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Probidtico na criacdo de juvenis do camardo de agua doce Macrobrachium
rosenbergii (de Man, 1879) em sistema BFT

Resumo

A carcinicultura é uma atividade reconhecida pela geracdo de impactos ambientais, seja pelos
efluentes contendo nitrogénio e fosforo lancados sem tratamento no ambiente, ou pela
utilizacdo e possivel escape de espécies exdticas. Nesse sentido, foram criadas formas de
mitigar tais efeitos negativos, como o sistema fechado de criacdo que previne escapes de
organismos e estimula a ciclagem dos nutrientes na &gua, e através da adicdo de
microrganismos probioticos, que estimulam a salde dos organismos criados. Este trabalho
avaliou o uso de probidtico contendo as espécies Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis na
criacdo de juvenis do camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii em sistema de
bioflocos, durante 40 dias. Os juvenis (0,12 g + 0,32) foram colocados em 16 unidades
experimentais com area de 0,20 m?, volume (til de 50L, e densidade equivalente de 150 m?.
Os tratamentos foram organizados em: Controle (sem adic&o de probiético), 2 ppm (1,08.10°
UFC. g ™), 4 ppm (2,17.10° UFC. g ) e 6 ppm (3,25 .10° UFC. g ), distribuidos
aleatoriamente nas unidades experimentais com 4 repeticbes cada. Foram realizadas analises
microbioldgicas nos dias 0, 20 e 40 do estudo, para verificacdo da abundéncia das bactérias
probidticas na agua de criacdo e no hepatopancreas dos camarfes. Os resultados indicaram
maior presenca de B. subtilis no hepatopancreas, e B. licheniformis na dgua, sendo as espécies
diferenciadas pela morfologia das coldnias e confirmadas pela técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase, utilizando primers especificos. Este estudo demonstrou que concentracdes a
partir de 1,08.10° UFC. g * contribuem para melhor sobrevivéncia de M. rosenbergii em
sistema BFT.

Palavras-chave: Carcinicultura, Bioflocos, Bacillus spp.



Probiotic in the production of freshwater Macrobrachium rosenbergii (de
Man, 1879) in BFT system

Abstract

Shrimp farming is an activity known by the generation of environmental impacts, either by
effluent containing nitrogen and phosphorus released into the environment without treatment
or the use and possible escape of exotic species. Therefore new technologies were developed
to mitigate such adverse effects , such as creating closed culture system which prevents
escapes and stimulates cycling of nutrients in the water, and the addition of probiotic
microorganisms. This study evaluated the use of probiotics containing Bacillus subtilis and
Bacillus licheniformis during the production of the freshwater prawn Macrobrachium
rosenbergii juveniles in biofloc system during a 40 days trial. Prawn juveniles (0.12 £0.32 g)
were randomly distributed in 16 experimental units with 0.2 m? an 50 L at stocking densities
equivalent to 150 prawns/m?. Four treatments with four replicates were evaluated: Control
(without probiotic addition), 2ppm (1,08.10°> UFC. g ), 4 ppm (2,17.10° UFC. g %) e 6 ppm
(3,25 .10° UFC. g ). Microbiological analysis was performed at days 0, 20 and 40 to verify
probiotic bacterial concentrations in the water and in digestive glands of prawns. Results
demonstrated higher number of B. subtilis in the digestive gland and of B. licheniformis in the
water of probiotic treatments. Species were identified through morphological analysis and
confirmed by Polymerase Chain Reaction using specific primers. This study demonstrated the
prawns reared in the presence of probiotics achieve significant higher survival (p<0.05).

Keywords: Prawn farming. Biofloc, Bacillus spp.
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1. Introducéo

Entre as atividades de aquicultura a carcinicultura € uma das mais destacadas devido ao
seu grande potencial econdmico (Marques e Moraes-Valenti, 2012). Os dados mais recentes
da FAO (2016) indicam producdo mundial de 4.454.602 toneladas de camardes produzidos
em cativeiro no ano de 2013, sendo 571.152 toneladas de camardes de agua doce, o que
movimentou cerca de US$ 3 bilhdes (FAO 2016).

Apesar da sua grande importancia, a carcinicultura é uma atividade que pode provocar
graves impactos ao meio ambiente, seja pela liberacdo de efluentes ricos em nitrogénio e
fosforo aos corpos de agua naturais, ou utilizacdo de espécies exdticas como é o caso da
espécie Macrobrachium rosenbergii (David et al., 2015). Esta espécie é originaria do Sul e
Sudeste da Asia e parte da Oceania, conhecida como Gigante da Malésia, a qual apresenta
desenvolvimento favoravel em regides tropicais, devido as suas caracteristicas de rusticidade
e adaptacdo aos sistemas de producdo em cativeiro (Kumar et al., 2013). Desta forma, a
aquicultura moderna tem buscado o desenvolvimento de sistemas de producgédo fechados ou
com minima renovacao de dgua para evitar a eutrofizacdo dos corpos de agua que recebem os
efluentes dos sistemas produtivos e evitar o escape das espécies exdticas (David et al., 2015).

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores é atualmente conhecido como
Sistema de Bioflocos ou BFT (Biofloc Technology). Neste tipo de sistema, através do
controle dos microrganismos presentes é possivel reciclar os compostos nitrogenados toxicos
em proteina microbiana, que serve como fonte de alimento além de manter a qualidade de
agua dentro dos limites recomendados para a producdo dos crustaceos (Ballester et al., 2010;
Ferreira et al., 2015).

Tendo em vista que o controle dos microrganismos presentes neste tipo de sistema €
fundamental para o sucesso da producéo, outra forma de garantir a qualidade de produgéo sem
degradar o ambiente, é a adicdo de microrganismos probidticos que sdo definidos como
microrganismos benéficos, que estimulam o crescimento de outros organismos trazendo
contribuicdes nutricionais e para a salude do hospedeiro, podendo agir principalmente na
regido intestinal (Zhang et al., 2011). Além disso, proporcionam a manutencdo de bactérias
benéficas no sistema excluindo possiveis patdgenos (Xue et al., 2016; Kumar et al., 2013).

As bactérias probioticas Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Kumar et al., 2013)
podem ser encontradas naturalmente no ambiente terrestre e aquicola, e tém sido empregadas

na formulacdo de misturas probidticas por ndo serem consideradas patogenas humanas, se
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destacam pela elevada producdo enzimatica de poder inibitério a outros microrganismos,
capacidade de competicdo por nutrientes e area de adesdo, participa¢do nos estimulos imunes
e no aumento do balango microbiano intestinal através da permanéncia nessa regido (Xue et
al., 2016).

Além destas espécies, outros microrganismos podem estar presentes em sistemas de
aquicultura, e por isso, analises microbioldgicas e técnicas de biologia molecular tém sido
bastante Uteis como ferramentas de identificacdo. A técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando primers especificos, que permitem amplificacdo de sequéncias
do DNA dos microrganismos tem sido utilizada com sucesso na identificacdo de bactérias
probidticas em sistemas de aquicultura (Cruz et al., 2012).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, através de técnicas
microbioldgicas e moleculares, a influéncia de diferentes concentracdes de bactérias B.
subtilis e B. licheniformis no desempenho de M. rosenbergii produzido em sistema de
bioflocos e na qualidade de &gua do sistema. Além disso, foi avaliada a permanéncia destas

bactérias no trato digestivo e na agua do ambiente de producéo.
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2. Material e Métodos

2.1.1. Local e desenho experimental

O experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinicultura da Universidade Federal
do Parana — Setor Palotina. Juvenis de M. rosenbergii com peso médio inicial de 0,12 g + 0,32
e comprimento medio inicial de 24,29 mm % 0,004) foram distribuidos em 16 tanques de
poliestireno com volume (til de 50 L e area de 0,20 m? em densidade equivalente a 150
camardes/m?, abastecidos com &gua contendo bioflocos. O experimento teve duracdo de 40
dias e foram avaliados quatro tratamentos: Controle, 2 ppm, 4 ppm e 6 ppm de probidtico
comercial INVE® Prow, com quatro repeticdes escolhidas aleatoriamente para cada
tratamento. Externamente entre os tanques foram montadas barreiras de poliestireno para
evitar a disseminagdo de microrganismos entre as unidades experimentais devido ao "spray"
causado pela aeracdo. Na parte superior dos tanques havia tela de protecdo para prevenir o
escape dos camarfes e no interior das unidades, foram instalados substratos artificiais de
modo que servisse de protecdo aos camardes prevenindo o canibalismo e aumentando a area

de superficie para fixacdo de microrganismos.

2.1.2. In6culo

A agua contendo o biofloco foi previamente preparada, em dois tanques (310 L cada)
em sistema de recirculacdo. Estes tanques foram colonizados com a densidade de 50
camardes/m? com peso médio inicial de 11,94 g + 0,12 e comprimento 10,38 cm + 1,79, 0s
quais foram alimentados diariamente com racdo Guabi® 40-J (40% proteina bruta) e
fertilizados com Cloreto de Amoénio (NH4Cl) com o intuito de elevar a concentracdo de
nitrogenados na agua e estimular o desenvolvimento de microrganismos aptos a converséo de
compostos nitrogenados. No preparo do indculo, melago em po foi adicionado & &gua para
limitar a concentracdo de nitrogénio na forma de amonia total (N-AT) em, no mé&ximo, 1
mg/L ", desta forma, a quantidade de melaco adicionada seguiu recomendacdes descritas em
Ebeling et al. (2006).
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2.1.3. Preparo do probiotico

O probidtico adicionado nas unidades experimentais foi previamente preparado (2
g/L) em balde com &gua clara, e permaneceu sob agitacdo por bomba por periodo de 8 horas.
Posteriormente foram adicionadas as concentracdes equivalentes aos tratamentos, baseadas na

concentracdo inicial:
2ppm (1,08.10° UFC. g )= 50 mL
4ppm (2,17.10° UFC. g ) = 100 mL

6 ppm (3,25 .10° UFC. g %)= 150 mL

2.1.4. Alimentacdo

Os juvenis foram alimentadas com ragdo Guabi® J-40, contendo 40% de proteina bruta
A racdo foi ofertada 2 vezes ao dia (9:00 h e 17:00 h) na quantidade inicial de 7% da
biomassa total/dia, e posteriormente aumentada para 9%/dia, no 17° dia, conforme verificacdo

do consumo nos tanques.

2.1.5. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Foram mensurados diariamente e na parte da manha, oxigénio, pH e temperatura
através do uso dos equipamentos: oximetro digital (YSS 550 —A), medidor de pH (Tecnopon
MPA - 210) e termbmetro de mercario, respectivamente. Duas vezes por semana foram
guantificados os sélidos suspensos decantaveis (SSD) por meio do cone ImHoff (de Vita,
2008).

No laboratério de Qualidade de Agua da Universidade Federal do Parana — Setor
Palotina foram analisadas semanalmente as varidveis de alcalinidade (CaCO3z; mg/L), dureza
(CaMg mg/L), volume de sélidos suspensos totais (SST mg/L) e sélidos suspensos volateis
(SSV), através da metodologia de APHA (2005) sendo os resultados de alcalinidade e dureza
determinados em espectrofotdmetro digital (Spectrophometer SP 2000 UV).
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Quanto as concentragdes de amonia total (N-AT) e nitrito (N-NO,) estas foram
mensuradas duas vezes por semana, com base nos métodos de Koroleff (1976) e Griess
(1879), respectivamente, tendo como objetivo assegurar o limite de concentracdo de 1 mg/L
de N-AT, conforme Ebeling et al. (2006), que indica adicdo de quantidades de melagco em po,
como fonte extra de carbono, quando forem determinadas concentragdes iguais ou superiores
a 0,5 mg/L de N-AT.

2.2. Analise microbioldgica

Analises de concentracdo das bactérias probidticas e foi realizada no Laboratério de
Bioguimica e Genetica (LABIOGEN) da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina.
Para avaliacdo da concentracdo real de UFCs (unidades formadoras de coldnias) no probiotico
(INVE® Prow), foi diluido 0,07 g do probiético em 900 pL de 4gua peptonada e realizada a
contagem microbiana em 4 repeticbes cada, que indicaram concentracdo média total de
3,8.10° unidades formadoras de coldnias (UFC).mL™ ou 5,4.10* UFC.g™ do probiético, uma
vez que para B. licheniformis a concentracdo média foi igual a 2,4.10° UFC.mL™ ou 3,4.10"
UFC.g* e para B. subtilis foi de 1,4 10 UFC.mL ™ ou 2,0.10* UFC.g™ do probiético.

Foram coletadas amostras de agua e hepatopancreas (Fig. 1) nos dias 0, 20 e 40 do
experimento. Para cada dia de plagueamento foram coletados de cada unidade experimental,
100 pL de amostra de agua e 2 juvenis de camardo, para retirada do hepatopancreas. Os
camar@es foram escolhidos aleatoriamente, sendo posteriormente submetidos a desinfeccédo
externa com alcool 70% e lavados com &gua destilada, e entdo dissecados com auxilio de
pinca e bisturi previamente esterilizados, para a retirada do hepatopancreas (Costa et al.,
2013). O peso medio dos hepatopancreas foi de 50 mg. ApoOs extracdo 0s oOrgdos foram
colocados em microtubos, contendo 1 mL de agua peptonada, e sonicados em equipamento
ultrassom (Allinger, 1975).
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Fig. 1. Coleta de hepatopancreas (H) dos camardes.

O meio de cultura Tryptona Soya Agar (TSA) com 2,5% de NaCl, foi utilizado para
solucdo de e cultivo de Bacillus sp. (Decamp et al., 2008). Os tubos com as respectivas
diluicbes foram aquecidos a 80 °C por 10 min e posterior resfriamento em gelo a -10 °C por
10 s (Leuschener et al., 2003).

Foi realizada diluicdo seriada (1:10) de 10 a 10°® e em um volume inicial do extrato
de 100 pL para 900 pL de agua peptonada (1,5%) e o plaqueamento seguiu conforme a
técnica de microgota, em que cada diluigdo havia trés repeticGes de microgotas com volume
de 5 pL, (Romeiro, 2001). Apos a secagem das gotas, as placas foram incubadas a 37 °C, e

apos 18 h, foi realizada a contagem das coldnias (Leuschener et al., 2003).
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2.2.1. Extracdo do DNA gendmico das bactérias probidticas

Col6nias de bactérias de alguns isolados foram escolhidas aleatoriamente, tendo em
vista a diferenca de morfologia de B. subtilis, a qual é caracterizada pelo aspecto de colbnias
irregulares e consisténcia cremosa, enquanto as coldnias de B. licheniformis apresentam

aspecto de liquens, sdo secas e aderentes no agar, conforme apresentadas na Fig. 2.

Fig. 2. Aparencia Morfoldgica das coldnias de B. subtilis (A) e das colonias de B. licheniformis (B).

Ap0s isolamento das col6nias correspondentes a cada espécie, tanto as de amostras de
agua quanto de hepatopancreas, 0os microrganismos foram cultivados em meio Luria-Bertani
liquido (LB) e mantidas por aproximadamente 16 horas, sob agitacdo a 120 RPM, a 28 °C.
Posteriormente o0 DNA genémico foi extraido de acordo com o método descrito por Shahriar
et al. (2011), a partir de 3 mL da cultura. O DNA extraido foi diluido na proporc¢éo 1:10 em
agua Milli-Q e a sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel de agarose a
1,0% com tamp&o TBE 1X (Tris-base 90 mM; Acido bérico 90 mM; EDTA 2 mM pH 8,0).

2.2.2. ldentificacdo molecular pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para confirmacéo do género Bacillus, foram utilizados os primers reverse 602-R 5°-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3’ e forward 602-F 5°-
CTGAAACTCAAAGGAATTGACG-3’, que amplificam uma regido de 602 pb da sequéncia
final da regido 16SrRNA, especifica do género Bacillus. A confirmacéo da especificidade do
par de primers foi realizada pelo alinhamento utilizando a ferramenta Blastn (NCBI).
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Os primers utilizados para confirmacgédo da espécie B. subtilis foram: forward EN1F 5'-
CCAGTAGCCAAGAATGGCCAGC-3’ e reverse ENIR 5'-
GGAATAATCGCCGCTTTGTGC-3' (Ashe et al., 2014) e para a espécie B. licheniformis
foram: forward ADK-F 5’-GGTAAAGGGACACAGGCTGA-3’ e reverse ADK-R 5’- TCG
AGTAAAGGCTGGGTTTG-3’ (Madslien et al., 2012).

Para todas as regides, a reacdo de PCR foi realizada em 20uL com 2 pL do DNA
genémico diluido 1:10, Tampéo de PCR 1x, 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM do mix de dNTP, 1
unidade da Tag DNA Polimerase (4G Pesquisa e Desenvolvimento) e 0,2 UM de cada primer.
As reagdes foram amplificadas em termociclador Bioer Life Express modelo MJ96). As
condigOes de amplificagdo para a regido de 602 pb foram: foram 5 min iniciais a 94°C, e 30
ciclos de 30 segundos a 95°C, 20 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C, como extenséo final
de 7 minutos a 72°C. Para EN-1 foi 3 min iniciais a 95°C, e 40 ciclos de 30 segundos a 95°C,
1 minuto a 55,3°C e 1 minuto a 72°C, como extenséo final de 10 minutos a 72°C. Para ADK
as condicdes foram: foi 5 min iniciais a 94°C, e 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
58,8°C e 1 minuto a 72°C, como extensdo final de 10 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo TBE
1X utilizando o padrdo de peso molecular de 100pb (Norgen), com 0,5 pg/mL de brometo de
etidio e fotodocumentados em equipamento Loccus Biotecnologia L.PIX.

2.3. Desempenho zootécnico do camar&o
Ao final do experimento, foi realizada a contagem dos camardes remanescentes nas
unidades experimentais e biometria para determinar a Sobrevivéncia (S%), Peso final (PF),
Ganho de peso (GP), Taxa de Crescimento Especifico (TCE), Ganho de Biomassa (GB) e
Taxa de Conversdo Alimentar Aparente (TCAA), conforme as formulas abaixo:
Sobrevivéncia (S%) = (namero final de camardes / nimero inicial de camardes) x 100

Ganho de Peso (GP) = [(peso final — peso inicial) / peso inicial] x 100

Ganho de Biomassa (GB) = (biomassa final — biomassa inicial)
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Crescimento Especifico (TCE) = [(In peso final — In peso inicial)/tempo de experimento) x
100

Conversdo Alimentar Aparente (TCAA) = Total de racdo fornecida (g) / ganho de biomassa

2.4. Andlise estatistica

Para avaliacdo das varidveis de qualidade de &gua e do desempenho zootécnico do
camardo foi aplicada andlise de variancia Anova uma via, e o Teste de Tukey HSD a nivel de
significancia 5 %. A variavel sobrevivéncia foi transformada para arcoseno (\x) para analise,
contudo, na tabela estdo presentes os valores originais. Os testes foram aplicados ap6s serem
confirmadas a distribuicdo normal (teste Kolmogorov-Smirnov’s) e homogeneidade das
variancias (Fisher LSD). Para avaliar as diferengas de contagem microbiana entre os
tratamentos, e o longo do periodo experimental foi realizada analise Anova Fatorial 4x2 e o

teste de Tukey a 5%, através do programa estatistico Genes (Cruz, 2006).
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3. Resultados

3.1. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Em todos os tratamentos, a temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido e pH
ndo variaram estatisticamente entre os tratamentos ao longo do periodo experimental

(p>0,05), conforme apresentados na Tabela 1.

Tabela 1
Médias (+ erro padrdo) para as variaveis de temperatura (T C°), oxigénio dissolvido (O,D mg.L™) e pH em todos os
tratamentos.

Tratamento TC O.D pH
Controle 25,85 + 0,06 7,67 £ 0,05 7,54 +£0,01
2 ppm 25,77 +£0,12 7,57 £ 0,02 7,60 + 0,02
4 ppm 25,86 + 0,09 7,60 + 0,02 7,56 + 0,02
6 ppm 26,08 + 0,12 7,60 £ 0,06 7,55+0,01
P 0,19 0,40 0,15

Os valores de SSD e SST e SSV nao diferiram significativamente entre os tratamentos

(p>0,05), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2
Médias (z erro padrdo) para as variaveis de sélidos suspensos decantaveis (SSD mL/L), s6lidos suspensos totais (SST mg/L)
e sélidos suspensos volateis (SSV mg/L) em todos os tratamentos.

Tratamento SSD (ml/L) SST (mg/L) SSV (mg/L)

Controle 12,43 + 2,67 415,0 0+ 10,72 307,00 + 12, 39
2 ppm 11,06 + 1,39 430,66 + 15,67 265,00 + 27, 42
4 ppm 12,00 £ 2,15 455,83 + 28,37 278,50 + 18, 24
6 ppm 08,67 £ 0,88 438,33 + 32,03 238,00 = 11, 63

P 0,52 0,68 0,12
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As concentragdes de amonia e nitrito, a alcalinidade total e a dureza da agua nao
diferiram estatisticamente entre os tratamentos (p>0,05), os resultados estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3
Médias (+ erro padrdo das quatro repeticBes) para as concentracdes de amonia (N-AT mg/L) nitrito (NO™ , mg/L),
alcalinidade total (mg CaCQO3/L) e dureza (mg CaMg/L), nos tratamentos.

Tratamento N-AT mg/L NO™ > mg/L CaCOs mg/L CaMg mg/L
Controle 0,010 +0,003 0,002 £ 0,002 113,89 £ 1,84 109, 00 £ 2,83
2 ppm 0,0010 + 0,002 0,010 £ 0,006 107,74 £ 0,29 167,90 £2,16
4 ppm 0,003 £ 0,0025 0,030 £ 0,018 107,00 £1,09 107,34 £1,39
6 ppm 0,005 + 0,006 0,018 £ 0,004 107,86 £ 0,75 108,46 £ 0,47
P 0,07 0,24 0,16 0,10

3.2. Contagem microbiana

Previamente, foi realizado teste da concentracdo efetiva de B. subtilis e B.
licheniformis na mistura probiética, e os resultados apontaram para a concentracéo de 5,4.10*
UFC.g™ de bactérias totais, enquanto o nimero da populacdo fornecida na embalagem era
correspondente a 1,0.10*° UFC.g™ de bactérias totais no probidtico, e a concentragdo média
de B. subtilis encontrada foi 2,0.10° UFC.g™ de probiético e B. licheniformis foi 3,4.10*
UFC.g™ de probiético.

Posteriormente ao crescimento das colénias nas placas, foram identificadas as espécies
B. subtilis e B. licheniformis atraves da diferenciacdo morfoldgica conforme Embrapa (2012),

ilustrada na Fig. 3.
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Fig. 3. Diferenciagdo visual das coldnias de (A) Bacillus subtilis e (B) Bacillus licheniformis. Em estereomicroscopio com
aumento de 12 X.

N&o houve crescimento bacteriano na agua e no hepatopancreas na fase inicial do
povoamento dos crustaceos amostrados para ambas as bactérias. O plagueamento realizado
com amostras da agua dos tanques para avaliacdo da presenca de B. subtilis mostrou que, apds
20 dias de experimento, ndo houve crescimento no tratamento controle e, nos tratamentos 2, 4
e 6 ppm, e as médias de crescimento desta bactéria foram de 4.10% 0,5.10* e 4,5.10*
UFC.mL*, respectivamente. Aos 40 dias foram observadas 5,7.10* UFC.mL™ no tratamento
controle e aumentos de 2,6 vezes, 2,5 vezes e 4 vezes, para 0s tratamentos 2, 4 e 6 ppm (Fig.
4).
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Fig. 4. Densidade de Bacillus subtilis em amostras da agua de criagdo de juvenis de M. rosenbergii,em sistema super
intensivo com bioflocos, avaliados no vigésimo e quadragésimo dia de estudo experimental. Médias com letras maitsculas
diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos para cada dia de plagueamento. Letras minGsculas
significam diferencas entre as médias de cada tratamento aos 20 e 40 dias (p < 0,05).

A presenca da bactéria B. subtilis no hepatopancreas dos crusticeos aos 20 e 40 dias,
foi menor do que na &gua, sendo detectado apenas no tratamento 4 ppm, aos 20 dias e 40 dias
(5,6.10° UFC.mg™), enquanto que no tratamento com 6 ppm de probiético somente foi
observado aos 40 dias (1,1.10° UFC.mg™), conforme Fig. 5.
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Fig. 5. Densidade de Bacillus subtilis em amostras de hepatopancreas de M. rosenbergii, avaliados no vigésimo e
quadragésimo dia de estudo experimental. Médias com letras maiusculas diferentes indicam diferencgas significativas entre os
tratamentos para cada dia de plaqueamento. Letras minasculas significam diferencas de médias de cada tratamento aos 20 e
40 dias (p < 0,05).

Para a bactéria B. licheniformis nas amostras da agua, aos 20 dias o tratamento
controle apresentou 3,2.10* UFC.mL™ e ndo houve a presenca desta estirpe aos 40 dias. Para
os tratamentos 2, 4 e 6 ppm as médias encontradas foram de: 12.10% 16,8.10* e 17,3.10"
UFC.mL™?, respectivamente. Aos 40 dias, houve um aumento significativo da microbiota
presente na agua, com acréscimos de 2,4 vezes; 1,4 vezes e 2,7 vezes, respectivamente,

conforme Fig. 6.
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Fig. 6. Densidade de Bacillus licheniformis em amostras da dgua de criagdo de juvenis de M. rosenbergii, aos 20 e 40 dias de
experimento em sistema super intensivo com bioflocos. Médias com letras mailsculas diferentes indicam diferengas
significativas entre os tratamentos para cada dia de plagueamento. Letras mintsculas significam diferencas entre as médias de
cada tratamento aos 20 e 40 dias (p < 0,05).

Nas amostras do hepatopancreas a presenca de B. licheniformis foi baixa, sendo que
apenas no tratamento com adi¢do de 6 ppm de probidtico foi determinada presenca desta
bactéria, aos 20 dias (5,2. 10° UFC.mg™). Aos 40 dias de experimento foi encontrada a
concentracdo de 0,6. 10° UFC.mg™" no tratamento 4 ppm e no tratamento 6 ppm a
concentracao foi de 6,0. 10° UFC.mg™ (Figura 7).
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Fig. 7. Densidade de Bacillus licheniformis de amostras de hepatopancreas de M. rosenbergii, avaliados no vigésimo e
quadragésimo dia de estudo experimental. Médias com letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos para cada dia de plaqueamento.. Letras mindsculas significam diferengas de médias de cada tratamento aos 20 e
40 dias (p < 0,05).

3.2.1. Confirmag&o molecular do género Bacillus spp.

Um total de duas amostras de B. subtilis e B. licheniformis, previamente caracterizadas
pela anélise de morfologia de coldnia, correspondente a uma amostra de cada tratamento aos
20 e 40 dias, sendo representados pelas letras A (dgua) e H (hepatopéancreas), foi
caracterizado através da amplificacdo do final da regido RNAr 16S pela técnica de PCR para a
confirmacéo do género Bacillus (Fig. 8). A presenca de um fragmento de 602 pb confirma que

todos os isolados pertencem a este género.



26

2000

1500
800

500

300
200

100

2000
En-1

1500
800

500

300
200

1311 b

ADK

517 bp

100

Fig. 8. Gel A. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR de 602 pb do final da regido 16S do género
Bacillus, em amostras de agua. Gel B. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR de 602 pb do final da
regido 16S do género Bacillus, em amostras de hepatopancreas. Gel C. Bacillus licheniformis em amostras de agua e
hepatopancreas (Controle, 2 ppm, 4 ppm e 6 ppm). Gel D. Bacillus subtilis em amostras de dgua e hepatopancreas (Controle,
2 ppm, 4 ppm e 6 ppm). M: Marcador de tamanho molecular 100 pb (Norgen).

3.2.2. Confirmagéo molecular da espécie B. licheniformis

Os isolados pertencentes a espécie B. licheniformis, caracterizados pela anélise de
morfologia de col6nia também foram caracterizados no nivel de espécie, através da
amplificacdo da regido do gene ADK (Adenilato quinase), utilizando primers especificos para
a especie B. licheniformis (Fig. 8). A presenca de um fragmento de 517 pb confirma que todos

os isolados pertencem a esta espécie.
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3.2.3. Confirmagdo molecular da espécie B. subtilis

Os isolados pertencentes a espécie B. subtilis, caracterizados pela anélise de
morfologia de colonia também foram caracterizados no nivel de espécie, atraves da
amplificacdo da regido da regido do gene EN-1 (Endonuclease), utilizando primers
especificos para a espécie B. licheniformis (Fig. 6). A presenca de um fragmento de 517 pb
confirma que todos os isolados pertencem a esta espécie (Fig. 8). No entanto, apenas quatro
amostras apresentaram amplificag@o reprodutiva, entre as doze amostras. As demais amostras

apresentaram tanto bandas inespecificas como auséncia de amplificacdo.

3.4. Desempenho zootécnico

Excepcionalmente, a variavel S (%) (p = 0,014), teve menor média no tratamento

controle e diferiu significativamente dos demais tratamentos, conforme apresentado na Fig. 9.
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Fig. 9. Dados da sobrevivéncia de M. rosenbergii entre os tratamentos. Letras sobrescritas diferentes indicam a diferenca
estatistica entre os tratamentos, S (%) (p =0, 014).
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As médias de PF, GP, GB, TCE e TCAA ndo apresentara diferencas significativas
entre os tratamentos (p>0,05), conforme apresentado na Tabela 4.
Tabela 4

Meédias (£ erro padrdo das quarto repeticdes)para peso final (PF, g), ganho de peso (GP, g), ganho de biomassa (GB, g), taxa
de crescimento especifico (TCE) e taxa de conversédo alimentar aparente (TCAA), nos tratamentos.

Tratamento PF GP GB TCE TCAA

Controle 0,73 +£0,05 0,62 + 0,05 5,86 + 0,06 2,59 £ 0,09 1,53 +0,30
2 ppm 0,75+ 0,04 0,63 + 0,04 6,37 £ 0,30 2,75 + 0,04 1,29 +0,12
4 ppm 0,75+ 0,04 0,63 £ 0,04 6,86 £ 0,12 2,62 +£0,13 1,53 £ 0,50
6 ppm 0,75+ 0,05 0,63 £ 0,05 6,00 £ 0,09 2,65+ 0,05 1,44 +0,16

P 0,69 0,64 0,63 0,61 0,67
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4. Discussao

4.1. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Os probidticos na carcinicultura tém o potencial de melhorar a qualidade da agua
através do equilibrio das principais variaveis fisicas e quimicas, como a reducdo das
concentragdes de amonia e nitrito, que podem ser assimilados pelos microrganismos no
processo de conversdo em biomassa microbiana (Souza et al., 2012).

Neste trabalho, as concentracGes de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, alcalinidade
e dureza permaneceram dentro dos niveis seguros de criacdo para a espécie, sendo de 6-8
mg/L para o oxigénio, 7,0-8,0 para o pH, temperatura entre 25-28 C e alcalinidade e dureza
entre 20 e 100 mg/L (Kumaresan, et al., 2016; Ribeiro e Logato, 2016). As variaveis de
amoOnia, e nitrito permaneceram dentro da faixa indicada por Avnimelech et al. (1999) e nédo
diferenciaram significativamente entre os tratamentos com uso de probi6tico e o controle. As
variaveis de SSD, SST e SSV ndo variaram estatisticamente e os resultados foram inferiores a
30 ml/L de SSD (Avnimelech, 1999), para SST ficaram na faixa de até 500 mg/L, como
indicada por Samocha et al. (2007). Para SSV foi registrado valor mais elevado no tratamento
controle, assim como verificado por Samocha et al. (2007) na criagdo de Litopenaeus
vannamei em sistema BFT. Na criacdo de Farfantepenaeus brasiliensis com adigdo de
probidtico contendo Bacillus spp, em sistema BFT, Souza et al. (2012) também relataram
resultados de qualidade de agua dentro dos limites adequados para a espécie, nos tratamentos
com adicdo probidtica e controle. No estudo de Silva et al. (2012) houve utilizacdo de
probidtico durante criacdo de L. vannamei e também n&do foram constatadas alteracbes na
gualidade de agua nos tratamentos com a mistura probidtica e o controle, assim como
verificado também por Ferreira et al. (2015) e Xue et al. (2016) na criacdo da espécie L.
vannamei. Diante destes resultados, supde-se que a microbiota que compde o sistema BFT,
caracterizada pela presenca de bactérias, protozoarios, ciliados, flagelados e rotiferos
(Ballester et al., 2010), atuaram de forma permanente e equilibrada na qualidade da agua, uma
vez que a matéria orgénica oriunda de células mortas, restos de racdo e fezes dos organismos
serviram como fonte de carbono para que as bactérias realizassem com sucesso 0 processo de
conversdo, prevenindo grandes variaces nas concentragdes de amonia e nitrito no ambiente

de criagéo e a consequente necessidade de aplicacdo de melacgo.
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4.2. Contagem microbioldgica

Diversos autores relataram diferentes formulagfes e concentracGes bacterianas em
probioticos usados na carcinicultura. Seenivasan et al. (2015) observaram a concentracdo de
10.10" UFC. g de B. subtilis e 10.10" UFC. g de Saccharomyces cerevisae, na criagdo de M.
rosenbergii., enquanto que Kumar et al. (2013) encontraram concentracdes que variaram de
1.10° a 1.10° UFC. g de probi6tico contendo apenas a espécie B. licheniformis, durante
crescimento de M. rosenbergii. Uma concentracéo de 1.10"* UFC. g de B. licheniformis e B.
subtilis foi relatada na espécie de camardo L. vannamei, no trabalho de Xue et al. (2016).

Neste trabalho, o probiético utilizado indicava no rétulo a concentragdo de 10.10%°
UFC. g de probiotico de bactérias totais, contudo, a avaliagdo prévia deste probidtico apontou
que a real populacdo de bactérias totais era correspondente a menos de 1% da populacdo
informada no rotulo. Sendo assim, a variagdo da concentracdo bacteriana utilizada em
probidticos destinados a carcinicultura demonstra que a dosagem adotada deve ser
cuidadosamente definida, na tentativa de evitar super ou sub dosagens, uma vez que
interferem na eficécia do produto e resultam em custos mais elevados (Keysami et al., 2012).

Foi constatada presenca de B._licheniformis no tratamento controle, aos 20 dias, e B.
subtilis neste mesmo tratamento aos 40 dias, confirmando que este género de bactérias pode
estar presente naturalmente na dgua (Pandiyan et al., 2013; Keysami et al., 2007), conforme
verificado por Zokaeifar et al. (2013) no plaqueamento inicial e posterior nas amostras de
agua do tratamento controle, e também demonstrado por Ferreira et al. (2015), na analise
inicial da &gua de criacdo de L. vannamei em meio BFT.

No presente estudo foi constatada presenca em maior quantidade das bactérias
probidticas em amostras de dgua nos tratamentos com adi¢do de probidtico, em contraste ao
tratamento controle. No que diz respeito ao aumento da densidade de B. subtilis e B.
licheniformis nos tratamentos 2, 4 e 6 ppm no primeiro e segundo periodo de avaliagdo das
amostras de agua, este pode ser atribuido a capacidade de competicdo destas bactérias, por
nutrientes e area de adesdo do tanque com outros microrganismos ali presentes (Zokaeifar et
al., 2013). O mesmo ndo ocorreu para as amostras do hepatopancreas, que apresentaram
crescimento bacteriano nos tratamentos com concentraces mais elevadas de probiético, como
é o caso do tratamento 4 ppm que para B. subtilis da agua teve crescimento aos 20 e aos 40
dias, e para B. licheniformis o crescimento foi apenas aos 40 dias. O tratamento 6 ppm
apresentou crescimento de B. subtilis apenas aos 40 dias, e para B. licheniformis aos 20 e 40
dias. Diante dos resultados, recomenda-se 0 emprego de maior tempo de exposicdo dos



31

camardes a estas condicBes de criacdo, para que as bactérias se instalem no trato
gastrointestinal, uma vez que outros pesquisadores utilizaram tempo variado de 56 a 60 dias
(Kumar et al., 2013; Zhang et al., 2011; Zokaeifar et al., 2013).

Outra observacdo pertinente é a auséncia de salinidade neste experimento, tendo em
vista que a espécie M. rosenbergii € dulcicola. A maior parte dos trabalhos que envolvem
testes com probidticos contendo o género Bacillus spp. utilizou espécies de camardes
marinhos, como L. vannamei (Ferreira et al., 2015), F. brasiliensis (Souza et al., 2012), F.
duorarum (Emerenciano et al., 2013) ou adicionaram probiéticos na fase de larvicultura de M.
rosenbergii (Kennedy et al., 2006; Keysami et al., 2007), a qual é realizada em agua salobra.
Estes autores obtiveram resultados melhores quanto a contagem e permanéncia destas
bactérias. Keysami et al. (2012) destacaram a necessidade de concentracdes mais elevadas de
probiédticos, com finalidade de maior colonizacdo na mucosa intestinal, testando por 60 dias
B. subtilis nas concentracdes de 5,0.10%a 5,0.10'° UFC. g de probidtico na criagdo de juvenis
de M. rosenbergii. Com este trabalho, estes autores relataram diferenca significativa apenas
para GP e S, no tratamento em que havia sido aplicada a concentracdo de 5,0.10° UFC.g.
Dessa forma, a literatura consultada aponta para a probabilidade de afinidade dessas bactérias
em meio salino, conforme relatado por Decamp et al. (2008), que afirmou o crescimento de
Bacillus spp. em meio de cultura salina como forma de excluséo de outros microrganismos
que repulsam ambientes com salinidade.

A baixa concentracdo bacteriana encontrada no hepatopancreas também pode ter sido
influenciada por fatores ambientais, como temperatura, composicdo quimica do alimento ou
densidade de estocagem. Segundo Zhang et al. (2011), estirpes diferentes de bactérias
probidticas podem ocupar nichos diferentes na regido da microflora intestinal. Resultados
diferentes foram encontrados por Kumar et al. (2013) os quais mostraram que nos primeiros
15 dias de experimento com M. rosenbergii houve diferenca significativa no aumento da
populacédo de Bacillus spp. na regido intestinal do camardo em relacdo ao tratamento controle,
ao adicionar maiores concentragdes de 1,0.10° UFC/g a 1,0.10° UFC/g por grama de alimento.
Outro ponto a ser considerado é a real populacdo de bactérias aerdbias heterotroficas contidas
no probidtico, uma vez que a populagdo encontrada neste probidtico apos contagem das UFCs
foi bem abaixo da concentragdo informada na embalagem. Nimrat e Vuthiphandchai (2011)
testaram a informacdo contida no rotulo de doze produtos probidticos comerciais e
verificaram que destes, apenas um deles apresentou populacdo bacteriana compativel com a

informacdo da embalagem, e sugeriram que a baixa populagdo encontrada nos demais marcas
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pode estar associada & morte das bactérias durante periodo de estocagem assim como a
diminuicdo da viabilidade dos microrganismos proximo ou apds a validade do produto.

Zokaeifar et al. (2013) avaliaram a populacdo microbiana adicionada em meio BFT,
apos periodo de 56 dias da adicdo de probidtico contendo Bacillus subtilis na concentracao de
1,0.10° UFC/g, e verificaram maior densidade das bactérias em amostras do trato
gastrointestinal, em comparacdo com doses menores (1,0.10° UFC/g) do mesmo probidtico.
Além disso, espécies de Bacillus sdo amplamente estudadas em carcinicultura, como Bacillus
cereus (Li et al., 2015) e B. licheniformis (Kumar et al., 2013, Hamza et al., 2015). Xue et al.
(2016) observaram que uma populagdo de 10.10 UFC.g* de B. subtillis teve um melhor
efeito sobre o crescimento de camarBes da espécie L. vannamei que B. licheniformis. De
acordo com Xue et al. (2016), a continua adicdo e a dosagem adequada de probidticos na agua
de criacdo favorece o sucesso da colonizacdo pelos microrganismos e otimiza a formacdo da
comunidade microbiana que necessita de tempo para estabelecer-se.

Entre as espécies avaliadas, a predominancia de B. licheniformis na dgua, em relacdo a
B. subtilis demonstra que a primeira apresenta maior facilidade de colonizacdo demonstrada
pelo crescimento nas amostras de agua, podendo ser explicado pela diferenca de concentracao
das bactérias no produto, tendo em vista a concentragdo de B. licheniformis na mistura
probidtica ser superior a concentracdo de B. subtilis.

Nas amostras de hepatopancreas houve maior densidade de B. subtilis, indicando
através dos resultados que esta bactéria apresenta boa capacidade de permanéncia na regido
intestinal, e por isso outros estudos descrevem esta espécie como preferencial na composicao
de probidticos (Balgadi et al., 2015, Li et al., 2015, Seenivisian et al., 2015). Segundo
Keysami et al. (2012) a espécie B. subtilis é reconhecida pelo sucesso de aderéncia na mucosa
intestinal de organismos aquéaticos, como com a espécie M. rosenbergii, € consequente
producdo de substancias antibioticas semelhantes a agdo de bacitracin e bacillin, que agem

contra variadas comunidades bacterianas, evidenciando seu emprego constante.

4.3. Desempenho zootécnico

Adicéo probiotica em aquicultura é uma alternativa profilatica ao uso de antibioticos,
tendo em vista que a microbiota probidtica pode competir com patdgenos por nutrientes e area
de adesdo, assim como é capaz de produzir enzimas que melhoraram a salde dos organismos

de cultivo ao promover estimulos ao sistema imune (Li et al., 2015). Além disso,
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microrganismos probioticos, como as bactérias B. subtilis e B. licheniformis, sdo reconhecidas
por colonizarem e se multiplicarem na regido intestinal do hospedeiro, interferindo
significativamente no crescimento do camardo através do intermédio bacteriano que
possibilita absor¢do extra de nutrientes, conforme relatado por Souza et al. (2012). Nos
camardes o hepatopancreas é um dos principais 6rgdos ligados ao aparelho digestorio e sua
principal funcéo é a producgdo de enzimas digestivas e absorcdo de nutrientes, sendo tambeém
reconhecido pela retencdo de microrganismos que auxiliam na digestdo do alimento, que, em
parceria com a microbiota intestinal auxiliam na preservacdo da saide do camarao através da
ativagdo das células do sistema imune (Browdy, 2013).

Contudo, neste trabalho ndo houve diferencas significativas para as variaveis
zootécnicas de PF, GP, GB, TCE e TCA, comparando 0s tratamentos com uso de probidtico e
o tratamento controle, assim como verificado por Ferreira et al. (2015), que utilizaram
probidtico contendo Bacillus spp. (1,15.10* UFC. g ™) durante criacdo do camarfo L.
vannamei. Para Zokaeifar et al. (2013), a adicdo de B. subtilis (1,0.10° UFC. g * e 1,0.10°
UFC. g ) durante 56 dias, na fase de engorda do camardo L. vannamei, demonstrou
resultados significativamente melhores de GP, TCE e TCA em relacdo ao controle, assim
como ocorreu no experimento de Seenivasan et al. (2012) que por 90 dias adicionou B.
subtilis na fase de bercario do camardo M. rosenbergii e também verificou diferencas
significativas para as varidveis citadas. Ferreira et al. (2015) também n&o constataram
alteracdes fisicas e quimicas na agua que pudessem interferir no desenvolvimento de L.
vannamei, e, por isso, seus resultados de S, TCE e TCA foram melhores no tratamento
controle.

Neste trabalho, houve resultados significativamente melhores de sobrevivéncia nos
tratamentos com uso de probidtico em comparacdo ao tratamento controle, diferindo dos
resultados encontrados por Kumar et al. (2013), que utilizou B. licheniformis por periodo de
60 dias na criagdo de M. rosenbergii, e obteve sobrevivéncia semelhante entre os tratamentos
com probidtico e o controle. Para Zhang et al. (2011), a aplicacdo de B. subtilis e B.
licheniformis (1,0.10% UFC. g ) durante o crescimento de P. japonicus ndo apresentou
diferengas significativamente melhores na sobrevivéncia, embora esta variavel fosse menor no
tratamento controle. Silva et al. (2012) também obtiveram resultados significativamente
melhores para a sobrevivéncia, durante a larvicultura de L. vannamei, o que indica a
influéncia positiva da adi¢do probiotica durante o crescimento do camardo. No trabalho de
Krummenauer et al. (2014) foi verificada sobrevivéncia significativamente melhor para L.

vannamei nos tratamentos com aplicacdo probidtica também utilizando o sistema BFT,
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entretanto, neste trabalho o probiético foi aplicado nos tanques quando ja havia sido detectado
infecgdo por Vibrio spp. enquanto nos tanques controle néo foi aplicado probidtico.

Zokaeifar et al. (2013) testaram probiotico contendo Bacillus spp. com concentracdo
de 1,0.10® UFC. g ™ durante criacdo de L. vannamei, e destacaram que os tratamentos com a
adicdo da mistura mantiveram os niveis de N-AT inferiores aos niveis encontrados no
tratamento controle, contudo, os resultados maiores de sobrevivéncia no tratamento controle
evidenciaram a influéncia do surgimento de Vibrio spp. no viveiro, e apontando que a
presenca o nitrogénio na forma de amdénia ndo-ionizada além de ser toxica aos camardes serve
como porta de entrada para o estabelecimento de microrganismos oportunistas, que
caracterizam situagOes adversas ao crescimento de camarfes (Krummenauer et al., 2014).
Neste trabalho, os niveis de nitrogenados, assim como as outras variaveis fisicas e quimicas
estiveram dentro dos limites assegurados para a espécie, além disso, ndo foi detectada
presenca de microrganismos oportunistas, como Vibrio spp. responsaveis pelo subcrescimento
de crustaceos, sendo assim, pode-se destacar que os probidticos adicionados agiram de forma
a preparar os camardes para eventuais situacGes de estresse, de forma profilatica e nédo
remediadora como nos trabalhos citados.

A influéncia da composicdo ndo-bacterioldgica da mistura probidtica, as espécies de
microrganismos que o compde, assim como a concentracdo da UFC/g determinam a qualidade
e eficdcia do probidtico, uma vez que, a elevada concentracdao de UFC/g é mais efetiva que
adicdo em quantidades elevadas de probidtico (Xue et al., 2016). Luis-Villasefior et al. (2011)
constataram que probidticos compostos por duas ou mais estirpes de Bacillus podem
provocar diferencas significativas no desenvolvimento de camarfes em relacdo ao controle,
mas ndo apresentam variacgao significativa quando comparados a probidticos compostos por
apenas uma espécie de Bacillus .

Os resultados diferentes obtidos nestes trabalhos podem ser explicados pela riqueza de
nutrientes e microrganismos existente no meio BFT, que influenciam de modo integral na
carcinicultura. O crescimento dos camardes, que poderia ter sido maximizado pela ingestdo
dos flocos, pode néo ter implicado diferencas significativas entre os tratamentos devido a falta
de estimulos estressantes no ambiente de criacdo e pela disponibilidade de ra¢do nos tanques,
tendo em vista que os camardes tinham grande disponibilidade de alimento. No estudo de
Emerenciano et al. (2013), ndo foram constatadas alteracfes nas variaveis fisicas e quimicas
da agua ou diferengas de crescimento dos camardes do sistema BFT e o sistema de &gua clara.

Basicamente, o sistema BFT é formado por fitoplancton, zooplancton, particulas

suspensas e bactérias que se estabelecem naturalmente na dgua de criacdo e se agregam em
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flocos, estando integralmente disponivel na &gua de criacdo, capaz de fornecer aminoacidos
essenciais, proteinas, acidos graxos poli-insaturados, vitaminas e minerais aos organismos de
criacdo (Najdegerami et al., 2016; Souza et al., 2012). Emerenciano et al. (2013) observaram
melhores taxas de sobrevivéncia para a espécie F. duorarum no tratamento controle (81,4%),
em comparagdo com o tratamento com BFT (63,2%). Na criacdo de L. vannamei em sistema
BFT, Krummenauer et al. (2011) verificou sobrevivéncia de 92% utilizando a densidade de
estocagem semelhante a densidade utilizada nesse estudo, que foi de 150 camardes/m?.
Portanto, as diferentes densidades das bactérias probidticas verificadas neste estudo
pode ser atribuida a estrutura tréfica formada pelos microrganismos presentes no meio,
conforme observado por Ballester et al. (2010), que identificaram a presenga de detritos
agrupados em flocos colonizados por bactérias heterotrofas, cianobactérias filamentosas,
dinoflaglados, ciliados, flagelados e rotiferos em sistema BFT. Segundo Fugimura et al.
(2015), as microalgas e bactérias sdo consumidas por protozoarios e nematodes que s&o
predados por pequenos metazoarios como os rotiferos, por isso o sistema BFT é caracterizado
pela predacdo em niveis tréficos que afetam a composicdo e a densidade da microbiota.
Conforme comentado por Krummenauer et al. (2014), a composi¢cdo da microbiota é
influenciada pelas préticas de criacdo e condi¢cbes ambientais principalmente quando ha o
sistema BFT, que tendem selecionar espécies de microrganismos. Desta forma os efeitos do
probidtico sdo melhores visualizados quando as condigdes ambientais de criagdo estdo
desfavoraveis (Souza et al., 2012). Sendo assim, a baixa concentracdo das bactérias
probidticas no hepatopancreas pode estar relacionada com a competicdo de cianobactérias
filamentosas com outros microrganismos pelo substrato, conforme destacou Emerenciano et
al. (2013), uma vez que tais microrganismos comumente secretam substancias antagonistas de

efeitos inibitdrios na agua que tendem desfavorecer o crescimento de bactérias probidticas.
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5. Conclustes

Os resultados da analise microbiologica demonstraram que B. licheniformis teve maior
capacidade de colonizacdo no meio BFT, quando utilizada a concentragéo de 3,25.10°> UFC.g°
! enquanto B. Subtilis respondeu melhor & colonizagdo no hepatopancreas dos camardes em
concentracdes a partir de 2,7.10° UFC.g™.

Em relacdo ao desempenho zootécnico foi determinado que adi¢do do probiotico em
concentracdes a partir de 1,08.10° UFC.g" proporcionou aumento significativo da
sobrevivéncia dos camardes nas condi¢des experimentais avaliadas. Por outro lado, a adi¢édo
do probidtico ndo teve efeito significativo sobre os parametros de qualidade de agua

monitorados durante o experimento.
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