATCCGG 35  (Kyselkovd

et al. 2009)

BsubC B sublilis A A GOCACCTTTTATGTTTGA 35 (Kyselkova
grupo et al. 2009)
Lactol5  Lactobacillss CCGTCAACCCTTGAACAGTT 30  (Demancche
et al. 2008)
Lacto39  Lactobacillis TCTGTTTAGTTCCGCTCGTTC 30 (Demanéche
et al. 2008)

LGC354A  Firmicutes ~ TGGAAGATTCCCTACTGC 35 (M?ge; 96; al.
LGC354B  Firmicutes ~ CGGAAGATTCCCTACTGC 35 (M?ge; 96; al.
LGC354C  Firmicutes =~ CCGAAGATTCCCTACTGC 35 (M?ge; 96; al.

*Porcentagem de formamida (FA) na solucdo de hibridizacdo in situ.
Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via, levando em
considera¢do os pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando
diferengas significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivéncia,
microrganismos e abundancia bacteriana foram transformados (arco seno da raiz

quadrada) antes da analise (Zar 1999).
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2024  Resultados

2025 Qualidade da agua

2026 Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos
2027  para temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/l) e salinidade. No entanto, para dados de
2028 pH, alcalinidade, amdnia, nitrito, nitrato, fosfato e solidos suspensos totais foram
2029  encontradas diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos, todos resultados de

2030  qualidade de 4gua sdo apresentados na tabela 2.
2031

2032  Tabela 3 — Média (+desvio padrao) dos valores médios encontrados para parametros
2033  fisico e quimicos da qualidade da 4gua monitorados durante 35 dias de bergério de P.
2034  vannamei em sistema superintensivo em agua clara e sistema de bioflocos nos

2035  diferentes tratamentos.

AC-CTL  BFT-CTL AC-PR BFT-PR AC-PA BFT-PA AC-PRA  BFT-PRA

Temperatura 28,44 28,74 28,61 28,87 28,64 28,86 28,58 28,84
(°C) +0,76 +0,69 +0,51 +0,78 +0,29 +0,54 +0,62 +0,72
0:D 5,94 5,80 591 5,79 5,98 5,77 5,87 5,79
(mg L") +0,20 +0,20 +0,24 +0,23 +0,18 +0,20 +0,22 +0,22
- 8,28 7,96 8,20 8,00 8,24 7,98 8,23 7,95

P +0,03? +0,05° +0,03° +0,06° +0,03° +0,05° +0,04° +0,03°
Alcalinidade 207,33 153,33 205,00 159,67 207,00 159,00 202,00 155,67
(mgCaCOsL")  £8,66° +8,60° £17,29° +18,27° +5,21° +7,15° +13,34° +7,83°
Amonia (N- 1,47 0,11 1,18 0,11 1,50 0,13 1,51 0,11
AT mgL™) +0,30° +0,06° +0,29° +0,05° +0,30° +0,06° +0,38° +0,04°
Nitrito (N- 0,93 0,30 1,26 0,28 1,03 0,34 1,33 0,38
NO,. mg L") +0,27% +0,09° +0,43° +0,04° +0,16% +0,08° +0,28° +0,11%
Nitrato (N- 0,94 26,73 1,47 2325 1,01 25,28 1,14 26,45
NOs;. mg L) +0,54° +£2,34° +0,23° +£2,67° +0,23° +£2,29° +0,23° +£2,12°
Fosfato (P- 0,07 0,35 0,07 0,30 0,08 0,32 0,10 0,31
POs* mg L") +0,02° +0,03° +0,02° +0,09° +0,04° +0,06° +0,01° +0,09°
Salinidade 31,06 32,78 30,67 32,67 30,50 32,67 30,83 32,94
(ppt) £1,53 £2,10 £1,29 £1,71 £1,19 £1,29 £2,29 £1,55
SST 86,40 352,53 129,40 363,67 85,07 363,53 103,40+ 388,33
(mg LY £23,56° £22,92°  £32,78® £25,69° £20,27° £23,47° 37,82% +35,38°

2036 Letras diferentes na mesma linha representam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos ao
2037 longo do periodo experimental apé6s ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.

2038 Os valores encontrados para temperatura foram em média de 28,5°C, sem
2039  variagdes ao longo do periodo experimental, 0 mesmo ocorreu com as concentragdes de
2040  oxigénio dissolvido que se mantiveram em concentragdes médias acima de 5,7 mg/l entre
2041  todos os tratamentos. Valores de salinidade mantidos entre 30 e 32, sem diferenga entre
2042  os tratamentos.

2043 Os valores de pH sofreram variagdes de acordo com os sistemas, em agua clara

2044  mantiveram as médias acima de 8,2 ¢ no sistema de bioflocos os valores encontrados nao
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2063

foram inferiores a 7,95 (Figura 1). O mesmo comportamento foi observado para
alcalinidade, mantendo os valores médios acima de 200 mg CaCOs/L em éagua clara, nos
tratamentos com sistema de bioflocos mantiveram-se acima de 150 mg CaCOs/L (Figura

3¢).

88

82 | W

pH

8

T4

12 3 45 67 8 9101M1213141516171819202122232425262728 2030313233 3435
Tempo (dias)

ACCTL BFT-CTL AC-PR BFT-PR «—=AC-PA BFT-PA ~—=AC-PRA BFT-PRA

Figura 1 — Variagao temporal do pH durante os 35 dias de ber¢ario no sistema em agua clara (AC) e sistema de bioflocos
(BFT) nos diferentes tratamentos.

As concentracdes de amonia foram maiores nos sistemas de agua clara em todos
os tratamentos quando comparadas com sistema de bioflocos, o maior valor encontrado
foi no tratamento AC-PRA (1,51 TA-N mg L!) e a menor concentragdo foi encontrada
no sistema de bioflocos nos tratamentos BFT-CTL, BFT-PR e BFT-PRA (0,11 TA-N mg
L") (Figura 2a).

Os valores médios das concentragdes de nitrito foram significativamente maiores
nos tratamentos do sistema de agua clara, com maior valor medio nos tratamentos AC-
PRA (1,33) e AC-PR (1,26). Os menores valores médios encontrados foram no sistema
de bioflocos nos tratamentos BFT-PR (0,28), BFT-CTL (0,30) e BFT-PA (0,34) (Figura
2b).
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Figura 2 — Variagdo temporal de nitrogénio amoniacal total (NA-T) (a) e nitrito (N-NOz) (b) durante os 35
dias de bergario nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrdo sdo mostrados nos graficos.

As concentragdes de nitrato foram significativamente maiores no sistema de
bioflocos, porém sem diferenca entre os tratamentos neste mesmo sistema, valores
médios das concentragdes de nitrato nos tratamentos do sistema de bioflocos variaram de
26,7 a 23,2 nos tratamentos BFT-CTL e BFT-PR, respectivamente. Para sistema de agua
clara os valores médios mantiveram-se entre 0,94 e 1,47 nos tratamentos AC-CTL e AC-

PR, respectivamente (Figura 3a).
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Figura 3 — Variagdo temporal do nitrato (N-NO3) (a), fosfato (PO4%) (b), alcalinidade (CaCos) (c) e sdlidos suspensos
2076 totais (mg/L) (d) ao longo das 5 semanas de bergario nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrao sdo mostrados

2077 nos graficos.

2078 As concentracdes de fosfato comportaram-se com mesmo padrdo esperado nos
2079  sistemas, onde acumulou no sistema de bioflocos e manteve-se em concentracoes
2080  proximas de zero no sistema de agua clara. Os maiores valores médios foram encontrados
2081  no tratamento BFT-CTL (0,35) e o menor valor médio no tratamento AC-CTL (0,07)
2082  (Figura 3b).

2083 Valores médios das concentragdes de sélidos suspensos totais encontrados foram
2084  maiores nos tratamentos do sistema de bioflocos em todos os tratamentos, variando de
2085  352,5 a 388,3 nos tratamentos BFT-CTL e BFT-PRA, respectivamente. No sistema de
2086  agua clara o menor valor médio foi encontrado no tratamento AC-PA (85,0) e o maior
2087  valor médio no tratamento AC-PR (129,4) (Figura 3d). Ao longo do periodo experimental
2088  houve a tendencia de formacao de acimulo de sélidos suspensos totais no sistema de agua
2089  clara mesmo com as altas taxas de renovagao, no entanto sao valores considerados baixos
2090  quando comparados ao sistema de bioflocos, este possui maiores concentragdes de solidos
2091  suspensos totais devido ao comportamento do sistema heterotréfico.

2092
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Desempenho Zootécnico

O tratamento BFT-PRA apresentou melhor desempenho zootécnico para todos os
parametros zootécnicos avaliados, como maior peso final (1,22g), segunda maior
sobrevivéncia (96,5%), maior taxa de crescimento especifico (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
satisfatorio no presente estudo (Figura 4).

Tabela 4 — Média (+desvio padrao) dos valores médios dos parametros de desempenho
zootécnico ao final de 35 dias de bercario de P. vannamei em sistema superintensivo em
agua clara e sistema de bioflocos entre os diferentes tratamentos.

Tratamentos
Parametros zootécnicos

AC-CTL BFT-CTL AC-PR BFT-PR AC-PA BFT-PA AC-PRA BFT-PRA
Peso inicial (g) 0,012+0,001 0,012+0,001  0,012+0,001  0,012+0,001 0,012+0,001  0,012+0,001 0,012+0,001 0,012+0,001
Peso final (g) 0,62+0,054 0,94+0,04b¢ 0,98+0,11bc 1,03+0,01° 0,80+0,13¢ 1,01+0,04° 1,01+0,01° 1,224+0,092
Sobrevivéncia (%) 79,00+£1,86>  90,89+2,17>  91,89+4,682  96,89+0,84®  89,00+4,58*  91,22+4,532  91,33+2,65¢  96,56+1,84*
TCE (%) 11,26+£0,24c  12,46£0,12>  12,56+0,33>  12,71+£0,02>  11,99+0,45> 12,66+0,11> 12,68+0,01> 13,20+0,212
CAA 3,01+0,372 2,85+0,222b 2,23+0,592b 2,20+0,322b 2,05+0,18° 2,56+0,172>  2,11+0,312>  2,85+0,222b

Biomassa final (g)

Produtividade (kg/m?)

146,74+11,389 256,21+9,14% 269,15432,62b° 298,42+2,922b 213,65+28,52¢ 276,26+13,65> 277,81+8,20P

0,2940,02¢  0,52+0,02% 0,54+0,07>c  0,60+0,012>  0,43+0,06° 0,56+0,03% 0,56+0,02°

354,15+29,632

0,72+0,062

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
ao longo do periodo experimental apos ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.
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Figura 4 — Valores médios ¢ desvio padrao do peso final (g) dos camardes ao fim dos
35 dias de bergario nos diferentes tratamentos. Letras diferentes indicam diferengas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos.

Como evidenciado anteriormente a estratégia de aplicacdo do mix probidtico em
duas vias de aplicagdo no sistema de bioflocos (BFT-PRA) apresentou desempenho
significativamente melhor quando comparado a todos os demais tratamentos. E o
tratamento sem uso de probidticos em sistema de agua clara (AC-CTL) apresentou pior
desempenho zootécnico em todos os pardmetros avaliados e significativamente inferior a
todos os demais tratamentos, obtendo menor peso médio final, menor sobrevivéncia
(79%), menor taxa de crescimento especifico (11,2%), maior taxa de conversao alimentar
aparente (3,0), menor biomassa final (146,7g) e por consequéncia menor valor médio de
produtividade (0,29kg) (Tabela 3).

Valores de sobrevivéncia foram significativamente maiores em todos os
tratamentos com exce¢do do tratamento sem adi¢cdo de probidticos em agua clara (AC-
CTL). Os tratamentos do sistema de bioflocos, incluindo o controle (BFT-CTL) quando
comparados com os tratamentos do sistema de dgua clara com exce¢do do controle (AC-
CTL), apresentaram desempenho zootécnico similar estatisticamente, ou seja,
tratamentos em sistema de agua clara com pelo menos uma via de aplicagdo do mix
probidtico. Por exemplo, para o pardmetro zootécnico avaliado de taxa de crescimento
especifico (%) 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 conversdo alimentar aparente (CAA)

no tratamento AC-PRA foi de 2,11 e no tratamento BFT-CTL o valor encontrado ¢é de
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2,85, ambos estatisticamente iguais. A biomassa final encontrada no tratamento BFT-PR
¢ 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.

Avaliacdo da comunidade microbiana

Ao final do periodo experimental os flagelados e ciliados foram encontrados em
maior abundancia 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 agua clara ndo
diferiram entre si e foram encontrados os menores valores médios de abundéancia de
flagelados (2,32E+03) no tratamento AC-PRA e ciliados (9,60E+02) no tratamento AC-
PR (Tabela 4).

Tabela 5 — Médias (+desvio padrdo) dos microrganismos encontrados ao final dos 35
dias de bergario de P. vannmei em sistema superintensivo em agua clara e bioflocos nos

diferentes tratamentos.

Flagelados Ciliados Rotiferos  Nematoides Microalgas

(org/mL) (org/mL) (org/mL) (org/mL) (org/mL)

3,84E+03+ 1,04E+03+ b ,  L1,33E+03+

ACCIL 5 47E+03c  6,088+02c  C00+0.007  0.0050.00  F0 4 o0
BFT-CTL 9,46E+03+ 5,55E+03+ 1,27E+03+ 532E+02+ 9,72E+03+
i 2,37E+03Y  9,72E+02°  2,89E+02*  244E+02*  2,67E+03?
4,43E+03+ 9,60E+02+ b L S5,60E+03+

ACPR 9 90E+02e  6,6ap+02c  O00F0:00" 0004000 505 5 g3an
BFT.PR 1,40E+04+ 5,44E+03+ 1,50E+03+ 4,86E+02+ 9,39E+03+
i 1,36E+03®  9,42E+02*  539E+02*  5,51E+02®  4,14E+03?
3,15E+03+ 9,72E+02+ b L 2,94E+03+

ACPA 1 8sE+03e  807E+02e 000,007 0.0040.0% 5ok oo
BFT_PA 1,40E+04+ 5,37E+03+ 2,96E+03+ 148E+03+ 6,69E+03+
i 7,25B+02°  1,88E+03° 1,81E+03* 223E+02*  8,10E+02?
2,32E+03+ 1,31E+03+ b ,  1,27E+03+

ACPRA 1 30E+03c  1,00E+03c  -00+0:00"  0.00£0.0% 5 ep  oob
BFT-PRA 2,34E+04+ 1,08E+04+ 2,61E+03+ 2,04E+03+ 1,12E+04+
] 2,64E+03*  2.04E+03* 424E+02* 798E+02* 2 45E+03?

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos apos
ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey.

Protozoarios como os rotiferos e nematoides foram encontrados apenas nos
tratamentos do sistema de bioflocos sem diferenca entre os tratamentos, com variagdes
nos valores médios no tratamento BFT-CTL (1,27E+03) e no tratamento BFT-PA
(2,96E+03) para os rotiferos e para nematoides no tratamento BFT-PR (4,86E+02) e no

tratamento BFT-PRA (2,04E+03). No sistema de 4dgua clara esses microrganismos nao
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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).
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Figura 5 — Abundancia de microrganismos (médiatdesvio padrdo) presentes no sistema em agua clara e sistema de bioflocos ao
final do berg¢ario de 35 dias. Divididos em flagelados (a), ciliados (b), rotiferos (c), nematoides (d) e microalgas (e). Letras
diferentes expressam diferenga significativa (p<0,05).

Os dados encontrados para abundancia da microbiota total presente na agua de
cultivo e no intestino dos camardes sdo expressos na figura 6 (a), onde encontramos os
valores totais da comunidade bacteriana similares na dgua e no trato digestério dos
animais. Valores totais de Bacillus subtilis (b) e bactérias acido lacticas totais (c)
mantiveram comportamento similar, com maior prevaléncia bacteriana na agua do que no
intestino, porém sem diferenca significativa em relagdo a quantidade presente na dgua ou

no intestino dos animais (Tabela 5).
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Tabela 6 — Média (xdesvio padrao) da abundancia bacteriana total (Dapi), de Bacillus
subtilis e bactérias acido lacticas na agua e no intestino de P. vannamei ao final dos 35
dias de bergario em sistemas superintensivo em agua clara e bioflocos nos diferentes

tratamentos.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos
apos ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey.

Através da contagem total das bactérias encontradas na agua do cultivo os maiores
valores médios sdo observados no sistema de bioflocos no tratamento BFT-PRA
(5,13E+08) destacando-se como o tratamento com maior abundancia bacteriana total
(Tabela 5). O tratamento BFT-PR (4,00E+08) representa a segunda maior abundancia
bacteriana, seguido pelo tratamento BFT-PA (3,47E+08) e BFT-CTL (3,01E+08), nos

Agua Intestino

Dapi Bacterias Dapi Bacterias

Tratamentos (abundancia Bacil‘h.ts Aciflo (abundancia Bacil‘h.ts Aciflo
total 108 subtilis LActicas total 108 subtilis LActicas

mL ") (10’mLYH  (10"mL") mL ") (10’mLYH  (10"mL")
AC-CTL  0,75£0,04° 0,09+0,01¢ 0,00+0,007 | 0,48+0,21° 0,03+0,01°> 0,00+0,00°
BFT-CTL  3,01+0,60° 0,77+0,19°¢ 0,00+0,00¢ | 3,29+0,30* 0,19+0,16® 0,00+0,00°
AC-PR  2,88+0,29° 0,4140,08°" 0,26+0,04°¢| 2,07+0,46° 0,12+0,09%® 0,06+0,05%
BFT-PR  4,00+0,36° 1,43+£0,20%°® 0,53+0,19%| 3,01+0,49* 0,42+0,15* 0,1340,04
AC-PA 1,77+£0,38¢  0,25+0,07% 0,12+0,03%| 1,71+0,60° 0,20+0,17% 0,05+0,07%
BFT-PA  3,4740,24> 1,16+0,19% 0,64+0,28%| 3,07+0,55* 0,43+0,12% 0,1340,06
AC-PRA  2,49+0,45% 0,46+0,07%° 0,29+0,05%| 2,974+0,43* 0,26+0,09% 0,07+0,02%
BFT-PRA  5,13+0,21* 2,01+0,06*° 0,92+0,08% | 4,14+0,56* 0,87+0,26* 0,17+0,12?

sistemas de agua clara encontramos valores médios inferiores ao sistema de bioflocos,
onde o tratamento AC-PR (2,88E+08) apresenta maior abundancia entre os tratamentos
em agua clara, seguido pelos tratamentos AC-PRA (2,49E+08) e AC-PA (1,77E+08). O

tratamento AC-CTL (0,75E+08) apresenta menor abundancia bacteriana total (Figura 7a).
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A contagem total das bactérias presentes no intestino nos tratamentos do sistema
de bioflocos sdo estatisticamente iguais nos tratamentos BFT-PRA (4,14E+08), BFT-
CTL (3,29E+08), BFT-PR (3,01E+08), BFT-PA (3,07E+08), ¢ AC-PRA (2,97E+08),
sendo este ultimo o unico tratamento do sistema em agua 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 sdo superiores e diferem estatisticamente do
tratamento AC-CTL (0,48E+08) que se apresenta com menor contagem média de

bactérias no intestino dos camardes (Figura 7b).

(a) 25,0 (b) 70 (9 70
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4 20,0 N
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Figura 6 — Abundancia bacteriana total (a), Bacillus subtilis (b) e bactérias acido lacticas (c), presentes na agua de
cultivo e no intestino dos camardes ao final do bergario de 35 dias.
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Figura 7 — Médias (desvio padrdo) da abundancia bacteriana total na 4gua (a), abundancia bacteriana total no intestino (b),
Bacillus subtilis na agua (c), Bacillus subtilis no intestino (d), bactérias acido lacticas na adgua (e) e bactérias acido lacticas no
intestino (f) ao final dos 35 dias de bergario.

Na contagem especifica para Bacillus subtilis na dgua 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) ¢ BFT-
CTL (0,77E+07). No sistema em agua 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 camardes 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 agua 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 d4gua clara AC-CTL

(0,03E+07) apresenta menor contagem de bacilos entre todos os tratamentos (Figura 7d).
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As bactérias acido lacticas ndo foram encontradas nos tratamentos controle em
agua clara (AC-CTL) e em sistema de bioflocos (BFT-CTL) em ambas as amostragens,
tanto na agua de cultivo como no intestino dos animais cultivados. Na contagem
especifica de bactérias acido lacticas na dgua 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
camardes o comportamento da colonizagdo bacteriana evidenciou a maior valor médio
nos tratamentos em sistema de bioflocos BFT-PRA (0,17E+07), BFT-PR ¢ BFT-PA
(0,13E+07) diferindo estatisticamente dos tratamentos em agua clara AC-PRA
(0,07E+07), AC-PR (0,06E+07) e AC-PA (0,05E+07) (Figura 7f).

Discussao

A aplicag@o do mix probiotico ndo afetou a qualidade da dgua, onde os parametros
fisicos e quimicos da qualidade da agua como temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
alcalinidade, salinidade, amonia, nitrito, nitrato, fosfato e solidos 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 diferencas encontradas estdo relacionadas aos
diferentes sistemas de produgao, sistema em agua clara e bioflocos, sendo o esperado para
esse design experimental. Apenas de as concentracdes de nitrito e de sélidos suspensos
totais apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos testados em ambos os
sistemas. As concentragdes médias de nitrito foram maiores no sistema de dgua clara
devido a auséncia do processo de nitrificagdo, com maiores valores encontrados nos
tratamentos AC-PRA e AC-PR ¢ as menores concentragdes foram encontradas nos
tratamentos BFT-PR, BFT-CTL e BFT-PA, comportamento similar foi observado em
condi¢des de agua clara e sistema de bioflocos com o uso de probidticos, onde a auséncia
do processo de nitrificagdo gerou maiores concentragdes nos tratamentos em agua clara
(Hostins et al. 2017).

A adigdo de probidticos ¢ considerada uma pratica de manejo de extrema

importancia para melhor desempenho zootécnico dos animais cultivados, contribuindo
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para melhor performance, imunidade e controle de potenciais bactérias patogénicas
(Farzanfar 2006; de Souza et al. 2012). O tratamento com melhor desempenho zootécnico
foi o BFT-PRA, onde os indicies de crescimento e produ¢ao foram superiores, peso médio
50% maior quando comparado com controle. A adi¢do de bactérias probidticas em
sistemas de bioflocos (com inoculo) proporciona melhores condi¢des 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 probidticos foram adicionados na ragdo e na agua
mesmo em condi¢des de dgua clara (AC-PRA), melhoras significativas foram observadas,
como maior peso final, taxa de crescimento especifico e produtividade, sem diferir do
sistema de bioflocos. Isso foi observado em estudo com adi¢do continua do mix
probidtico (3g/kg racdo) onde obtiveram peso médio em 20% mais alto comparado com
controle (Kesselring et al. 2019).

Altas densidades de estocagem sdo comuns em bergarios em sistemas
superintensivos, quando o sistema ndo ¢ controlado de maneira eficiente pode causar
reducdo das taxas de sobrevivéncia e perdas de produgdo. No entanto, quando o manejo
¢ delineado de maneira apropriada pode resultar em melhores condi¢des 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 agua
clara sem uso de probidticos (AC-CTL) obtendo os piores resultados em todos os
parametros zootécnicos avaliados. Grupos controle (sem adi¢do de probidticos) muitas
vezes sdo afetados por diversos fatores, como estresse, altas densidades e canibalismo, o
que contribui para o desempenho zootécnico pouco satisfatorio como observado em
estudos com adi¢cdo de bacilos versus controle (Rengpipat et al. 1998; Zokaeifar et al.
2012). As taxas de sobrevivéncia foram altas, acima de 89%, em todos os tratamentos,
exceto o tratamento em dgua clara controle (AC-CTL). Aplicagdo dos probioticos ¢é
descrita em diversos estudos onde sdo efetivos para melhoras em diferentes parametros
zootécnicos, entre eles sdo encontradas as altas taxas de sobrevivéncia ao final dos
experimentos (Abumourad, Authman, and Sharaf 2013; Pandiyan et al. 2013; Ramu et al.
2017).

Diferentes metodologias de aplicacdo dos probiodticos sdo comumente utilizadas,
diretamente na &gua, incorporada a ragdo, banhos de imersdo e adi¢do direta aos
sedimentos (Gullian, Thompson, and Rodriguez 2004; Lalloo et al. 2007; Rengpipat et

al. 1998). A aplicagdo diaria do mix probidtico fornece bactérias de maneira continua ao
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sistema de producdo, esse estimulo continuo contribuiu para melhor desempenho
zootécnico em todos os tratamentos com pelo menos uma via de aplicagdo, conforme
mencionado por diversas revisdes bibliograficas sobre o uso de probidticos (Kumar et al.
2016; Nayak 2021; Pandiyan et al. 2013). Quando as bactérias probioticas sao
adicionadas a ra¢do e a 4gua 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 aplicacdo dupla dos probioticos causou efeitos satisfatdrios, estudos
corroboram com essa hipotese onde diferentes vias de aplicagdo 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 organica, reciclagem de nutrientes e suplementagao nutricional
fornecida os organismos cultivados, onde transforma nitrogénio em proteina microbiana
(Amjad et al. 2022; Huerta-Rabago et al. 2019). No presente estudo foram avaliados os
microrganismos presentes na agua, classificados entre protozoarios (zooplancton) e
microalgas (fitoplancton), foram encontrados flagelados, ciliados, rotiferos, nematoides
e microalgas. O maior nimero 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 agua clara. Flagelados, ciliados e microalgas
foram encontrados nos tratamentos em sistema de adgua clara, incluindo o controle (AC-
CTL), no entanto sua abundancia ¢ significativamente inferior a todos demais tratamentos
em sistema de bioflocos. Em sistema de bioflocos o comportamento da comunidade
microbiana € relatado em diversos estudos, onde sdo encontrados diversos protozoarios e
diferentes microalgas neste sistema, atuam diretamente na composi¢do microbiana e no
desempenho dos organismos cultivados (Khanjani, Mohammadi, and Emerenciano 2022;
Reis et al. 2019). Demais protozoarios como rotiferos e nematoides foram encontrados
apenas no sistema de bioflocos e presentes em todos os tratamentos, sdo organismos
indicadores de maior desenvolvimento da cadeia microbiana, participando da ciclagem
de nutrientes e do “microbial loop”, atuando como suplementagdo nutricional de alta
qualidade, devido ao aporte de proteinas e lipideos (Azam et al. 1983; Khanjani et al.

2022; Ray et al. 2010).
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As microalgas sdo responsdveis por produzir proteinas, lipideos, agucares e
participam da dindmica de oxigénio dissolvido e didxido de carbono nos sistemas de
aquicultura. Sdo consideradas produtoras primarias e sdo consumidas pelo zooplancton,
transferindo nutrientes para niveis troficos mais altos (Brown et al. 1997; Ju et al. 2008;
Martins et al. 2016). Nas condi¢des experimentais deste presente estudo as microalgas
foram encontradas em todos os tratamentos, onde a maior abundancia foi observada nos
tratamentos em sistema de bioflocos, sendo estes superiores aos valores encontrados no
sistema de agua clara. Os bioflocos fornecem nutrientes para o crescimento das
microalgas através da decomposicdo da matéria organica e atuam como fertilizante
(nitrogénio e fosfato) em condi¢des controladas, caso contrario, pode ocasionar dominio
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
abundancia 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 abundancia
bacteriana total, abundancia de Bacillus subtilis ¢ abundancia de bactérias acido lacticas,
quantificadas na agua de cultivo e no intestino dos animais. Ambas as quantificacdes
foram significativamente maiores nos tratamentos com sistema de bioflocos e
especialmente no tratamento com via dupla de aplicagdo dos probiodticos (BFT-PRA) na
agua e no intestino. A colonizagao do trato dos animais foi evidenciada neste estudo, onde
foram encontrados bacilos e as bactérias 4cido lacticas, com exce¢do dos grupos controle,
o que justifica os baixos indices zootécnicos (Huyghebaert, Ducatelle, and Immerseel
2011; Knipe et al. 2021).

A comunidade microbiana ¢ composta por diversos microrganismos que incluem
uma grande quantidade de bactérias, que pertencem a diferentes grupos, onde
encontramos bactérias heterotroficas, quimioautotroficas, fotossintéticas, probidticas e
patogénicas, sdo consideradas os principais organismos nos sistemas de bioflocos
(Cardona et al. 2016; Ebeling et al. 2006; Luis-Villasefior et al. 2013; Ray et al. 2010).
Autores afirmam a existéncia de uma intensiva interacao entre o ambiente de cultivo e os
organismos aquaticos cultivados, ou seja, o equilibrio da comunidade bacteriana da agua
estd diretamente relacionado com a colonizacdo do intestino dos camardes (Moriarty

1998; Verschuere et al. 2000). A capacidade de colonizagdo do trato intestinal
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proporciona inumeros beneficios ao hospedeiro, como a adesdo, sobrevivéncia e
multiplicagdo das bactérias no trato intestinal, competicdo com bactérias patogénicas,
melhor absor¢do de nutrientes, estimulagdo do sistema imune, capacidade de secretar
substancias antagonistas e bacteriocinas (Amoah et al. 2019; Gonzélez-Félix et al. 2018;
Merrifield et al. 2011; Wang et al. 2022). No presente estudo observamos a colonizagdo
do trato intestinal em concordancia com as condi¢des encontradas na dgua de cultivo.

O uso de mix probiodtico (multiespécies) ¢ investigado por diversos autores
atualmente, a preocupa¢do com a interagdo entre as bactérias vem sendo descoberta e
avaliada. Os bacilos muitas vezes sdo encontrados em maior abundéncia no ambiente de
cultivo do que propriamente no intestino, no entanto, as bactérias acido lacticas tendem a
colonizar intestino e sdo capazes de suportar amplas variacdes de pH, salinidade e
condi¢des sem oxigénio (intestino), facilitando sua multiplicagcdo (Decamp, Moriarty, and
Lavens 2008; Kesarcodi-Watson et al. 2008; Mohapatra et al. 2012; Timmerman et al.
2004; Won et al. 2020). Os bioflocos contribuiram para maior abundancia bacteriana em
todos os tratamentos testados e o presente estudo também evidencia que a maior
abundancia bacteriana ¢ encontrada na 4dgua quando comparada ao intestino, porém
ambos estdo em sincronia, resultados similares foram encontrados em sistema de
bioflocos. Os bacilos foram capazes de colonizar o trato, assim como as bactérias acido
lacticas, as concentragdes diferiram em relagdo ao método de aplicacdo, ao sistema de
producdo e a dose aplicada (Hu et al. 2017; Klaenhammer 1993; Nguyen Thi Truc et al.
2021).

Conclusoes

A utilizacdo do mix probidtico composto por multiéspecies (Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) foi capaz de manter a qualidade da
agua em ambos os sistemas e tratamentos, proporcionou melhor desempenho zootécnico
quando aplicado na ragdo e na agua em sistema de bioflocos e quando aplicado na ragdo
e na dgua em sistema de agua clara proporcionou desempenho similar ao sistema de
bioflocos. A maior abundancia de microrganismos e bactérias foram encontradas no
sistema de bioflocos quando o mix probiotico foi adicionado em duas vias de aplicagao.
Os bacilos e as bactérias acido lacticas foram capazes de colonizar a 4gua do cultivo e o

trato intestinal dos camardes cultivados.
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CAPITULO III: AVALIACAO ENTRE ENGORDA SEMI-INTENSIVA E
SUPERINTENSIVA DO CAMARAO BRANCO DO PACIFICO Penaeus vannamei:
AVALIACAO DO USO DE MIX PROBIOTICO NOS EFEITOS SOBRE A
QUALIDADE DA AGUA E DESEMPENHO ZOOTECNICO

Artigo submetido a revista Boletim do Instituto de Pesca

Resumo

Os probiodticos tém se destacado como uma estratégia sustentavel para otimizar o
desempenho zootécnico dos camardes e melhor manejo da qualidade de 4gua. Sao
microrganismos amplamente reconhecidos por seus efeitos benéficos sobre o hospedeiro.
O presente trabalho possui duas fases de engorda, semi-intensiva (20 cam m?) e
superintensiva (300 cam m2), ambas com duragdo de 63 dias. Foram testados mix de
bactérias probidticas comercial composto por Bacillus subtilis (3,4x10° UFC g,
Lactobacillus plantarum (1,2x10° UFC g!) e Pediococcus acidilactici (1,2x10° UFC g
1. Os tratamentos consistem em Engorda 1 com PROB (adi¢do de probidticos) e CTL
(sem adi¢do de probidticos), os tratamentos na Engorda 2 sdo diferentes vias de aplicagdo
dos probioticos em sistema de agua 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 agua foram estatisticamente iguais para todos
os parametros avaliados e mantiveram-se dentro dos niveis recomendados para a espécie.
Houve diferenca significativa para todos os parametros zootécnicos quando adicionados
probidticos em comparacdo com grupo controle (sem adicdo de probioticos). Foram
observadas diferengas na comunidade microbiana e na abundancia bacteriana, onde foram
encontrados maior diversidade de microrganismos com a adi¢do de probioticos e
coloniza¢do do trato intestinal pelas bactérias probioticas. Na engorda superintensiva
foram encontradas diferengas para dados avaliados na qualidade de &gua, como pH,
nitrito, nitrato, solidos suspensos totais e turbidez. Valores encontrados para o
desempenho zootécnico sdo superiores quando os probidticos sdo adicionados na agua e
na ragdo em sistema de bioflocos, foram encontrados maior diversidade de
microrganismos ¢ abundancia bacteriana no sistema de bioflocos quando comparado ao
sistema de 4gua clara, porém no tratamento com adi¢ao dos probiodticos em duas vias em
agua clara houve comportamento similar ao tratamento controle em sistema BFT. Foram
encontrados diferentes microrganismos e maior abundancia bacteriana em todos os

tratamentos com bioflocos e capacidade de colonizagao do trato intestinal dos camardes
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pelas bactérias probidticas utilizadas. As principais conclusdes sdo a capacidade de
melhora no desempenho zootécnico, manuten¢do da qualidade da 4gua, aumento da

diversidade de microrganismos e bactérias na dgua e no intestino dos camardes.

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?) and super-intensive (300 shrimp
m?), each lasting 63 days. A commercial probiotic mix comprising Bacillus subtilis
(3.4x10° CFU g™, Lactobacillus plantarum (1.2x10° CFU g™), and Pediococcus
acidilactici (1.2x10° CFU g') 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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Introducio

A intensificag¢do da aquicultura ¢ impulsionada por uma crescente procura global
por proteina animal aqudtica, levando a inovagdes que podem aumentar a produgao e, ao
mesmo tempo, reduzir os impactos ambientais (Wee et al., 2024). As vantagens da
producgdo do Penaeus vannamei, sendo a espécie mais cultivada em todo o mundo sdo o
seu alto valor de mercado, conversdo alimentar eficiente e adaptabilidade a varias
condi¢des de criagdo, incluindo sistemas de alta densidade (Valenti et al., 2021). Os
sistemas de aquicultura superintensivos, projetados para maximizar a producdo de
camardo em um espaco limitado, enfrentam desafios operacionais significativos,
principalmente relacionados a proliferacdo de doencas, ao manejo da qualidade da adgua
e a necessidade de praticas sustentaveis para evitar a degradacdo ambiental (Mohapatra
et al., 2013; Ray et al., 2011; Verschuere et al., 2000).

Historicamente, os antibioticos foram amplamente utilizados na aquicultura para
combater doencas infecciosas na tentativa de manter a saude do camardo, mas as
consequéncias ndo intencionais da resisténcia antimicrobiana e da contaminacgdo
ambiental levaram a restrigdes regulatorias e a um impulso para estratégias alternativas
de gestdo da saude (Pereira et al., 2022; Resende et al., 2017). Isso levou a um interesse
crescente em probidticos como uma solugdo promissora e ecologicamente correta para
melhorar a satide e a produtividade do camardo sem comprometer a integridade ambiental
(Moriarty, 1998, 1997). O conceito de probidticos, definido como suplementos
microbianos vivos que conferem beneficios a saide do hospedeiro, tem sido amplamente
aplicado em vdrias criagdes de animais e agora estd ganhando forg¢a na aquicultura
(Verschuere et al., 2000).

Especificamente, os probidticos na aquicultura demonstraram potencial para
regular a comunidade microbiana no trato gastrointestinal do camardo, melhorar a
conversao alimentar e aumentar as respostas imunoldgicas, tornando-os uma alternativa
viavel aos tratamentos quimicos tradicionais (Deng et al., 2022; Kumar et al., 2023; Zhu
et al., 2023). Os probioticos oferecem varios mecanismos pelos quais contribuem para
sistemas de aquicultura mais saudaveis e produtivos, podem competir diretamente com
bactérias patogénicas por nutrientes e locais de colonizagdo, reduzindo assim a incidéncia
de surtos de doengas (Al-Dohail et al., 2011; Riquelme et al., 1996). Este efeito de
exclusdo competitiva ¢ particularmente valioso em sistemas superintensivos onde a

pressdo de doengas ¢ alta devido as altas densidades de estocagem dos camardes em areas
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reduzidas (Knipe et al., 2021; Wasielesky et al., 2013). Além disso, muitas cepas
probioticas produzem compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, peroxido de
hidrogénio e 4cidos organicos, que inibem o crescimento de bactérias nocivas e
estabilizam o ambiente microbiano dentro do sistema de cultivo de camardes (Abriouel
et al., 2011; Huyghebaert et al., 2011; Sahoo et al., 2016).

Cepas de Bacillus sp e algumas bactérias acido lacticas como Lactobacillus sp e
Pediococcus sp podem ativar a produg@o de enzimas relacionadas ao sistema imunoldgico
e moléculas de sinaliza¢dao dentro do organismo dos camardes, fornecendo uma camada
adicional de prevencdo de doencas (Kesselring et al., 2019; Pillinger et al., 2022). A
selecdo cuidadosa das cepas probidticas ¢ crucial para garantir sua seguranga ¢ eficécia,
sendo assim, os efeitos dos probidticos podem variar dependendo da espécie de animal
cultivado, da cepa probidtica, da dose, da via de administragdo e das condigdes de cultivo
(Sha et al., 2016; van Hai and Fotedar, 2010; Wang et al., 2022).

Em sistemas de bioflocos, os probidticos fornecem uma camada adicional de
beneficios ambientais ao contribuir para a manuten¢ao da qualidade da a4gua e melhora
nas condi¢des de saude 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 4gua e minimizando a produgdo de
residuos (Wasielesky et al., 2006). Os probidticos introduzidos em sistemas de produgao
com bioflocos melhoram esses processos microbianos, auxiliando na degradag¢do da
matéria organica e na conversao de metabolitos prejudiciais, como amonia € nitrito, em
formas menos toxicas, o que proporciona um ambiente de criagdo mais saudavel para o
camarao (Arias-Moscoso et al., 2018; Llario et al., 2019). Ao promover uma comunidade
microbiana equilibrada e benéfica, os probidticos ajudam a mitigar o risco de dominancia
de patogenos e a criar um ecossistema de aquicultura mais estavel (Kasan et al., 2017).

Em geral, os probidticos podem ser aplicados diretamente na dgua, incorporados
a racdo ou administrados por meio de uma combinagdo de ambas as abordagens e cada
método tem vantagens e limitacdes distintas, muitas vezes influenciadas por fatores como
a qualidade da 4gua, a idade dos animais, dimensdes dos sistemas de produgdo dos
camardes e as cepas probidticas especificas utilizadas (Kumar et al., 2016). Por exemplo,
as aplicacdes probidticas diretamente na agua sdo benéficas para efeitos ambientais
imediatos, pois podem afetar diretamente o equilibrio microbiano dentro do sistema de
producdo, auxiliando na melhoria da qualidade da 4gua e no controle de biorremediacdo

(Brito et al., 2016). Entretanto, a eficacia das aplica¢des diretamente na agua pode ser

90



afetada por fatores ambientais como pH e temperatura, que podem alterar a viabilidade
das bactérias probioticas (Adilah et al., 2022).

Por outro lado, as aplicagdes de probidticos com base na racdo oferecem a
vantagem de fornecer probidticos diretamente ao trato gastrointestinal do camardo, o que
pode ser especialmente benéfico para a modulagdo imunoldgica e a absor¢ao de nutrientes
(Das Susmita and Haque, 2017). Pesquisas indicam que os probidticos administrados por
meio da ra¢do sdo mais adequados para estabelecer uma microbiota intestinal estavel e
benéfica, o que ¢ fundamental para a saude e o desempenho do crescimento do camarao
em longo prazo (Kumar et al., 2016; Nayak, 2021). Entretanto, as aplica¢gdes baseadas em
racdo exigem uma formulacdo cuidadosa para garantir a viabilidade dos probidticos
durante o processamento e o armazenamento da ragdo (Hancz, 2022). Além disso, estudos
demonstraram que uma combina¢do de aplicacdes na dgua e na racdo pode produzir
efeitos sinérgicos, pois aborda simultaneamente os ambientes microbianos internos e
externos, essa abordagem dupla foi associada a maiores taxas de sobrevivéncia, melhores
métricas de crescimento e controle mais eficaz de patdogenos em sistemas de aquicultura

superintensivoss (He et al., 2023; Ringga, 2020).

Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia do uso do probiodtico mix comercial no cultivo superintensivo
e semi-intensivo no cultivo do Penaeus vannamei na fase de engorda em diferentes
sistemas e as interagdes com a qualidade da agua, desempenho zootécnico, comunidade

microbiana e abundancia bacteriana.

Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do mix probidtico comercial na fase de engorda em sistema
semi-intensivo em 4agua clara na qualidade da 4gua, desempenho zootécnico,
composi¢do da comunidade microbiana, composi¢ao e abundancia bacteriana na
agua e intestino dos camardes.

e Avaliar a influéncia do mix probidtico comercial na fase de engorda em sistema
superintensivo em agua clara e BFT na qualidade da agua, desempenho
zootécnico, composicdo da comunidade microbiana, composicdo e abundancia

bacteriana na dgua e intestino dos camardes.
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Material e Métodos
Condig¢oes experimentais

Os experimentos foram realizados na Estagdo 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 duragdo de 63 dias (9 semanas).
Camardes da espécie Penaeus vannamei, provenientes da Aquatec® (Rio Grande do
Norte), foram obtidos em estagio de nduplio e passaram pela fase da larvicultura e
bergario no Laboratorio de Carcinocultura - FURG. Apds esse periodo, as pos-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 fotoperiodo. Para controle de temperatura foram utilizados
aquecedores de agua submersos com termostatos (Stealth, ETP250, USA, 250W). O
controle de luminosidade foi feito com temporizador analdgico de luz, mantendo em 12
horas de escuro e 12h de claridade. O sistema de aeragdo era composto por soprador tipo
blower, onde o oxigénio atmosférico era distribuido em cada unidade experimental
através de duas mangueiras microperfuradas (Aerotubes®) de 30 cm. Os tanques foram
preenchidos com 4gua salgada (salinidade 30). Para desinfec¢do inicial da dgua, aplicou-
se uma solugdo de hipoclorito de sdédio (10ppm) e posterior aplicacdo de acido ascorbico

(1ppm) para neutralizagdo dos residuos de hipoclorito de sddio.

Delineamento experimental 1 (Engorda Semi-intensiva)

Foram estocados camardes com peso médio inicial de 0,54g (+0,20), a densidade
de estocagem de 20 cam m2, 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 util, com éarea de fundo de 10m™2, sendo trés tanques para

cada tratamento. Os tratamentos foram distribuidos da seguinte maneira:

e PROB (Probidticos - adi¢do probidticos na ragdo e na agua);

e CTL (Controle - sem adi¢do de probioticos).

A engorda semi-intensiva foi mantida em agua clara durante todo periodo

experimental, foram feitas renovagdes de 50% (2500L) 3 vezes por semana ou de acordo
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com as concentracdes de amonia e nitrito, simulando condi¢des de cultivos semi-

Intensivos.

Delineamento experimental 2 (Engorda Superintensiva)

Foram estocados camardes com peso médio de 0,45g (+0,10), a densidade de
estocagem de 300 cam m™, 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 util, com area de fundo de 0,49m2. Os

tratamentos foram divididos da seguinte maneira:

e Sistema agua clara (AC):

o AC-CTL (sem adicao de probidticos)

o AC-PR (adicao de probidticos somente na ragao)

o AC-PA (adicao de probidticos somente na dgua)

o AC-PRA (adi¢do de probidticos na ra¢do e na dgua)
e Sistema de bioflocos (BFT):

o BFT-CTL (sem adi¢do de probioticos)

o BFT-PR (adi¢ao de probidticos somente na ragao)

o BFT-PA (adi¢ao de probidticos somente na dgua)

o BFT-PRA (adi¢@o de probidticos na ra¢do e na dgua)

O sistema em agua clara foi mantido com renovagdes de 50% (75L) 3 vezes por

semana ou de acordo com as concentragdes de amodnia e nitrito.

No sistema de bioflocos foi utilizado inoculo de 10% (15L) de floco maduro de
uma unidade de producdo (concentragdes de amonia e nitrito indetectaveis, nitrato (13,8
mg/l), fosfato (4,1 mg/l) e so6lidos suspensos totais (438 mg/l) (Krummenauer et al.,
2014b). Foram realizadas fertilizacdes organicas com melaco de cana-de-actcar de
acordo com as concentracdes de amonia (1 mg/l), para manter as relacdes C:N (6:1)
(Avnimelech, 1999; Ebeling et al., 2006). Para reposicdo do volume por evaporagdo
foram realizadas adi¢gdes de dgua doce declorada e para manutengdo 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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Aplicag¢do do mix probiotico e alimentagdo

O mix probidtico comercial ¢ composto pelas seguintes bactérias e suas
respectivas concentragdes: Bacillus subtilis (3,4x10° UFC g, Lactobacillus plantarum
(1,2x10° UFC g') e Pediococcus acidilactici (1,2x10° UFC g'). Foram aplicadas as
dosagens recomendadas pelo fabricante, diariamente na ragdo (2g de probidtico/kg de
racdo) e na agua foram utilizadas doses didrias de 1g/tonelada de agua. Os probidticos
foram misturados com agua proveniente de cada unidade experimental, para serem
aspergidas a racgdo e pipetados na dgua de cultivo, 5 dias da semana. Os camardes foram
alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 17:00 h), utilizando ragdo comercial Active 40%

PB (Guabi®) para fase de engorda (Jory et al., 2001).

Qualidade da agua

Parametros como temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram monitorados duas
vezes ao dia (08:00 e 17:00h) utilizando um aparelho multiparametro da marca YSI®
modelo 556. A salinidade foi verificada semanalmente com o auxilio de um refratdmetro
optico (ATC, RTP-20ATC, Brasil). Os niveis da amonia total (N-AT) e nitrito (N-NO>.)
foram analisados trés 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. So6lidos suspensos totais foram medidos

semanalmente (Strickland and Parsons, 1972).

Desempenho Zootécnico

O crescimento dos camardes em todas as unidades experimentais foi
acompanhado por meio de biometrias semanais, utilizando balanca digital com precisdo
de 0,01g. Ao final do experimento, foram avaliados os seguintes pardmetros: conversao
alimentar aparente (C.A.A.): alimento oferecido/incremento de biomassa. Ganho de peso
semanal (GPS): (peso médio final — peso médio inicial) /semanas. Sobrevivéncia: ((n°
individuos despescados / n° individuos estocados) x 100. Biomassa final: (peso médio
final x n° individuos despescados). Produtividade: (biomassa final / volume unidade

experimental).

Analise da comunidade microbiana

Foram coletas amostras de dgua (20 ml) ao final do periodo experimental, para
quantificagdo e classificagdo dos microrganismos presentes na dgua. As amostras foram

fixadas em formalina a 4% (concentracdo final) e mantidas em frascos ambar para
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posterior contagem e identificagdo dos principais grupos de microrganismos presentes.
Os microrganismos foram classificados em diferentes grupos: flagelados, ciliados,
rotiferos, nematoides e microalgas, foi usado um microscépio invertido Olympus IX51
com ampliacdo final de 200x, no qual aliquotas de 2,1 ml de amostra foram colocadas em
uma camara de sedimentagdo e 30 campos foram contados aleatoriamente (Utermohl,
1958). As contagens foram realizadas no Laboratorio de Ecologia de Microrganismos

Aplicados a Aquicultura (LEMAQUI) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).
Analise de Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH)

Foram coletadas amostras finais de 4gua de cada unidade experimental e coletados
intestinos dos camardes, ambos fixados em paraformaldeido a 2% (concentragdo final) e
estocadas sob refrigeracdo para posterior realizacdo da andlise de hibridizagdo
fluorescente in situ (FISH) para identificagdo de bactérias dos géneros Bacillus spp e
Lactobacillus spp (Tabela 1). Previamente ao inicio 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 um por 60s (trés vezes). Apds a sonicagdo, as amostras foram centrifugadas a
500 g por cinco minutos e o sobrenadante retirado, repetindo esta etapa duas vezes com
adi¢do de agua ultrapura para lavagem do conteudo. As trés por¢des de sobrenadante
foram colocadas em um mesmo frasco, novamente centrifugadas e so entdo filtradas em
filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 um) e mantidas refrigeradas a 4° C até
a realizagdo do protocolo de hibridizacdo. As amostras de dgua foram filtradas

diretamente em filtros brancos de policarbonato (Nuclepore® 0,2 pum).

Posteriormente as amostras foram avaliadas através de microscopia de
epifluorescéncia, utilizando sondas de oligonucleotideos 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 hibridizacdo. Adicionado a cada sonda especifica foi usado DAPI, para
determinagdo da abundancia bacteriana total. Um controle negativo (NON) foi utilizado
com uma sonda sem nenhum marcador especifico para bactérias, servindo como um teste
de eficiéncia do processo de hibridizagcdo. A abundéancia de bactérias foi obtida pela
contagem direta com aumento de 1000x utilizando um microscépio de epifluorescéncia

(Olympus® BX-60), equipado com os filtros: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2
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e U-MWG?2, no Laboratorio de Ecologia e Biologia Molecular de Microrganismos
(LEBIOMM) da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG.

Tabela 7 - Sondas de oligonucleotideos para identificagdo de diferentes grupos
bacterianos usados neste estudo. Todas as sondas foram marcadas com fluorocromo
Cy3.

Sonda  Especificidade Sequéncia (5°-37) %FA* Referéncia
Controle (Yokokawa
NON . TAGTGACGCCGTCGA 30 and Nagata,
negativo
2005)
Bacill Bacillus ~ GCCGCCTTTCAATTTCGAAC 35 SChzlJOOI 8;
Bmy$43  Bacillss ~ CTTCAGCACTCAGGTTCG 35 (z?lz%%g)et
Bsub B.subtilis CGTTCAAACAACCATCCGG 35  (Kyselkovd
et al., 2009)
BsubC B sublilis A A GOCACCTTTTATGTTTGA 35 (Kyselkovd
grupo et al., 2009)
Lactol5  Lactobacillss CCGTCAACCCTTGAACAGTT 30  (Demancche
et al., 2008)
Lacto39  Lactobacillis TCTGTTTAGTTCCGCTCGTTC — 30 (Demantche
et al., 2008)
LGC354A  Firmicutes TGGAAGATTCCCTACTGC 35 Sl\’[el‘ggg;
LGC354B  Firmicutes CGGAAGATTCCCTACTGC 35 Sl\’[el‘ggg;
LGC354C  Firmicutes CCGAAGATTCCCTACTGC 35 Sl\’[el‘ggg;

*Porcentagem de formamida (FA) na solucdo de hibridizacdo in situ.
Analise estatistica

Parametros de qualidade da 4gua, desempenho zootécnico, abundancia bacteriana,
densidade total das bactérias por grupos especificos e contagem diferencial de hemocitos
foram submetidos a analise de variancia de uma via, levando em consideragao os
pressupostos de homocedasticidade e normalidade através dos testes Levene e
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. O teste de Tukey foi aplicado quando diferengas
significativas foram detectadas (p<0,05), os dados de sobrevivéncia, 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 agua

Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos
para todos os parametros de qualidade da dgua avaliados, como temperatura, oxigénio
dissolvido, pH, alcalinidade, salinidade, amodnia, nitrito, nitrato, fosfato, sélidos
suspensos totais e turbidez (Tabela 2).

Tabela 8 — Parametros de qualidade da dgua (média+desvio padrdo) nos tratamentos:
Probioticos (PROB) e Controle (CTL) ao longo dos 63 dias de experimento em engorda
semi-intensiva.

Parametros PROB CTL
Temperatura (°C) 27,41+0,43 27,32+0,18
0D (mg L) 6,19+0,22 6,22+0,20
pH 7,91+0,05 7,96+0,03
Amoénia (N-AT mg L) 0,56+0,26 0,44+0,26
Nitrito (N-NO,. mg L) 2,34+2 81 1,99+2,12
Nitrato (N-NOs. mg L) 5,11+1,53 4,49+2,00
Fosfato (P-PO4> mg L) 0,63+0,10 0,62+0,07
Salinidade 30,67+1,02 30,48+1,03
Alcalinidade (mg CaCOs; L) 156,85+6,20 156,30+10,52
SST (mg L) 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),
oxigénio dissolvido (6,19-6,22 mg L") e pH (7,91-7,96). Valores médios de amonia
(0,44-0,56 mg L") (a), nitrito (1,99-2,34 mg L") (b) e nitrato (4,49-5,11 mg L™) (c)
apresentados na Figura 1. Valores de fosfato (0,62—0,63 mg L), salinidade (30,48—
30,67), alcalinidade (156,30-156,85 mg CaCOs L™), so6lidos suspensos totais (46,86—
56,85 mg L) (a) e turbidez (9,56—-11,30 NTU) (b) (Figura 2).
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intensiva do P. vannamei, nos diferentes tratamentos. Médias e desvio padrio sdo

mostrados nos graficos.
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ao longo de nove semanas durante a fase de engorda semi-intensiva do P. vannamei, nos
diferentes tratamentos. Médias e desvio padrao sdo mostrados nos graficos.

Desempenho Zootécnico

Os resultados médios do desempenho zootécnico do P. vannamei ao final do
periodo experimental de 63 dias mostram que diferengas foram observadas nos
parametros: o peso final foi maior em PROB (15,17 g) comparado a CTL (11,01 g), assim
como a sobrevivéncia (76,50% em PROB contra 60,00% em CTL). O coeficiente de
conversao 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 relagdo a CTL (1,17
g/sem). Além disso, a biomassa final foi superior em PROB (2,32 kg) em comparagdo a
CTL (1,32 kg), e a produtividade foi maior no tratamento PROB (0,44 kg/m?) do que em
CTL (0,24 kg/m?) (Tabela 3).
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Tabela 9 — Desempenho zootécnico (média+desvio padrdo) do P. vannamei ao final do
periodo experimental de 63 dias na engorda semi-intensiva nos tratamentos Probioticos
(PROB) e Controle (CTL).

Desempenho Zootécnico PROB CTL
Peso inicial (g) 0,54+0,20 0,54+0,20
Peso final (g) 15,17+0,702 11,01+0,47°
Sobrevivéncia (%) 76,50+1,41°2 60,00+9,90°
CAA 2,38+0,07° 3,26+0,21°
GPS (g/sem) 1,63+0,082 1,17+0,05°
Biomassa final (kg) 2,32+0,062 1,3240,16°
Produtividade (kg m?) 0,44+0,012 0,24+0,03°

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos apos
ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. CAA = conversdo alimentar aparente, GPS = ganho de
peso semanal.

Composi¢do da comunidade microbiana

Os dados mostram diferencas significativas na abundancia de microrganismos
entre os tratamentos PROB e CTL. Para os flagelados, o tratamento PROB apresentou
maior abundancia (8,43E+04) em comparacao ao CTL (2,36E+03). Os ciliados também
foram mais abundantes no PROB (2,48E+04) em relacao ao CTL (7,00E+02). Em relagao
aos rotiferos, foram encontrados em menor abundancia no PROB (9,91E+03) ¢ 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
abundancia (2,26E+04) em comparacdo ao CTL (2,31E+03). Esses resultados indicam
que o uso de probidticos promoveu maior diversidade e quantidade de organismos em

comparagdo ao controle (Figura 3).

1,20E+05
1,00E+05 a
CTL - Flagelados
muCTL - Ciliados
8,00E+04 mCTL - Rotiferos
mCTL - Nematdides
6,00E+04 mCTL - Microalgas
m PROB - Flagelados
PROB - Ciliados
4,00E+04 b b ,
PROB - Rotiferos
u PROB - Nematéides
2,00E+04 c ® PROB - Microalgas
d I £
0,00E+00 o e
Final

100



Figura 10 — Composi¢do da comunidade de microrganismos (média+desvio padrio)
encontrados ao final do experimento da fase de engorda semi-intensiva do P. vannamei,
em todos os tratamentos.

Abunddncia bacteriana

O tratamento com probidticos (PROB) apresentou maior concentracdo de
bactérias probioticas totais (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus
acidilactici) na 4gua e no intestino dos camardes em comparagdo ao grupo controle
(CTL), com diferengas significativas entre ambos os tratamentos. No grupo PROB, a
concentragdo de bactérias na agua foi superior a encontrada no intestino, enquanto no
CTL nao houve diferenca significativa entre os compartimentos analisados, ambos

apresentando valores minimos de bactérias probidticas (Figura 4).

Bactérias Probidticas Totais
(cels 10E7)
Ao
8

PROB CTL

mAgua =Intestino

Figura 11 — Abundancia total das bactérias probidticas (Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum e Pediococcus acidilactici) ao final do experimento da fase de engorda semi-
intensiva do P. vannamei nos diferentes tratamentos nas condi¢cdes de presenca na agua
de cultivo e no intestino dos camardes. Médias e desvio padrao sdo mostrados no grafico.

Resultados Engorda 2 Superintensiva

Qualidade da agua

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para os
parametros de qualidade da agua avaliados, como temperatura, oxigénio dissolvido,
alcalinidade, amonia, fosfato e salinidade. Para os parametros de pH, nitrito, nitrato,

solidos suspensos totais e turbidez foram encontradas diferengas significativas entre os
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sistemas agua clara e bioflocos, porém ndo foram encontradas entre os tratamentos
testados (Tabela 4).

Os maiores valores médios encontrados para temperatura foram 29,59°C (AC-
CTL) e os menores foram 28,33°C (BFT-CTL), para o oxigénio 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 — Parametros de qualidade da 4gua (média+desvio padrdo) nos diferentes
tratamentos, ao longo dos 63 dias de experimento em engorda superintensiva.

Pardmetros AC-CTL AC-PA AC-PR AC-PRA  BFT-CTL BFT-PA BFT-PR BFT-PRA
Temperatura 29,59 28,81 28,93 28,69 28,64 28,33 28,60 28,51
+0,65 +0,38 +0,67 +0,52 +0,53 +0,49 +0,55 +0,66
0D 5,96 6,01 6,03 5,97 5,95 5,91 5,80 5,88
+0,12 +0,15 +0,16 +0,12 +0,17 +0,11 +0,13 +0,22
H 7,93 7,91 7,91 7,90 7,63 7,49 7,54 7,58
P +0,03° +0,03° +0,04° +0,08° +0,18" +0,13 +0,10° +0,09
Alcalinidade 133,53 133,89 130,56 130,93 114,63 114,89 116,67 112,22
+11,67 +12,96 +12,96 +14,87 +114,63 +16,92 +16,99 +15,53
Aménia 0,46 0,40 0,36 0,42 0,14 0,24 0,15 0,15
+0,38 +0,36 +0,26 +0,35 +0,18 +0,35 +0,25 +0,10
Nittito 4,58 3,61 2,96 436 0,17 0,16 0,17 0,18
+4.80° +3,11° +2,77° +3,96° +0,12° +0,08" +0,12° +0,14°
Nitrato 4,74 5,15 5,81 5,37 34,19 30,74 32,74 33,37
+3,10° +3,80P +3,82b +3,42b +14,38° +13,99° +15,03 +14,67°
Fosfito 0,41 0,41 0,44 0,40 0,98 0,95 0,91 0,91
+0,27 +29 +0,28 +0,23 +0,14 +0,20 +0,29 +0,15
Salinidade 32,56 31,74 31,93 32,59 33,83 32,90 33,12 32,93
+1,19 +1,02 +1,17 +1,28 +2,01 +1,55 +1,62 +1,77
SST 89,07 94,96 109,70 100,41 384,96 374,07 363,26 354,96
+37,29° +49,90P +45290 +43,01° +162,66° +156,53¢ +155,12¢ +161,53¢
Turbides 46,67 62,94 73,57 62,40 204,53 181,19 169,01 187,16
431,26 +42 25 +48.74° +41,80° +131,93¢ +74,68° +101,60° +107,81°

Letras diferentes na mesma linha, indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os sistemas agua clara
(AC) e bioflocos (BFT), apés ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey.

Os maiores valores encontrados para amoénia (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). Ja os menores valores para amoénia 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 so6lidos 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).
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Figura 12 Variacdo temporal de nitrogénio amoniacal total (N-AT) (a), nitrito (N-NO>)
(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 padrdo sdo
mostrados nos graficos.
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Desempenho Zootécnico

Tabela 5 - Desempenho zootécnico (média+desvio padrao) do P. vannamei ao final do
periodo experimental de 63 dias na engorda superintensiva nos diferentes tratamentos.
Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos apds
ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. CAA = conversdo alimentar aparente, GPS = ganho de
peso semanal.

Desempenho o AC-PA AC-PR AC-PRA  BFT-CTL  BFT-PA BFT-PR BFT-PRA
Zootécnico

fge)so inicial 0,45+0,10 0,45+0,10 0454010  0,45+0,10  0,45+0,10  0,45+0,10  045+0,10  0,45+0,10
Peso final (g)  4,16+0,19° 4,68+0,43¢ 4,64+039¢  6,09+0,68°  6,13+0,03°  7,80+0,21°  8,68+0,28*  9,21+0,11?
(S(,Zk)’revwe“‘”a 60,0043,14°  88.89+6,29°  91,11+12,57° 94,44+7,68° 94,99+1,57° 97,78+0,09° 98,89+1,57*  99,91+0,02°
CAA 4.81+0,58° 2,68+0,48° 2,62+0,16° 1,86+0,06°  1,83+0,04° 1,3740,09¢  1,21+0,06¢  1,1240,05¢
GPS 0,41£0,02¢  0,47+0,05¢  0,47+0,04¢  0,63£0,03°  0,64+£0,05°  0,82+0,02°  0,91+0,03*  0,97+0,02°
(g/semana)

Biomassa d . c b b a a a
final (g) 112,51£11,05¢  187,78+30,27¢ 189,19+10,11¢ 257,59+7,91° 260,71+5,59° 343,1149,43* 386,26+18,55° 414,38+4.74
?&?ﬁ;ﬁdad 0,75+0,07°  125+0,20°  1,26+0,07¢  1,7240,05°  1,74+0,04° 2,29+0,06°  2,58+0,12*  2,76+0,03"

O maior peso final foi registrado em BFT-PRA (9,21g) e o menor em AC-CTL
(4,16g). A maior sobrevivéncia foi observada em BFT-PRA (99,91%), enquanto a menor
ocorreu em AC-CTL (60,00%). Em termos de eficiéncia 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 alcancada em BFT-PRA (2,76 kg/m?) e a mais baixa em AC-CTL (0,75 kg/m?).
De maneira geral, os tratamentos BFT, especialmente BFT-PRA, destacaram-se por seu
desempenho superior em todos os pardmetros, enquanto AC-CTL apresentou os piores

resultados.

Composi¢do da comunidade microbiana
No caso dos flagelados (a), os sistemas de bioflocos (especialmente BFT-PRA e

BFT-PA) apresentaram as maiores abundancias, enquanto os sistemas de agua clara
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mantiveram niveis significativamente menores. Para os ciliados (b), os tratamentos BFT-
PRA e BFT-PA também se destacaram, apresentando maiores abundancias, seguidos
pelos tratamentos BFT-PR e AC-PRA, enquanto AC-CTL e BFT-CTL tiveram os
menores valores. Nos rotiferos (c), todos os tratamentos com bioflocos apresentaram
maior concentracdo em relagdo aos sistemas de dgua clara, onde nao foram encontrados.
Os nematoides (d) seguiram um padrdo similar, com os tratamentos BFT-PRA, BFT-PR
e BFT-PA apresentando maiores abundéncias, enquanto os sistemas de dgua clara assim
como os rotiferos, também ndo foram encontrados. Por fim, as microalgas (e), os
tratamentos BFT-PA e BFT-PRA exibiram as maiores concentragdes, seguidos pelo AC-
PRA e BFT-PR, enquanto AC-CTL e BFT-CTL apresentaram as menores abundancias.
Os dados indicam que os sistemas de bioflocos, especialmente quando combinados com
probiodticos na racdo e na agua, promovem maior abundancia de microrganismos em

comparagado aos sistemas de agua clara (Figura 7).
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Figura 14 - Composi¢cdo da comunidade de microrganismos (médiat+desvio padrio)
encontrados ao final do experimento da fase de engorda superintensiva do P. vannamei,
em todos os tratamentos.

Abunddncia bacteriana

O tratamento agua clara sem adi¢do de probidticos (AC-CTL) apresentou os
menores valores em ambos (dgua e intestino), enquanto os maiores valores foram
observados no tratamento bioflocos com duas vias de aplicacdo dos probidticos (BFT-
PRA) na agua e no intestino. Nos sistemas de agua clara (AC), a adi¢do de probidticos
apenas na agua (AC-PA) ou na racdo (AC-PR) resultou em niveis intermediarios. Ja a
combinagdo de probidticos na racao e na agua (AC-PRA) aumentou significativamente a
abundancia bacteriana. Nos sistemas de bioflocos (BFT), os tratamentos com probioticos

(BFT-PR, BFT-PA, e BFT-PRA) apresentaram maior abunddncia bacteriana em
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comparacdo ao controle (BFT-CTL), com diferengas variando entre os compartimentos e
destacando o BFT-PRA como o mais eficaz (Figura 8a).

A abundancia de Bacillus subtilis nos tratamentos avaliados demonstra que o
tratamento AC-CTL apresentou as menores concentragdes em ambos (dgua e intestino).
Entre os sistemas de agua clara (AC), os tratamentos AC-PR, AC-PA e¢ AC-PRA
apresentaram valores similares com uma leve superioridade no intestino em relagdo a
agua em AC-PA. Nos sistemas de bioflocos (BFT), os tratamentos com probioticos (BFT-
PR, BFT-PA e BFT-PRA) apresentaram maior abundancia de Bacillus subtilis em
comparagdo ao controle (BFT-CTL), com o BFT-PRA se destacando como o tratamento
mais eficaz, exibindo os maiores valores na dgua e no intestino. Esses resultados indicam
que a aplicacdo de probidticos em sistemas de bioflocos, especialmente quando
combinada na ragdo e na agua, foi a mais eficiente para aumentar a presenca de Bacillus
subtilis (Figura 8b).

O tratamento AC-CTL e o BFT-CTL apresentaram os menores valores em ambos
os compartimentos. Nos sistemas de dgua clara (AC), os tratamentos AC-PR ¢ AC-PA
tiveram niveis baixos enquanto o AC-PRA apresentou as maiores concentragcdes, com
valores significativamente superiores em agua e intestino. Nos sistemas de bioflocos
(BFT), os tratamentos BFT-PR, BFT-PA ¢ BFT-PRA exibiram maiores concentragdes de
bactérias dcido laticas em comparagao ao controle (BFT-CTL). O tratamento BFT-PRA
destacou-se com as maiores abundancias em ambos os compartimentos, sem diferengas
estatisticas entre agua e intestino, sendo comparavel ao AC-PRA. Esses resultados
indicam que a adi¢do de probioticos, especialmente em sistemas combinados (ragdo e

agua), ¢ eficaz para aumentar a abundancia de bactérias acido laticas (Figura 8c).
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Discussao

Os parametros de qualidade da d4gua como temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
salinidade, alcalinidade, amonia, nitrito, nitrato, fosfato, solidos suspensos totais e
turbidez, em ambos os sistemas de dgua clara (AC) e bioflocos (BFT) mantiveram-se
dentro dos niveis recomendados para a espécie P. vannamei (Khanjani et al., 2024). O
uso dos probiodticos manteve a qualidade da dgua mais estavel no sistema de bioflocos
quando comparado com a &4gua clara, principalmente o nitrito, que na agua clara
expressou picos maiores € mais duradouros, alcangando niveis de toxicidade que afetaram
negativamente o desempenho zootécnico dos animais (Lin and Chen, 2003). Quanto a
troca de dgua, para manter a qualidade da 4gua nos sistemas de dgua clara altas taxas de
renovagoes foram feitas, simulando produgdes semi-intensivas com essas caracteristicas.
Os sistemas semi-intensivos requerem cerca de 50% de renovagdo, enquanto no sistema
superintensivo ndo ha troca de 4gua, caracterizando um sistema fechado (Cuzon et al.,
2004).

Em ambas as diferentes fases de engorda foram observadas as vantagens do uso
das bactérias probidticas expressadas pelos indices zootécnicos, onde o peso final (g),
sobrevivéncia, produtividade, biomassa final e taxa de conversdo alimentar sempre
apresentam valores médios superiores quando comparado com controle, sem adigdo de
probioticos. Diversos estudos mostram a eficidcia do uso de probidticos para melhor
aprimoramento do desempenho zootécnico dos camardes, manutengdo da qualidade da
agua, resisténcia em condigdes de estresse e competicdo contra bactérias patogénicas
(Amjad et al., 2022; Midhun Sebastian Jose et al., 2023; Omar et al., 2024; Tarnecki et
al., 2019).

As duas vias de aplicac¢do das bactérias probidticas no sistema com agua clara na
engorda superintensiva apresentou melhores indices zootécnicos, como peso final,
sobrevivéncia, CAA, biomassa final e produtividade, igualando-se ao tratamento controle
em sistema de bioflocos, ou seja, as doses duplicadas maximizaram a eficicia dos
probidticos. Estudos com formas variadas de aplicacdo dos probidticos demonstram os
pontos positivos e negativos, onde sdo dependentes das condigdes de produgao, tipo de
alimento, escala de produ¢ao (Hancz, 2022; Kumar et al., 2016).

O padrdo de dominancia de protozoarios, como flagelados, ciliados e rotiferos, foi
amplamente observado no tratamento PROB em comparagdo ao controle. Além disso, o

tratamento PROB favoreceu o desenvolvimento do "microbial loop", aumentando a
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diversidade e a abundéancia de microrganismos benéficos, enquanto o controle apresentou
valores significativamente inferiores e auséncia de certos organismos, como rotiferos e
nematoides. Esse comportamento ¢ reportado em estudos que avaliaram a comunidade de
microrganismos em diferentes condi¢des de cultivo (Pimentel et al., 2024; Reis et al.,
2019).

Em condi¢des de cultivo em sistema de BFT, as bactérias heterotroficas e os
protozoarios sdo organismos essenciais capazes de utilizar o nitrogénio proveniente da
matéria organica continuamente adicionada aos sistemas (Sigee 2005). Os tratamentos
BFT apresentaram uma maior dominancia de protozoarios e outros microrganismos em
comparagdo aos tratamentos AC. A adicdo de carbono organico nos sistemas BFT
estimulou a atividade microbiana, promovendo o crescimento de flagelados, ciliados,
rotiferos, nematoides e microalgas. Por outro lado, os tratamentos AC apresentaram
menor abundancia e diversidade desses microrganismos, evidenciando diferencas
significativas entre os sistemas analisados. A abundancia desses microrganismos permite
uma fonte natural e suplementar de alimento disponivel aos camardes (Khanjani et al.,
2022; Onianwah and Stanley, 2018).

No sistema semi-intensivo, a densidade de bactérias por mililitro ¢ encontrada
proximo de 10% enquanto no sistema intensivo, essa densidade é significativamente
maior, alcangando 10%, devido a presenca 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 probidticas
aumentou consideravelmente as concentragdes de bactérias na dgua e no intestino dos
camardes quando comparados ao tratamento sem adi¢do de probidticos. A prote¢do contra
patdgenos ¢ inexistente no sistema semi-intensivo, enquanto no sistema intensivo ha um
nivel elevado de protecdo, devido a maior atividade microbiolédgica (Nisar et al., 2022).

Quando as bactérias probidticas sdo adicionadas no sistema de bioflocos ocorre
uma maior abundancia bacteriana total, seguido da adi¢gdo em é4gua clara, indicando o
efeito positivo da adicao de probidticos nos sistemas e por ultimo os grupos controle sem
adicdo dos probidticos que apresentam valores muito inferiores. Sendo assim, os
tratamentos sem adicdo de probidticos, apresentaram as menores abundancias
bacterianas, refletindo a importancia dos probidticos na intensificacdo e manutencao da
qualidade microbioldgica nesses sistemas. Estudos em diferentes condigdes de cultivo e
com organismos aquaticos 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 lacticas sdo capazes de colonizar o ambiente de cultivo
e o intestino dos animais, através da adesdo ao epitélio intestinal, formagdo de biofilme,
modulagdo do sistema imune, melhora na digestibilidade dos nutrientes e competi¢ao
contra patogenos (Guimardes et al., 2022; Sabo et al., 2018). Nas diferentes condi¢des
testadas no presente estudo foram comprovadas a presencas das bactérias probidticas no
intestino e na agua de cultivo. Os bacilos atuaram diretamente na colonizagdo da agua de
cultivo e as bactérias acido lacticas foram encontradas tanto na 4gua como no intestino
dos animais. A colonizagdo do trato intestinal estd diretamente relacionada com o
ambiente de cultivo e suas condi¢des, onde a habilidade de colonizagdo de cada bactéria
ocorre de acordo com os nutrientes disponiveis, temperatura, salinidade e meios de

aplicagdo (Aly et al., 2008; Ringa, 2020; Won et al., 2020).

Conclusoes

O uso de probidticos ¢ fundamental para melhor desempenho zootécnico dos
camardes, desenvolvimento dos diversos microrganismos e abundancia bacteriana. Os
tratamentos com via dupla de aplicag@o ou com aplicagdo apenas na ragdo apresentaram
melhor desempenho em todos os parametros zootécnicos e demonstraram vantagens na
sucessdo de protozoarios e maior presenca de bactérias na dgua e no intestino dos

camaroes.
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Conclusdes gerais

Os resultados obtidos ao longo dos trés capitulos desta tese demonstram, de forma
consistente, a eficacia da aplicagdo de bactérias probiodticas no cultivo do Penaeus
vannamei em diferentes sistemas e fases de cultivo. No primeiro capitulo, foi evidenciado
que tanto Bacillus subtilis quanto as bactérias acido-lacticas (Lactobacillus plantarum e
Pediococcus acidilactici) sao capazes de crescer em salinidade de 30%o e temperatura de
30°C e que a adi¢do de B. subtilis na ragdo e na dgua proporciona os melhores resultados
zootécnicos, com ganhos significativos em peso final e produtividade. O uso do mix
probiodtico também demonstrou acdo antagonista contra patdgenos e contribuicdo para a
manutengdo do sistema imunologico dos camardes.

No segundo capitulo, verificou-se que a aplicacdo do mix probidtico em sistemas
de bioflocos, especialmente por via dupla (ragdo e agua), resultou em maior abundancia
microbiana, melhor desempenho zootécnico e colonizacdo efetiva tanto da dgua quanto
do intestino dos camardes. Além disso, a aplicagdo em duas vias em sistema de agua clara
apresentou desempenho semelhante ao observado no tratamento bioflocos sem adigdo de
probidticos, evidenciando a adaptabilidade e a eficiéncia da formulagao probidtica.

O terceiro capitulo reforcou a importancia do uso de probidticos para o
aprimoramento do desempenho zootécnico, aumento da diversidade microbiana e
abundancia bacteriana. Tratamentos com aplicacdo dupla ou exclusiva na ragdo
resultaram nos melhores indices de crescimento e satde dos animais, com impactos
positivos também sobre a sucessdo de protozodrios e a colonizagdo do trato intestinal
pelos probioticos.

De forma geral, os resultados desta tese confirmam que o uso estratégico de
probiodticos ¢ uma ferramenta eficaz, vidvel e sustentdvel para promover a saude, o
desempenho e a estabilidade dos sistemas aquicolas, contribuindo significativamente para

a intensificacdo segura da produ¢@o de camardes marinhos.
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Perspectivas futuras

Com base nos resultados desta pesquisa, futuras investigacdes poderdo se
concentrar no aprofundamento dos mecanismos de agdo dos probidticos em nivel
molecular, especialmente no que se refere a modulacio da expressdo génica relacionada
a imunidade e ao metabolismo dos camardes. A caracterizagao da microbiota associada
aos diferentes tratamentos, por meio de técnicas de sequenciamento de nova geragdo
(NGS), podera elucidar com maior precisdo as interagdes entre microrganismos
benéficos, patdogenos e o hospedeiro. Outras perspectivas incluem o desenvolvimento de
formulagdes probidticas customizadas para fases especificas do cultivo, bem como a
integracdo com outras biotecnologias, como prebidticos, simbidticos ou
nanoencapsulamentos, visando otimizar a liberagdo e estabilidade dos microrganismos.
Por fim, estudos em escala comercial e analises de viabilidade econdOmica serdao
fundamentais para consolidar o uso de probidticos como uma pratica rotineira e

tecnicamente recomendada na aquicultura intensiva e sustentavel.
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