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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do probidtico Bio 02 Camario®, com

Tecnologia do Consoércio Probidtico - TCP, sobre o desempenho de juvenis de
Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos — BFT. O experimento contou com quatro
tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 16 unidades experimentais de 220 L, nas
quais foram estocados, 35 animais (3,15 +0,53g e 7,80 + 0,54cm) em sistema de bioflocos
(160 camardes/m?). Os tratamentos foram - T1: controle sem probidtico; T2: probiético
na dieta (3mL kg™') e d4gua (0,5ppm — 3 vezes por semana); T3: probidtico na dieta (3mL
kg!) e 4agua (1ppm - diariamente), e T4: probidtico na dgua (Ippm — diariamente).
Avaliou-se a qualidade de agua, concentragdo de unidades formadoras de colonia (UFC)
de Vibrio spp. na 4gua e hepatopancreas, desempenho zootécnico e atividade enzimatica
digestiva dos camardes. Para qualidade de agua e Vibrio, ndo foram observadas
diferengas entre os tratamentos, entretanto foram observadas diferengas para cada
tratamento ao longo do tempo. Quanto ao desempenho zootécnico, os tratamentos com
uso de probidtico promoveram maior biomassa final (BF), ganho de biomassa (GB) e taxa
de conversdo alimentar (CAA) mais eficiente (p < 0,05). A melhora no desempenho
promovida pelo probiotico, pode ser relacionada a um aumento nas concentragdes de
amilases, quimotripsina e lipases no hepatopancreas (p < 0,05), importantes enzimas
digestivas, sugerindo que houve maior eficiéncia no aproveitamento da dieta. Concluiu-
se que o tratamento 3 promoveu o melhor desempenho zootécnico de L. vannamei na fase
inicial de engorda em sistema de bioflocos.

Palavras-chave: Carcinicultura, Sistema intensivo, Aquicultura, Atividade enzimatica;
Desempenho zootécnico.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the probiotic Bio O2 Camardo®,
with Probiotic Consortium Technology - TCP, on the performance of juveniles of
Litopenaeus vannamei in a biofloc system - BFT. The experiment had four treatments
and four replications, totaling 16 experimental units of 220 L, in which 35 animals (3.15
+ 0.53g and 7.80 + 0.54cm) were stored in a biofloc system (160 shrimp / m?). The
treatments were - T1: control without a probiotic; T2: probiotic added to diet (3mL kg™)
and in water (0.5ppm - three times a week); T3: probiotic added to diet (3mL kg™!) and in
water (Ippm - daily), and T4: probiotic added to water (1ppm - daily). Water quality,
concentration of colony forming units (CFU) of Vibrio spp. in water and hepatopancreas,
zootechnical performance and digestive enzyme activity of shrimp. For water quality and
Vibrio, no differences were observed between treatments, however differences were
observed for each treatment over the time. As for zootechnical performance, treatments
with the use of probiotics promoted higher final biomass (FB), biomass gain (BG) and
more efficient feed conversion ratio (FCR) (p <0.05). The improvement in performance
promoted by the probiotic can be related to an increase in concentrations of amylases,
chymotrypsin and lipases in hepatopancreas (p <0.05), important digestive enzymes,
suggesting that there was greater efficiency in the use of the diet. It was concluded that
treatment 3 promoted the best zootechnical performance of L. vannamei in the initial
phase of growth in a biofloc system.

Key-words: Shrimp farming, Intensive system, Aquaculture, Enzymatic activity;
Zootechnical performance.
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1 INTRODUCAO

O camarao-branco-do-pacifico, Litopenaeus vannamei, € o crustdceo mais produzido
no mundo, representando 52,9% da producdo (FAO, 2020). Nas ultimas duas décadas, o
aumento da demanda por alimento, a crescente escassez de dgua e a preocupacdo com 0 meio
ambiente, tem levado a producgdo de camario a se intensificar (ZHANG et al., 2017; KUMAR
etal., 2020; XU et al., 2021).

Devido a sua adaptabilidade e desempenho zootécnico, L. vannamei tem obtido
sucesso em sistemas intensivos de bioflocos, que permitem altas densidades de estocagem com
bons resultados produtivos (KRUMMENAUER et al., 2011; DA SILVEIRA et al., 2020). A
tecnologia do bioflocos (Biofloc technology - BFT) ¢ uma alternativa para a producao de
camardo, ¢ em regides distantes do mar, com o uso de agua salinizada artificialmente, o
principal beneficio nesse sentido ¢ a minima ou zero troca de 4gua (EMERENCIANO et al.,
2017). Trata-se de um sistema onde ¢ estimulada a formagao de agregados ou flocos contendo
principalmente bactérias heterotroficas e quimioautotréficas, microalgas além de outros
organismos que transformam o excesso de nutrientes da d4gua em biomassa, fazendo assim a
ciclagem de nutrientes e podendo servir de alimento para o organismo produzido
(EMERENCIANO et al., 2017; DE ALMEIDA et al., 2021). O sistema depende de aeragao
intensa e constante para oxigenacao ¢ movimentacao da agua (DE SCHRYVER et al., 2008), e
adi¢do de uma fonte de carbono para formagdo de biomassa dos microrganismos (SERRA et
al., 2015). Esses microrganismos também podem auxiliar na resisténcia contra patdogenos por
meio de exclusdo competitiva dos organismos nocivos, ou fortalecendo o sistema imunoldgico
dos crustaceos (AALIMAHMOUDI; AZARM; MOHAMADI, 2017; EMERENCIANO et al.,
2017).

Em sistemas BFT, quanto maior a densidade de estocagem, mais delicado e complexo
¢ manter o equilibrio das condigdes 6timas da agua (DA SILVEIRA et al., 2020). Uma das
maiores preocupacdes em sistemas de producao intensivos € o controle de agentes patogénicos
(AALIMAHMOUDI; AZARM; MOHAMADI, 2017). Dentre eles, espécies de bactérias do
género Vibrio, podem apresentar resisténcia a certos antibioticos (WANG et al., 2015), podendo
afetar drasticamente o crescimento e sobrevivéncia dos camardes, sendo assim ¢ importante
monitorar o desenvolvimento desse género de bactérias no sistema produtivo (SOMBOON et
al., 2012; TRAN et al., 2013; WANG et al., 2015; RESTREPO et al., 2016; KE et al., 2017;
LIU et al., 2018; SU et al., 2018).



Dentro deste contexto, a utilizacdo de probiodticos tem sido avaliada para este tipo de
sistema (TAMILARASU et al., 2020; JIMENEZ-ORDAZ et al., 2021). Os probidticos foram
definidos por AFRC (1989) como suplementos alimentares microbianos benéficos para os
hospedeiros. Sao comumente utilizados na dieta ou na dgua para estimular a formacdo dos
flocos e auxiliar na estabilizacdo da qualidade de 4gua e comunidade microbiana, incluindo
resisténcia a Vibrio, (FERREIRA et al., 2017). Também ¢ possivel identificar beneficios a
morfologia do trato digestivo, composi¢ao da microbiota intestinal (FAN; LI, 2019; MUNAENI
et al., 2020), resposta imune (ROOMIANI; AHMADI; GHAENI, 2018; KEWCHAROEN;
SRISAPOOME, 2019; LLARIO et al., 2019), atividade enzimatica digestiva, ¢ desempenho
zootécnico de L. vannamei (AMOAH et al, 2019).

A atividade enzimatica (sintese, secre¢do e regulacdo) define a capacidade digestiva
de L. vannamei (CARRILLO-FARNES et al., 2007) e melhor eficiéncia na absorgdo de
nutrientes, o que reflete em melhoria da conversdo alimentar e ganho de peso (PEIXOTO et al.,
2018; ROCHA et al., 2019) devido as enzimas microbianas como as amilases, proteases e
lipases quebrarem moléculas maiores e complexas (TUAN; DUC; HATAI, 2013). Assim, a
utiliza¢ao de probiodticos como suplemento alimentar pode melhorar a atividade enzimatica,
além de influenciar a composi¢do da comunidade microbiana do intestino (ADEL et al., 2017).

A Tecnologia do Consorcio Probiotico (TCP) ¢ uma inovagdo que tem como base o
principio dos Microbiomas Projetados Ativos. Isso significa dizer que bactérias e leveduras,
nas propor¢des e meios adequados, constituem um ambiente simbiotico que opera de forma a
suportar e proteger ambientes produtivos. Por meio de interagdes desse sistema, internas e
externas, sdo formados os pds-biodticos primarios e secundarios, que por sua vez possuem acoes
diretas no meio, como por exemplo, mineralizagdo de matéria organica, disponibilizacdo de
nutrientes, a¢do anti-microbiana (antagonizando elementos patogénicos) entre outras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do probidtico Bio O, Camario®, com tecnologia do
consorcio probidtico - TCP, sobre a qualidade de 4agua, controle de Vibrio spp., desempenho
zootécnico e atividade enzimatica digestiva de juvenis de Litopenaeus vannamei, durante a fase

inicial de engorda, produzidos em sistema de bioflocos - BFT.
2 METODOLOGIA
O bioensaio foi realizado no Laboratério de Carcinicultura, Nucleo de Pesquisa e

Desenvolvimento em Aquicultura Sustentdvel, Universidade Federal do Parana (UFPR),

Marip4 - PR, durante 32 dias. O probiético avaliado foi o Bio O, Camardo® da empresa Global
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Satude, composto por um mix de bactérias denominado tecnologia do consoércio probiotico —
TCP, a base de bactérias acido lacticas, leveduras, Bacillus subtilis, Bifidobacterium animalis,
Lactobacillus casei - subespécie rhamnosus, Saccharomyces cerevisiae, € outras 13 espécies
de bactérias utilizadas no processo de propagagao da TCP que, mesmo em quantidades menores,
sdao fundamentais para a estabiliza¢ao do sistema, por meio da producao de acidos, agucares e

metabolitos em geral (a composicao exata ¢ mantida em sigilo pela empresa).

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeticdes (TABELA 1), totalizando 16 unidades experimentais (UEs). Foram estocados
35 camardes por UE (densidade de estocagem de 160 camardes/m?®) com peso médio de 3,15 +
0,53g e comprimento total médio de 7,80 + 0,54cm, provenientes da linhagem SpeedLine® da
empresa Aquatec”®. O meio de produgio (bioflocos) e os animais foram obtidos de um produtor
local. O biofloco, sem adigao de probidtico, havia passado por processo de desnitrificacao para
reutilizagdo da agua e estava em desenvolvimento para inicio de um ciclo comercial de engorda
de L. vannamei. Os tratamentos foram definidos considerando avaliar a eficiéncia e o custo de

aplicag¢do do produto e estdo descritos na tabela 1.
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TABELA 1. DESCRICAO DOS TRATAMENTOS QUANTO A DOSAGEM E FREQUENCIA DE
ADMINISTRACAO NA AGUA E INCLUSAO NA ALIMENTACAO.

Probidtico na agua Probiotico na
Tratamento
Dose Frequéncia alimentacio
T1 (controle) Sem probidtico - Sem probidtico
T2 50mL / 100.000 L (0,5ppm*) 3 aplicagdes / semana  3mL kg™! de racdo
T3 100mL / 100.000 L (1ppm) 7 aplicagdes / semana  3mL kg! de ragio
T4 100mL / 100.000 L (1ppm) 7 aplicacdes / semana Sem probidtico

FONTE: O autor (2021).
NOTAS: * ppm: partes por milhdo.

Os camardes foram estocados em tanques circulares de polietileno com 220L de
volume qutil, dispostos em uma estufa, em sistema estatico com aeracdo forgada. Durante a
semana que antecedeu o inicio do experimento foram adicionados diariamente 10g de fonte de
carbono (agucar mascavo) em cada unidade experimental, para estimular ¢ manter a formacao
dos flocos. Quatro vezes ao dia foi realizado o revolvimento do fundo dos tanques para evitar
o acumulo excessivo de sedimentos e consequente surgimento de areas anoxicas. As unidades

foram cobertas com tela tipo sombrite para evitar a fuga dos animais.

2.2  ALIMENTACAO

Na primeira semana foram ofertadas as ragdes comerciais Guabitech Inicial J ® (40%
proteina bruta) e Guabitech Active® 1,6mm (36% proteina bruta) em uma proporgdo de 3:7,
respectivamente. Posteriormente foi ofertada apenas Guabitech Active®. Para o preparo das
ragdes, semanalmente, foram homogeneizados 3mL kg™! (3mL de probidtico diluido em 100mL
de 4gua destilada borrifados em lkg de ragdo) e secos em estufa sem circulagdo de ar
(aproximadamente 35°C) por aproximadamente 3 horas, realizando o revolvimento da ragdo a
cada 30 minutos para secagem uniforme. As racdes sem probidtico passaram pelo mesmo
processo, no qual foi borrifado o mesmo volume de dgua destilada.

Cada unidade experimental recebeu 7,5g de racdo por dia, fracionada em cinco
alimentacgdes (8:30, 11:00, 14:00, 17:00 e 01:00h). A taxa de arragoamento foi calculada
projetando um crescimento de 1g por semana e conversao alimentar de 1,5:1, fornecendo a

mesma quantidade durante toda a duragao do experimento.

2.3  QUALIDADE DE AGUA
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Diariamente foram monitorados temperatura (manha e tarde) e oxigénio dissolvido
(manh3) com auxilio de um oximetro Hanna® — HI9146. A cada quatro dias foram aferidos os
valores de pH pelo Medidor de pH Luca-210® e salinidade (refratometro manual - Atago®).
Semanalmente foram aferidos dureza total (pages 2-37; titrimetric method) e alcalinidade total
(pages 2-27; titrimetric method) (APHA, 2005).

O volume dos so6lidos sedimentaveis (SS) foi quantificado conforme Avnimelech
(2009) a cada cinco dias. Para obtencao dos sé6lidos suspensos totais (SST), amoénia total (pages
4-114; phenate methods) e nitrito (pages 4-118; Griess reaction) foi aplicada a metodologia

descrita em APHA (2005) ao 19, 15° ¢ 31° dia de experimento.

24 MONITORAMENTO DE VIBRIO

Foi realizada a contagem estimativa de unidades formadores de colonia (UFCs) de
Vibrio em amostras de agua e hepatopancreas. O plaqueamento e contagem de UFC foi
realizado no Nucleo Experimental de Micologia Aplicada (NEMA), Universidade Federal do
Parana, Palotina.

Amostras de dgua de todas as unidades experimentais foram coletadas e enviadas
imediatamente para realizar o plaqueamento, no 1°, 15° e 31° dia de experimento. Foram
preparadas duas dilui¢des, 1x10™' e 1x102 (amostra / solucio salina 0,85%), de cada amostra,
obtidas por meio de dilui¢do seriada. Foram adicionados 100ul de cada diluicao em placas de
Petri contendo meio de cultura TCBS (4gar de tiossulfato, citrato, bilis e sacarose). As placas
foram incubadas em estufa a 37°C overnight (18 horas), ap6s o periodo de incubagdo foi
realizada a contagem das UFCs.

Ao final do experimento foram coletados, aleatoriamente, os hepatopancreas de 10
animais (n = 10) de cada UE. Os hepatopéancreas foram armazenados em microtubos tipo de
1,5mL e enviados imediatamente para 0o NEMA. Os 6rgdos foram pesados e homogeneizados
em agitador vortex com adicdo de solu¢do salina a 0,85% (quantidade de solugdo
correspondente ao peso de cada 6rgio de forma a obter dilui¢io 1x10™! amostra / solugio salina).
O procedimento de plaqueamento, incubagdo e contagem de UFCs foi o mesmo utilizado para

as amostras de agua.

2.5 DESEMPENHO ZOOTECNICO
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Ao final do experimento todos os animais foram contabilizados, pesados (balanca
analitica digital Marte-AY220®, precisdo 0,0001g) e medidos (comprimento total — paquimetro
ZAZ®) para determinar peso médio final, comprimento médio final, ganho de peso,
sobrevivéncia, biomassa final, ganho de biomassa, conversdo alimentar aparente, taxa de
crescimento relativo peso, taxa de crescimento relativo comprimento, taxa de crescimento
especifico peso, taxa de crescimento especifico comprimento. Os calculos utilizados para

obtencao desses valores sdo apresentados a seguir:

2.5.1 Peso médio final (PF):

PF = Somatoria dos pesos individuais <+ Numero total de individuos

2.5.2  Ganho de peso (GP):

GP = peso médio final — peso médio inicial

2.5.3 Sobrevivéncia (S):

Numero final de camaroes
S (%) = — — —— x100
Numero inicial de camaroes

2.5.4 Biomassa final (BF):

BF = Numero final de camardes X Peso médio dos camardes

2.5.5 Ganho de biomassa (GB):

GB = Biomassa final — Biomassa inicial

2.5.6 Conversao alimentar aparente (CAA):

Quantidade total de racao fornecida
CAA =

Biomassa total produzida
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2.5.7 Taxa de crescimento relativo peso / comprimento (TCRP% e TCRC%)

(STEFFENS, 1989):

TCRP = GB (8) x 100
Biomassa inicial (g) x Periodo(dias)

Comprimento médio final (cm) — Compr. médio inicial(cm)
TCRC = . —— - . x 100
Comprimento médio inicial (cm) X Periodo(dias)

2.5.8 Taxa de crescimento especifico peso / comprimento (TCEP% e TCEC%)

(BAUTISTA-TERUEL; EUSEBIO; WELSH, 2003):

100 X [In Biomassa final (g) — In Biomassa inicial (g)]
Periodo (dias)

TCEP (%) =

100 X [In Comp.médio final (cm) — In Comp.médio inicial (cm)]

TCE [0) =
CEC (%) Periodo (dias)

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Ao final do experimento foram coletados, aleatoriamente, os hepatopancreas de 10
animais (n=10) por UE para avaliacdo da atividade enzimatica digestiva. Os hepatopancreas
foram colocados separadamente em microtubos de 1,5ml e armazenados em nitrogénio liquido.
As analises foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Genética na Universidade Federal
da Fronteira Sul, Laranjeiras do Sul-PR.

Para andlise, os hepatopancreas foram homogeneizados em solucgdo salina 8% com
auxilio de homogeneizador elétrico (IKA® T10 basic), e logo apos, centrifugados em centrifuga
refrigerada (Sigma, 3-16 KL) a 4 °C por 10 minutos a 12000rpm. O sobrenadante, obtido apos
a centrifugacgdo, foi retirado e utilizado para as determinagdes. Foram determinados os teores
de proteina (BRADFORD, 1976), amilase e lipase (SEIXAS-FILHO, 2003), tripsina e
quimotripsina (HUMMEL, 1959) e triacilglicerdéis (kit comercial, seguindo as recomendagdes

do fabricante, Gold Analisa®).
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2.7  ANALISE ESTATISTICA

Todas as varidveis passaram pela verificacdo de pressupostos de normalidade e
homocedasticidade. Os valores de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, salinidade, dureza
total, alcalinidade total, anélises de atividade enzimatica, desempenho zootécnico ¢ UFC de
Vibrio em hepatopancreas foram submetidos a anélise de variancia (Anova) uma via. Os valores
de SST, SS, amonia, nitrito e UFC de Vibrio em agua, foram submetidos a Anova duas vias.
Os valores de SS por foram submetidos a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis devido a
nao atenderem os pressupostos de normalidade e homogeneidade.

Os dados de UFC de Vibrio em agua e atividade de lipase passaram por transformagao
logaritmica (log x), a fim de atender os pressupostos. Quando detectadas diferencas, os dados
foram submetidos ao teste de comparagdo de médias de Tukey.

Para todos os testes estatisticos foi adotado a = 5%.

3 RESULTADOS

3.1 QUALIDADE DE AGUA

Durante o periodo experimental ndo foram observadas diferencas significativas entre os

tratamentos para as variaveis de qualidade de dgua sumarizadas na tabela 2 (p > 0,05).
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FIGURA 1: MEDIA (+E.P.) DE CONCENTRACAO DOS SOLIDOS SUSPENSOS TOTAIS AO LONGO DO
EXPERIMENTO. LETRAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA SIGNIFICATIVA DENTRO DE CADA
TRATAMENTO AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (a = 5%).
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FONTE: O AUTOR (2021).

A concentragdao de SST foi diferente quando considerado cada tratamento ao longo do
tempo (p < 0,05). E possivel observar que entre as coletas ocorreu um aumento nas
concentragcoes em T1 e T3 (FIGURA 1), e na ultima semana de producao foi o periodo com
maior concentragio de SST (T1: 576,7mg L' e T3: 450,0mg L'). Ndo foram identificadas
diferencas para T2 e T4 ao longo do periodo experimental. Dentro da mesma coleta nao foram

observadas diferenca entre os tratamentos (FIGURA 1; p > 0,05).
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FIGURA 2: MEDIA (+E.P.) DE CONCENTRACAO DOS SOLIDOS SUSPENSOS SEDIMENTAREIS AO
LONGO DO EXPERIMENTO. LETRAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA SIGNIFICATIVA
DENTRO DE CADA TRATAMENTO AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (a = 5%).
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FONTE: O AUTOR (2021).

Na figura 2 sdao apresentados os valores de SS. A comparagdo entre os tratamentos
dentro de cada coleta ndo apresentou diferencas significativas (p > 0,05). Considerando cada
tratamento ao longo do tempo, foram observadas diferengas para T1 entre a primeira (média
0,3mL L") e as demais coletas (médias 0,725; 1,225; 2,55; 1,4; 1,875; 13,225mL L'
respectivamente) (p < 0,05).
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FIGURA 3: MEDIA (+E.P.) DAS CONCENTRACOES DE AMONIA TOTAL AO LONGO DO
EXPERIMENTO. LETRAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA SIGNIFICATIVA DENTRO DE CADA
TRATAMENTO AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (a = 5%).
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FONTE: O autor (2021).

Na figura 3 sdo apresentados os valores de amoOnia total monitorados durante o
experimento. As concentragdes de amodnia total apresentaram diferencas significativas
considerando cada tratamento ao longo do tempo (p < 0,05). Os tratamentos T1, T2 e T3
apresentaram queda, seguida de aumento na concentragdo de amodnia ao decorrer do
experimento, apresentando na ultima semana a maior concentragdo de amonia total (T1:
0,0894mg L' T2: 0,2108mg L'eT3: 0,1931mg L1). Ja no tratamento T4 as concentragdes de
amonia total ndo apresentaram diferencas ao longo do tempo (p > 0,05). Quando comparados

os tratamentos na mesma coleta ndo foram observadas diferencas (p > 0,05).



FIGURA 4: MEDIA (+E.P.) DAS CONCENTRACOES DE NITRITO AO LONGO DO EXPERIMENTO.
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LETRAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA SIGNIFICATIVA DENTRO DE CADA TRATAMENTO
AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (a = 5%)
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FONTE: O autor (2021).
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Quando comparado cada tratamento durante a mesma coleta ndo foram identificadas

diferencas (FIGURA 4). As concentragdes de nitrito em T2, T3 e T4, ndo apresentaram

diferenca significativa considerando cada tratamento ao longo do tempo (p > 0,05). Em T1

observou-se um aumento significativo na concentragio de nitrito (0,0903mg L) na metade do

experimento em relagdo ao inicio, no entanto, na ultima semana houve uma redug¢do na

concentracdo desse composto (p < 0,05).

3.2 MONITORAMENTO DE VIBRIO
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FIGURA 5: MEDIAS (£E.P.) DAS CONCENTRACOES DE UFCS DE Vibrio spp. EM AMOSTRAS DE
AGUA (LOG X). LETRAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA SIGNIFICATIVA DENTRO DE CADA
TRATAMENTO AO LONGO DO PERIODO EXPERIMENTAL (a = 5%).
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FONTE: O autor (2021).

Com relagdo ao Vibrio nas amostras de agua, nao houve diferenca significativa para
as concentragdes de UFC entre os tratamentos dentro de cada coleta (p > 0,05). Considerando
cada tratamento ao longo das coletas, foi observada diferenca para T3 e T4 (p < 0,05), ambos

apresentaram a maior quantidade de coldnias na segunda coleta (FIGURA 5).

TABELA 3: VALORES MEDIOS (+D.P.) DE UFC g DE Vibrio spp. EM AMOSTRAS DE
HEPATOPANCREAS DE L. vannamei PRODUZIDO EM BIOFLOCO COM
ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO (a = 5%).

UFC de Vibrio

Tratamentos (1x10 S UEC o)
T1 3,16+ 2,66
T2 3,45+ 3,06
T3 2,72+ 1,45
T4 3,53 +2,89

FONTE: O autor (2021).
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Na tabela 2 sdo apresentadas as concentragdes de UFC para Vibrio no hepatopancreas
dos camardes. Com relacao as amostras de hepatopancreas, ndo foram observadas diferengas

significativas entre os tratamentos (p > 0,05).

3.3 DESEMPENHO ZOOTECNICO

Os valores de desempenho zootécnico estdo descritos a seguir (TABELA 3).

TABELA 4: VALORES MEDIOS (£D.P.) DAS VARIAVEIS ZOOTECNICAS DE L. vannamei PRODUZIDOS
EM BIOFLOCO COM ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO (a = 5%).

Variaveis T1 T2 T3 T4
PF (g) 8,15+0,32 8,10+0,11 8,67+ 0,35 8,16+ 0,57
CF (cm) 10,77 £ 0,12 10,70 + 0,17 10,93 + 0,06 10,63 + 0,25
GP (g) 5,10+ 0,32 5,05+0,11 5,62 + 0,35 5,11+0,57
S (%) 84,60 + 4,13 92,70 + 3,12 90,00 + 9,49 94,50 + 9,36
BF (g) 25494 +2.81° 278,02+ 11,492 28829+ 18,67% 284,18+ 10,15
GB (g) 159,37 +2,95° 173,31+8,19% 186,63 +8,09* 177,43+3,47°
CAA (g g) 1,41 £0,03 2 1,30 + 0,06 1,21 £0,05° 1,27 £ 0,03
TCRP (%) 267,10+ 10,60  26546+3,51  28437+1,52 267,43+ 18,78
TCRC (%) 299,67 £ 11,55 293,00+17,32  316,33+5,77 286,33 +25,17
TCEP (%) 327 +0,13 3,25 + 0,04 3,48 +0,14 3,27 +0,23
TCEC (%) 1,09 + 0,04 1,07 + 0,05 1,14 + 0,02 1,05 + 0,08

FONTE: O autor (2021).

NOTA: Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os tratamentos (p <
0,05). Peso Final (PF); Comprimento Final (CF); Ganho de Peso (GP); Sobrevivéncia (S); Biomassa Final (BF);
Ganho de Biomassa (GB); Taxa de Conversdo Alimentar Aparente (CAA); Taxa de Crescimento Relativo Peso
(TCRP); Taxa de Crescimento Relativo Comprimento (TCRC); Taxa de Crescimento Especifico Peso (TCEP);
Taxa de Crescimento Especifico Comprimento (TCEC).

As variaveis zootécnicas PF, CF, S e GP nao apresentaram diferenca entres os
tratamentos (p > 0,05). Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, a sobrevivéncia foi maior
nos tratamentos com probidtico, e o tratamento T3 apresentou maiores valores de PF, GP e CF.
Para TCRP, TCRC, TCEP, TCEC nao foram identificadas diferencas entres os tratamentos (p >
0,05), mas o tratamento T3 apresentou os maiores valores percentuais.

Foram observadas diferengas entre os tratamentos para biomassa final, ganho de

biomassa e conversdo alimentar (p < 0,05). Para BF, T3 apresentou os maiores valores, ja para
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GB, os maiores valores foram observados em T3 e T4. Os menores valores de conversdo

alimentar foram observados em T3 e T4.

34  AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os valores médios de tripsina, quimotripsina, amilase, lipase, proteina e triacilglicerois
em hepatopancreas, utilizados como indicadores da atividade enzimatica digestiva, sdo

apresentados na tabela 4.

TABELA 4: VALORES MEDIOS (+D.P.) DE INDICADORES DE ATIVIDADE ENZIMATICA
DIGESTIVA EM HEPATOPANCREAS DE L. vannamei PRODUZIDOS EM BIOFLOCO COM
ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO (a = 5%).

Trata Tripsina Quimotripsina Proteina
mento  (umol min' mg proteina!)  (umol min"' mg proteina™) (mg mL™)
T1 6,16x107 + 1,56x107 0,676 0,057 ° 5,37 £0,46
T2 6,93x107 + 1,38x107 0,651 +0,032° 5,45+0,38
T3 7,08x107 + 1,67x107 0,733 + 0,051 * 5,04 +0,38 «
T4 7,30x107 +£2,17x107 0,752 + 0,064 * 4,87+ 0,44 ¢
Amilase Lipase (log x) Triacilglicerdis
(U L'mg de proteina™!) (U L'mg de proteina?) (U L"'mg de proteina™)

Tl 9,08 + 0,88 ° 0,972 + 0,154 ¢ 3,71+ 0,63
T2 9,02+ 1,12° 0,971 £0,171 ¢ 3,51+0,61
T3 10,36 + 1,48 ° 1,213 +0,411° 4,22 + 0,85
T4 11,35+ 1,16° 1,659 + 0,068 * 4,03 +1,23

FONTE: O autor (2021)
NOTAS: Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os tratamentos (p <
0,05).

Os valores médios de tripsina e triacilglicerdis ndo diferiram significativamente entre
os tratamentos (p > 0,05). Para amilase e quimotripsina, os valores médios observados em T3
e T4 foram maiores do que em T1 e T2. Para proteina, o maior valor observado foi em T1 e o
menor em T4. Para lipase, os menores valores foram observados em T1 e T2, os quais nao
diferiram significativamente entre si, mas foram diferentes para T3 e T4, sendo esse segundo o

maior valor entre os tratamentos (p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

As maiores concentragdes de amonia total (0,2108mg L) e nitrito (0,1275mg L)
ficaram dentro do nivel de seguranca estabelecido para juvenis de L. vannamei em salinidade
entre 25 e 35g L' (LIN; CHEN, 2001; LIN; CHEN, 2003), portanto, pode-se dizer que essas
variaveis nao influenciaram no desempenho dos camardes.

Os valores de pH observados estdo acima do recomendado para camardes e fora da
faixa recomendada para L. vannamei (VAN WYK et al., 1999), no entanto, isso ndo parece ter
afetado o desempenho dos animais. Considerando que nao houve diferenca de pH entre os
tratamentos, de forma a favorecer algum deles, pode-se dizer que essa varidvel por si s6 nao
influenciou os resultados do experimento. No entanto, a toxicidade da amoénia para organismos
aquaticos ¢ diretamente proporcional ao valor de pH, quanto mais alcalino, maior a propor¢ao
de amoénia toxica (forma ndo ionizada), da esma forma ¢ influenciada pela temperatura
(RANDALL; TSUI 2002; SREEKAKULA et al., 2019; VAN WYK et al., 1999). De acordo
com Van Wyk et al., (1999), é recomendado que a quantidade de amonia toxica nao ultrapasse
0,03mg L', Para fins de monitoramento, o autor propde uma tabela na qual é possivel estimar
a propor¢ao de amonia toxica em funcao do pH e temperatura, aplicada neste experimento. Os
maiores valores foram observados em T3 e T4 na ultima semana encontram-se entre 0,035 e
0,083mg L™! aproximadamente (amonia total, T3: 0,193mg L'!; T4: 0,1486mg L™!). Nas demais
semanas, a propor¢ao de amonia toxica sé ultrapassou esse limite para T3 (aprox. 0,039mg L~
) e T4 (aprox. 0,032mg L) na primeira coleta. Mesmo apresentando os maiores valores de
amoOnia toxica (sem diferenca estatistica), o desempenho dos animais foi melhor nos
tratamentos com probiotico.

Em relagdo ao SST, Gaona et al. (2016), observaram que valores de 250 a 4000 mg L~
I, parecem ndo afetar o desempenho de L. vannamei, quando as concentragdes de oxigénio
dissolvido sdo mantidas acima de Smg L. Com base nessa informagao ¢ possivel afirmar que
as concentracdes de SST observadas nesse experimento (entre 165mg L' e 576,7mg L!) ndo
influenciaram o desempenho dos camardes. Apesar de em T1, T2 e T3 a concentracdo média
de oxigénio dissolvido ter sido abaixo de Smg L"!, os valores foram muito proximos, sendo a
menor média, 4,94mg L.

O probiotico nao promoveu diferencas significativas nas demais varidveis de
qualidade de agua entre os tratamentos, sugerindo que os microrganismos naturalmente
presentes no biofloco foram eficientes na manutenc¢do do equilibrio do sistema. Essa afirmacao

pode ser apoiada por outros autores (DE SOUZA et al., 2012; FERREIRA et al., 2017,
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FROZZA et al., 2021) que também nao observaram diferen¢as na qualidade de agua em fungao
do uso de probidtico em sistema de bioflocos. Com excec¢ao do pH, todas as varidveis de
qualidade de 4gua avaliadas neste estudo foram mantidas dentro dos valores recomendados para
a espécie por Van Wyk et al. (1999), Rajkumar et al. (2016) e Kumar et al. (2018).

O probidtico avaliado neste estudo ¢ composto principalmente por bactérias acido
lacticas, leveduras, B. subtilis, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus casei € Saccharomyces
cerevisiae. Essa variedade de espécies que compde o probidtico tem por objetivo aumentar a
diversidade da microflora no trato digestivo, agindo de forma sinérgica na promogao de
beneficios para o desenvolvimento dos camardes. Wang et al. (2019), observaram que a mistura
de probioticos (Lactobacillus pentosus, L. fermentum, Bacillus subtilis, ¢ Saccharomyces
cerevisiae) foi mais eficiente no desempenho de crescimento e estado de satide do camardo do
que a adigdo desses probidticos isolados.

O uso de probidticos na aquicultura vem sendo estudado como suplemento na dieta, e
promovendo varios beneficios, por exemplo, o aumento das respostas imunoldgicas de L.
vannamei, por meio de elevacao de metabolitos importantes na regulagdao desse sistema, como
monofosfato de inosina, valina e betaina, observada por Huynha et al. (2018). A partir da
suplementagdo com Lactobacillus plantarum, Sanchez-Ortiz, et al. (2016), e Yu et al. (2020)
observaram uma reducao da mortalidade de L. vannamei provocada por V. harveyi. De Souza
et al, (2012) observaram diminui¢ao das concentragdes de Vibrio na 4gua em fun¢do do uso de
probiotico. No presente estudo ndo foram observadas diferengas nas concentracdes de Vibrio
entre os tratamentos para dgua ou hepatopancreas, entretanto, ¢ valido especular que, com a
presenca desse agente patogénico em todos os tratamentos, aqueles que utilizaram probiodtico
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia maior, apesar de ndo diferir estatisticamente.
Possivelmente o uso do probiodtico auxiliou na resposta imune dos animais, podendo servir
como meio de prevencao de doencgas e estimulante imunologico, apresentando-se entdo como
alternativa ao tratamento de doengas com medicamentos e produtos quimicos, que podem gerar
residuos indesejaveis no ambiente e no produto final (LIEKE et al., 2020).

Neste estudo, o uso do probiodtico promoveu melhoras no desempenho dos camardes,
com maiores valores de biomassa final (BF) e ganho de biomassa (GB), ¢ maior eficiéncia na
conversao alimentar (CAA), ao contrario do relatado por Ferreira et al. (2017), no qual nao foi
observada influéncia no desempenho animal em fungdo do uso de probidtico. Estudos
mostraram que os probiodticos promovem beneficios ao sistema imunolégico (ROOMIANI,
AHMADI; GHAENI, 2018) composi¢ao da microbiota intestinal (FAN; LI, 2019), morfologia

do trato digestivo e atividade enzimatica digestiva, que juntos refletem em incremento no
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desempenho zootécnico de camardes (AMOAH et al., 2019, DE SOUZA et al, 2012). De Souza
etal., (2012), obtiveram maior peso final e taxa de crescimento especifico nos tratamentos com
probidtico, além de maior sobrevivéncia em um desses tratamentos.

Amoah et al. (2019), observaram beneficios no desempenho (além dos descritos neste
estudo), com uma duragao mais prolongada, 56 dias, foi possivel obter maiores valores de peso
final e taxa de crescimento especifico. A conversao alimentar também melhorou, no entanto,
os valores obtidos neste estudo foram mais eficientes, inclusive no controle. Neste experimento,
as diferencas no desempenho ndo se manifestaram em varidveis individuais, mas coletivas.
Além disso, o tempo de experimento (4,5 semanas aprox.) foi curto em relacdo ao tempo de
cultivo usual (13 a 20 semanas; RUIZ-VELAZCO et al., 2021), mesmo assim foi possivel
observar resultados interessantes.

A auséncia de algumas proteases, carboidrases e lipases observada no trato digestivo
dos camardes limita a absor¢do de nutrientes contidos nas macromoléculas, principalmente de
ingredientes de origem vegetal. Nesse sentido, o uso de bactérias capazes de produzir essas
enzimas ou estimular a produgdo endoégena, pode tornar a digestao mais eficiente (OLMOS et
al., 2020; RINGO et al., 2020). A atuacao da quimotripsina, tripsina, amilases e lipases, ¢
determinante para uma maior eficiéncia no aproveitamento da dieta, pois sdo enzimas
envolvidas na digestdo de macromoléculas, como proteinas, carboidratos e lipideos (TUAN;
DUC; HATALI 2013; NELSON; COX, 2014; MUNAENI et al., 2020). Assim, neste estudo, o
aumento na atividade dessas enzimas observado nos tratamentos com uso de probidtico refletiu
na melhoria de desempenho mencionada anteriormente. Essa afirmagdo pode ser sustentada
com base nos estudos de Zheng et al. (2018), no qual também observaram melhora no
crescimento relacionada a atividade enzimatica de L. vannamei, e Tsai; Chi; Liu, (2019) que
atribuiram um maior crescimento devido a uma melhora na digestibilidade da dieta, associando
essa melhora ao incremento da atividade enzimatica.

A tripsina e a quimotripsina sdo proteases que atuam na hidrolise dos peptideos
apresentando especificidades distintas quanto aos aminoacidos sobre os quais atuam, sendo
essenciais para a digestdo de proteinas (NELSON; COX, 2014). Os valores de quimotripsina
foram significativamente maiores nos tratamentos com adicdo de probiodtico, assim como
tripsina (apesar deste segundo ndo apresentar diferenga significativa) indicando maior
eficiéncia na digestao desse macronutriente. No estudo de Liu et al. (2009), um isolado de B.
subtilis se mostrou um grande produtor de protease, capaz de melhorar o desempenho do

camardo aumentando a digestibilidade dos alimentos.
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Além do incremento na atividade enzimatica, alguns estudos apontam modificagdes
na morfologia intestinal. Um bom exemplo ¢ dado por Won et al. (2020), no qual por meio de
histologia intestinal de camardes (L. vannamei) alimentados com dietas contendo probidticos a
base de B. subtilis, Lactococcus lactis e Pediococcus pentosaceus, identificaram aumento nas
vilosidades internas que pode ter melhorado a absorcao de nutrientes, além de maior espessura
da camada muscular do intestino.

Os microrganismos naturais do biofloco promovem varios beneficios ao ambiente de
producdo e aos animais, fazendo a ciclagem de nutrientes e podendo servir de alimento, além
de auxiliar na resisténcia contra patogenos (AALIMAHMOUDI; AZARM; MOHAMADI,
2017; EMERENCIANO et al., 2017; DE ALMEIDA et al., 2021). Como forma de potencializar
os beneficios naturais do biofloco, o uso do probiético Bio O, Camario® foi capaz de melhorar
o desempenho de juvenis de L. vannamei, conforme mencionado anteriormente, promovendo
ganhos em biomassa, ¢ melhoria da taxa conversdo alimentar, que sdo alguns dos fatores que

mais influenciam na receita liquida das fazendas de camarao (RUIZ-VELAZCO et al., 2021).

5 CONCLUSAO

Conforme observado no estudo, e nas condigdes experimentais, recomendamos
administragdo do TCP Bio O, Camardo® diariamente, nas doses de 100mL/100.000L em 4gua
e 3mL kg™ de ra¢do na dieta durante a fase inicial de engorda de L. vannamei em sistema de
bioflocos. O uso do probidtico promoveu aumento da atividade enzimatica digestiva,
proporcionando maior eficiéncia no aproveitamento da dieta, e consequentemente beneficios
no desempenho zootécnico de L. vannamei, em termos de biomassa final, ganho de biomassa e
conversao alimentar. Esses indicadores de desempenho sdo fatores que influenciam diretamente
na lucratividade da atividade de carcinicultura em todas as fases, especialmente na fase de

engorda.
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