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Resumo

A adic@o de probidticos nas fazendas de camardo tem aumentado como alternativa ao uso de
antibidticos e devido a demanda por uma aquicultura mais sustentdvel. Eles tem melhorado o
desempenho e a saide do hospedeiro e a qualidade da dgua e do solo, atuando como agentes
de biocontrole e biorremediacdo nos sistemas de cultivo. O presente estudo investigou os
efeitos de diferentes concentragdes de um probidtico comercial na qualidade da agua,
desempenho zootécnico, comunidade bacteriana e fitoplanctdnica no cultivo ber¢édrio do
camardo Litopenaeus vannamei em sistema intensivo com bioflocos. O experimento teve a
duracdo de 61 dias. Os tanques foram estocados com pds-larvas (PL;p) a uma densidade de
2100 PL/m’ e peso médio inicial de 2 mg. Os tratamentos consistiram de quatro diferentes
concentracdes de probidtico e um controle, com quatro repeticdes cada: 1) P0.5 (0,5 g/m3 —
2,5x 10" UFC/L); 2) P1.0 (1 g/m®— 5 x 10’ UFC/L); 3) P2.0 (2 g/m? — 10® UFC/L); 4) P3.0 (3
g/m3 — 1,5 x 10® UFC/L); e 5) CTL (controle - sem probiético). O probidtico comercial foi
composto por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Os camardes apresentaram médias de
peso final variando de 465 a 625 mg, sobrevivéncia de 68,8 a 89,9%, taxa de crescimento
especifico de 8,9 a 9,4%/dia, rendimento de 1,01 a 1,21 Kg/m3 e fator de conversao alimentar
de 1,2 a 1,6. A aplicacdo do probidtico ndo interferiu em nenhuma dessas varidveis e também
ndo influenciou a qualidade da 4gua, a composi¢do fitoplanctonica e bacteriana, onde ndo
foram encontradas diferencgas significativas entre os tratamentos (P>0,05), com excec¢do para
as bactérias autotroficas (P<0,05). As bactérias naturalmente presentes no biofloco revelaram
contribuir melhor para manter o equilibrio das varidveis de cultivo que o probidtico testado.

Palavras-chave: Probidtico, Litopenaeus vannamei, Ber¢ério, Sistema intensivo, Biofloco.



Abstract

The addition of probiotics in shrimp farms has increased as alternative to use of antibiotics
and because the demand for more environment-friendly aquaculture. They have been found to
improve host performance and health and water and soil qualities, acting as biocontrol and
bioremediation agents in the culture systems. The present study investigated the probiotic
effects in water quality, shrimp performance, phytoplankton and bacterial community in
intensive nursery system with biofloc for the shrimp Litopenaeus vannamei. Tanks were
stocked with post-larvae (PL;p) at a density of 2100 PL m™ and initial weight of 2 mg.
Commercial probiotic consisted of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis. Treatments
consisted of four different concentrations of probiotic: 1) P0.5 (0,5 g/m? — 2,5 x 10’ UFC/L);
2) P1.0 (1 g/m? - 5 x 10’ UFC/L); 3) P2.0 (2 g/m? — 10® UEC/L); 4) P3.0 (3 g/m® - 1,5 x 10°
UFC/L); and 5) CTL (control - without probiotic). Shrimps presented final weight ranging
from 465 to 625 mg, survival from 68.8 to 89.9%, specific growth rate from 8.9 to 9.4% / day,
yield from 1.01 to 1.21 kg m™ and feed conversion rate of 1.2 to 1.6. However, the application
of the probiotic did not interfere any of these variables and also did not affect water quality,
the composition of phytoplankton and bacteria, without showing significant differences
between treatments (P>0.05), except for autotrophic bacteria (P<0.05). Bacteria naturally
present in biofloc showed to be sufficient to maintain the culture system balance.

Keywords: Probiotic, Litopenaeus vannamei, Nursery phase, Intensive system, Biofloc.
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1 Introducao

A aquicultura mundial vem crescendo rapidamente, superando até mesmo os outros
setores da producdo de alimentos de origem animal e, dessa forma, vem respondendo a
crescente demanda global por peixes, crustdceos, moluscos e outros animais aquaticos (FAO,
2010). A produgdo mundial em 2008 aumentou para 52,5 milhdes de toneladas, com uma taxa
de crescimento médio anual de 8,3% entre os anos de 1970 e 2008, sendo 0s crusticeos o
terceiro maior item produzido (5 milhdes de toneladas), com destaque para Litopenaeus
vannamei pela China (FAO, 2010).

Com relacdo a aquicultura brasileira, estudos mais recentes do Ministério da Pesca e
Aquicultura relatam que a carcinicultura é a atividade mais expressiva, apresentando uma
producdo de 65.188 toneladas em 2009. Tais estudos afirmam ainda que a maior produgdo
estd voltada para o cultivo de camardes marinhos, estando mais concentrada na regido
Nordeste (principalmente no Rio Grande do Norte e Ceard), com o Estado de Pernambuco
(3.518 toneladas) ocupando o quarto lugar da regido (MPA, 2008-2009).

A aquicultura visa o cultivo de organismos aqudticos que forne¢a a maior eficiéncia na
producdo e rentabilidade quanto possivel, usando para isto, altas densidades de estocagem,
racoes de alta qualidade e manejo constante da qualidade de dgua (EBELING et al., 2006). No
intuito de melhorar o rendimento do cultivo e incrementar as taxas de sobrevivéncia, vem
sendo incentivado o uso de bercdrios e o aprimoramento de técnicas para uma maior
adaptacdo do camardo ao sistema de cultivo. A fase de bercario é definida como uma fase
intermedidria entre o estigio pos-larval e a fase de engorda, onde as pds-larvas sdo estocadas
em tanques de transi¢do até atingirem tamanho ideal, e entdo, serem transferidas para viveiros
de crescimento (SAMOCHA e LAWRENCE, 1992). A incorporagdo dessa fase na produgdo
do camardo inclui o aumento da sobrevivéncia, melhoramento da eficiéncia alimentar,

aumento do desempenho do crescimento e minimizagdo dos riscos de introdu¢do a doencgas
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(SAMOCHA et al., 2000). O uso da fase de bercario € mais comum para atender os sistemas
de cultivo semi-intensivo a super-intensivo, 0s quais se caracterizam por apresentar altas
densidades de estocagem, tecnologia avancada e producgdo superior a 30.000 kg/ha/ano
(SAMOCHA e LAWRENCE, 1992).

Para promover a sustentabilidade ambiental da aquicultura, novas estratégias de
producdo foram desenvolvidas a fim de utilizar limitada ou nenhuma troca de dgua, visando
principalmente, a reducao do uso e desperdicio de 4gua e a minimizacdo do impacto causado
pela descarga dos nutrientes (WASIELESKY Jr. et al., 2006). Segundo Burford et al. (2003,
2004), tais nutrientes, que antes eram descartados, passam a ser reutilizados pelos
microrganismos e fitoplancton e servir como combustivel para a formagdo do biofloco, sendo
essas comunidades as grandes responsaveis pelo aumento da viabilidade desse sistema de
cultivo (MISHRA et al., 2008). Outra estratégia que vem sendo bastante empregada € o
cultivo de bactérias com potencial efeito probidtico, como por exemplo, bactérias ndo
patogénicas do género Bacillus, que sdo as mais utilizadas (BROWDY et al., 2001). Os
beneficios do uso de probidticos nos sistemas de cultivo tem sido relatado principalmente por
substituir a aplicagdo de antibidticos (cujo uso indiscriminado aumenta a resisténcia
microbiana) e controlar o aparecimento de patégenos e o surgimento de doengas, colaborando
para o aumento da producdo pela presenca de animais mais sadios e evitando também as
trocas de dgua.

Nesses sistemas em que ndo sdo realizadas trocas de dgua, o alto nivel de amonia
excretada pelos animais e oriunda da decomposi¢do das ragdes, precisa ser controlada por
meio do ajuste da relacio Carbono:Nitrogénio devido a sua toxicidade quando em excesso
(EBELING et al., 2006). A fertilizacdao do sistema com fontes ricas em carbono organico,
como por exemplo, o melago sob aeragdo constante, pode otimizar a relacdo C:N e estimular a

formacdo de uma biota predominantemente aerdbica e heterotréfica dominante sobre a
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autotréfica (AVNIMELECH, 1999; SCHNEIDER et al., 2006; SAMOCHA et al., 2007). A
grande vantagem € que os microrganismos heterotréficos possuem uma alta taxa de
crescimento, sdo mais estdveis e conseguem assimilar rapidamente a amodnia e o nitrito e,
além disso, ainda reciclam os nutrientes e os residuos e servem como recurso protéico
adicional para o camardao (AVNIMELECH, 2009).

A necessidade do controle de doengas e da sustentabilidade do ambiente de cultivo e do
seu entorno, tem incentivado a aplicacdo de tecnologias que reduzam a introdug¢do e o
lancamento de dgua e residuos potencialmente contaminados e que selecionem a composi¢ao
microbiana do sistema, visando melhor estado de sadde, sobrevivéncia e produgdo dos
animais cultivados. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho
zootécnico do camardao marinho Litopenaeus vannamei na fase de bergdrio, cultivado com
diferentes concentracdes de probidtico em sistema de cultivo intensivo utilizando a tecnologia
do biofloco. Também foi analisada a influéncia dos niveis de probidtico sobre a qualidade da

agua, o fitoplancton e a comunidade bacteriana no ambiente de cultivo.
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2 Revisao de literatura

Os probidticos vém emergindo como suplemento alimentar microbiano muito eficaz
no campo da profilaxia (GOMEZ et al., 2007). Salminen et al. (1999) definiram probidtico
como preparagdes de células microbianas ou parte delas ndo necessariamente restritas ao uso
em alimentos, que possuem efeito benéfico na saide e no bem estar do hospedeiro. O seu uso
em animais terrestres € no ser humano vem sendo, inclusive, aprovado pela FAO/WHO
(2001), a qual afirma que, quando consumidos em quantidades adequadas, esses
microrganismos vivos conferem beneficios para a saide. Contudo, esses conceitos foram
desenvolvidos para animais terrestres, dos quais os animais aqudticos sao muito diferentes
(GATESOUPE, 1999).

Animais aquaticos possuem uma estreita relacdo com o seu ambiente e, para o uso de
probidticos nesses animais, ¢ importante entender que os fatores atuam de formas diferentes
entre as espécies aquaticas e as terrestres (KESARCODI-WATSON et al., 2008). O ar serve
apenas como meio de transporte, diferentemente da dgua que funciona como um meio para
transporte e crescimento de microrganismos (HANSEN e OLAFSEN, 1999), possuindo o
meio aqudtico muito mais influéncia no estado de saide do animal, com microrganismos e
hospedeiros compartilhando o mesmo ambiente (VERSCHUERE et al., 2000).

Em animais aqudticos, os microrganismos oriundos do ambiente externo e da
alimentacdo podem mudar rapidamente sua microbiota intestinal devido ao continuo fluxo de
dgua pelo corpo, necessdrio para manter o processo de osmorregulacio (GATESOUPE,
1999). A alteracdo das condicdes normais do ambiente como, por exemplo, oscilagdes na
salinidade (RINGO e STROM, 1994), na temperatura, na concentracdo de oxigénio, no pH e
no equilibrio osmético, além da presenca de vérios poluentes (GRIFFITHS, 1991) e de forcas
quimicas ou abrasivas na superficie epitelial do animal, podem enfraquecer as defesas e

permitir a colonizagdo, penetracdo e invasdo de bactérias patdgenas oportunistas nos tecidos
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hospedeiros (HANSEN e OLAFSEN, 1999). Os mesmos autores relatam que essas bactérias
fazem parte da microflora normal da dgua do mar e nido necessitam obrigatoriamente do
hospedeiro para se proliferar.

Sung et al. (2001) demonstraram uma grande relacao entre a incidéncia de doencas e a
composi¢do de Vibrio na dgua de cultivo e no hepatopancreas de Penaeus monodon e
afirmaram que, para a vibriose ocorrer, € necessario existirem fatores ambientais estressantes
que irdo influenciar no decréscimo da diversidade microbiana e no aumento do nimero de
espécies patogénicas. Além disso, o camarao deve estar suscetivel ao patdgeno. Sendo assim,
microrganismos no meio aqudtico podem estabelecer ou ndo algum tipo de associa¢do com o
hospedeiro, estando ativos tanto na pele, branquias e trato gastrointestinal quanto no préprio
ambiente (VERSCHUERE et al., 2000).

Com base nessa estreita relacdo, a definicdo de probidtico para ambientes aquéticos
precisou ser modificada (KESARCODI-WATSON et al., 2008) e sua atua¢cdo vem sendo cada
vez mais estudada (AJITHA et al., 2004). Na area da aquicultura, a defini¢do foi ampliada
para incluir a adi¢do das bactérias provenientes do intestino do hospedeiro (GUZMAN, 1992)
ou encontradas naturalmente em tanques e reservatorios, servindo como suplementos
alimentares para os animais cultivados e como aditivos na qualidade da dgua e do sedimento
por modificar a comunidade microbiana local (MORIARTY, 1998, 1999). Virias outras
definicOes podem ser encontradas em Gatesoupe (1999), Irianto e Austin (2002), Ajitha et al.
(2004) e Balcazar et al. (2006), entre outros.

Efeitos adicionais do probidtico também podem ser considerados de interesse para a
aquicultura, como a mudan¢ca na qualidade da dgua e a interacio com o fitoplancton
(VERSCHUERE et al.,, 2000). Das et al. (2006), Wang (2007) e Qi et al. (2009)
correlacionam a melhoria dos parametros de dgua, como elevacao do pH, reducdo dos niveis

de amonia e nitrito e aumento dos niveis de nitrato, fosfato e silicato, com a atuacdo de
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diversos probidticos. Com relagdo a comunidade fitoplanctonica, Kesarcodi-Watson et al.
(2008) acreditam que ela € capaz de produzir substancias toxicas a outras bactérias e que
podem potencialmente atuar de maneira benéfica, agindo contra patégenos. Sendo assim, os
probidticos podem ser muito Uteis para a producdo de microalgas, estimulando o seu
crescimento (FUKAMI et al., 1997; SUMINTO HIRAYAMA, 1997).

Gomez-Gil et al. (2002) encontraram um probidtico bacteriano para camario
(codificado como C7b e identificado como Vibrio alginolyticus), o qual foi cultivado
simultaneamente com a microalga Chaetoceros muelleri (muito usada como alimento de
estdgios larvais de peneideos), sem lhe causar danos e melhorando o seu crescimento. Da
mesma forma, Avendaio e Riquelme (1999) verificaram que quatro linhagens de bactérias
probidticas ndo afetaram o crescimento da microalga Isochrysis galbana quando cultivadas
juntas, pelo contrario, melhoraram a ingestdo das bactérias (através da microalga) pelas larvas
do molusco bivalve Argopecten purpuratus e promoveram inibicdo de patogenos.

Os modos de acdo dos probidticos ainda precisam ser melhor explicados, contudo o
seu uso vem sendo visto como uma alternativa ao tratamento com antibiéticos (WANG et al.,
2008). Dentre os seus beneficios podem ser citados: Producdo de compostos que inibem o
crescimento de outros microrganismos (ex.: a producdo de antibiticos naturais -
bacteriocinas, de moléculas que captam ferro em ambientes com deficiéncia deste -
sider6foros, de enzimas que quebram a parede bacteriana - lisozimas, de proteases, de
peroxido de hidrogénio e de &cidos organicos); competicdo por espaco, nutrientes ou
oxigénio; aumento da resposta imune; melhoria da qualidade da &dgua; interagcdo com o
fitoplancton; fonte de macro e micronutrientes; contribuicdo enzimética para a digestao (ex.:
carboidrases, fosfatases, esterases, lipases e peptidases); inibicdo de microrganismos
patogénicos; atividade antimutagénica e anticarcinogénica; fatores de promog¢do de

crescimento (RENGPIPAT et al., 1998; VERSCHUERE et al., 2000; IRIANTO e AUSTIN,
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2002; RAMIREZ e DIXON, 2003; AJITHA et al., 2004; WANG et al., 2005; BALCAZAR et
al., 2006; WANG, 2007; CASTEX et al., 2008; WANG e HE, 2009; SUGITA et al., 2011).

Diversos microrganismos vem sendo testados como probidticos. Recentes pesquisas
usaram Bacillus pumilus na ragdo (10° ¢ 10" cél/kg) em combinacdo com um probidtico
comercial (Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis, Saccharomyces e Aspergillus oryzae -
10" cél/kg) para melhorar o crescimento, a sobrevivéncia e a resisténcia a doencas em
Oreochromis niloticus, aumentando a imunidade e o estado de satide do animal (ALY et al.,
2008). Em outro estudo foi demonstrada a reducdo das concentragdes de nitrogénio e fésforo
e o aumento da qualidade da dgua e da producao do camardo Litopenaeus vannamei cultivado
com adicdo de probidticos comerciais (nas concentracdoes de 10, 3 e 5 mg/L) contendo
Bacillus sp., bactérias fotossintéticas, levedura Saccharomyces cerevisiae, Nitrosomonas sp. €
Nitrobacter sp. (WANG et al., 2005). Microrganismos muito encontrados em ambientes
aquaticos como Pseudomonas 1-2 também tem sido alvo de estudos probidticos por inibir
todas as cinco espécies de vibrios testadas in vitro e in vivo (V.vulnificus, V. harveyi, V.
damsela, V. fluvialis, V. parahaemolyticus) por meio da producdo de algum componente
extracelular anti-vibrio (CHYTHANYA et al., 2002).

Na China e em vdrios outros paises, os probidticos mais usados na aquicultura sio
principalmente: 1- Bactérias fotossintéticas (estimulam o crescimento € aumentam a taxa de
sobrevivéncia). Ex.: Filos Chlorobi, Cyanobacteria, Chloroflexi, Firmicutes e Proteobacteria;
2- Bactérias antagonistas (bactérias que promovem equilibrio entre microrganismos benéficos
e potencialmente patogénicos). Ex.: Pseudoalteromonas sp, Flavobacterium sp, Alteromonas
sp, Phaeobacter sp, Bacillus sp; 3- Microrganismos que contribuem de forma nutricional e
enzimdtica para a digestdo. Ex.: bactérias &cido laticas, como os Lactobacillus e os
Bifidobacterium, leveduras, entre outros; 4- Bactérias que melhoram a qualidade da dgua. Ex.:

bactérias nitrificantes e desnitrificantes; 5- Bdellovibrio (bactérias Gram-negativas que atacam
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outras células Gram-negativas) e 6- Probidticos comerciais (QI et al., 2009). Uma das
principais bactérias probidticas registradas no cultivo de camardo tem sido linhagens de
Bacillus (MORIARTY, 1998; RENGPIPAT et al., 1998; ZIAEI-NEJAD et al., 2006; WANG,
2007) ou linhagens ndo patogénicas de bactérias Gram negativas, como Pseudomonas e
Vibrio (CHYTHANYA et al.,, 2002; ALAVANDI et al.,, 2004), além de probidticos
desenvolvidos para animais terrestres, mas autorizados para uso em espécies aquaticas, como
€ o caso das bactérias acido laticas (AJITHA et al., 2004; CASTEX et al., 2008).

O uso de probidticos na aquicultura vem crescendo, sendo bem aceito, e atualmente é
utilizado em diversas fazendas de cultivo de peixes, camardes e moluscos de vérias formas:
incorporados na dgua de cultivo (WANG et al., 2005) no sedimento (WANG e HE, 2009);
fornecidos por meio do alimento artificial (RENGIPIPAT et al., 2000) e através de banho de
imersio (GRAM et al., 2001). Castex et al. (2008) encontraram melhores resultados na
utilizacdo do probidtico Pediococcus acidilactici suplementado na dieta, atuando
favoravelmente na sobrevivéncia e conversao alimentar de L. stylirostris e levando a uma
reducdo de V. nigripulchritudo e a uma melhor utilizacdo da racdo pelos animais cultivados.
Ja Zhou et al. (2009) observaram aumentos significativos na taxa de sobrevivéncia e na
atividade de algumas enzimas digestivas com o probidtico Bacillus coagulans SC8168
suplementado na dgua do cultivo de larvas de L.vannamei.

Algumas das principais propriedades de um microrganismo candidato a probidtico sdo
a nio patogenicidade ao hospedeiro (CHYTHANYA et al., 2002) e a boa aceitacdo pelo
hospedeiro através da ingestdo, colonizagcdo e replicacio (KESARCODI-WATSON et al.,
2008). Além disso, a capacidade de colonizacdo do probidtico pode estar baseada em
caracteristicas como: predominancia no trato digestorio (IRIANTO e AUSTIN, 2002) ou na
superficie do animal, na 4gua ou no sedimento (RENGPIPAT et al., 1998); propriedades

antibacterianas e tolerincia ao pH 4cido e a bile (BALCAZAR, 2008). Um comum meio para
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verificacdo de efeitos probidticos sdo testes de inibicdo de patdgenos in vitro e in vivo
(G()MEZ et al., 2007). De acordo com GUZMAN (1992), a verdadeira colonizacdo do
probidtico acontece quando os microrganismos administrados continuam se multiplicando
mesmo depois de muito tempo, passando a fazer parte da flora intestinal do hospedeiro.

Durante a dltima década, doencas causadas por bactérias e virus (SHEN et al., 2010),
destacando-se as vibrioses (SUNG et al., 2001) tem levado a grandes perdas econdmicas,
afetando severamente a producdo mundial de camardo (VASEEHARAN e RAMASAMY,
2003). Vibrios sdao bactérias Gram negativas frequentemente encontradas em ambientes
aquaticos e, segundo Moriarty (1990), sdo comumente encontradas crescendo em algas,
podendo alcancar altas densidades populacionais em viveiros de aquicultura em comparagdo
com ambientes naturais, devido as altas densidades animais e algais. Quando ingeridos por
peixes e camardes, passam a ser bactérias intestinais (MORIARTY, 1998), sendo Vibrio e
Pseudomonas os géneros mais comumente encontrados em crusticeos (MORIARTY, 1990).
As linhagens patogénicas de Vibrio sdo oportunistas e geralmente causam doengas sob
condi¢des de cultivo ndo ideais (DECAMP et al., 2008). Podem ainda colonizar e infectar
primeiramente apéndices, intestino anterior, intestino médio, hepatopancreas e finalizar com
infeccdes letais como, por exemplo, septicemia (microrganismos ou suas toxinas no sangue-
hemolinfa) como resultado de outras doencas infecciosas, doencas nutricionais, estresse
ambiental e ferimentos (AJITHA et al., 2004).

A comunidade microbiana de ambientes aquaticos € extremamente varidvel (MAYER,
2011). Essa variagdo pode ser positiva, beneficiando os animais cultivados com o
aparecimento de espécies favordveis a saide dos mesmos e a qualidade da dgua e do solo; ou
negativa, com o surgimento de patégenos oportunistas ou ndo, causando doencas e perdas
para a aquicultura em consequéncia de manejos e parametros ambientais inadequados. Como

prevengdo e combate a esses fatores e em substitui¢do ao uso de antibidticos, vem crescendo a
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utilizacdo de probidticos tanto a nivel experimental quanto de producdo nos sistemas de
cultivo. Sendo assim, os probidticos podem ser usados como agentes de bioremediacdo e
biocontrole para melhorar a produgcdo dos diversos organismos cultivados como peixes,
moluscos, microalgas e camardes, com destaque para o camardo marinho Litopenaeus

vannamei, atualmente uma das espécies mais cultivadas.
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4 Artigo Cientifico

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Aquaculture International.
Todas as normas de redacdo e citagdo, doravante atendem as estabelecidas pela referida

revista (em anexo).
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Abstract

The addition of probiotics in shrimp farms has increased as alternative to use of antibiotics
and because the demand for more environment-friendly aquaculture. They have been found to
improve host performance and health and water and soil qualities, acting as biocontrol and
bioremediation agents in the culture systems. The present study investigated the probiotic
effects in water quality, shrimp performance, phytoplankton and bacterial community in
intensive nursery system with biofloc for the shrimp Litopenaeus vannamei. Tanks were
stocked with post-larvae (PL;p) at a density of 2100 PL m™ and initial weight of 2 mg.
Commercial probiotic consisted of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis. Treatments

consisted of four different concentrations of probiotic: a) P0.5 (0,5 g m>-2.5x 10’ CFU L'l),
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2)P1.O(1gm>-5x 10’ CFUL"),3)P20(2gm~ - 10° CFUL"), 4 P3.0 B gm™ - 1.5 x
10 CFU L'l) and 5) CTL (control - without probiotic). Shrimps presented final weight
ranging from 465 to 625 mg, survival from 68.8 to 89.9%, specific growth rate from 8.9 to
9.4% / day, yield from 1.01 to 1.21 kg m™ and feed conversion ratio of 1.2 to 1.6. However,
probiotic application did not interfere any of these variables and also did not affect water
quality, the composition of phytoplankton and bacteria, without showing significant
differences between treatments (P > 0.05), except for autotrophic bacteria (P<0.05). Bacteria
naturally present in biofloc showed to be sufficient to maintain the culture system balance.

Keywords: Biofloc, Intensive system, Litopenaeus vannamei, Nursery phase, Probiotic.

Abreviacoes

TCE Taxa de crescimento especifico
S Sobrevivéncia

FCA Fator de conversdo alimentar
C:N Relagdo carbono : nitrogénio
NAT Nitrogénio da amonia total
NO,-N Nitrogénio do nitrito

NOs3-N Nitrogénio do nitrato

Si0, Silicato

PO, -P Ortofosfato

CaCoO; Carbonato de calcio

Temp. Temperatura

OD Oxigeénio dissolvido

F Frequéncia de ocorréncia

UFC Unidade formadora de coldnias
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Introducao

A aquicultura tem sido indicada como a atividade mais promissora para suprir as
necessidades alimentares da populacdo mundial (FAO 2008, 2010). Apesar da produgdo de
grandes quantidades de residuos (Kuhn et al. 2010) como, excesso de nutrientes, compostos
toxicos e patégenos (Avnimelech 2009), a aquicultura vem tomando medidas mais
sustentdveis nas etapas de producdo e procurando aliar retorno financeiro € minimo impacto
ambiental.

Um meio de aumentar a sustentabilidade tem sido a implementacdo de sistemas de
cultivo utilizando alta densidade de animais e com minima ou nenhuma troca de 4gua
(Burford et al. 2004; Samocha et al. 2007; Mishra et al. 2008). Esses sistemas utilizam a
tecnologia do biofloco, que consiste na degradagdo de residuos organicos e nitrificacdo ou
assimilacdo da amodnia por uma ampla comunidade microbiana, que sob intensa aeracio e
mistura se agrupam e formam os bioflocos (Avnimelech 2009).

Os bioflocos sdo compostos por uma variedade de microrganismos (fitoplancton,
bactérias, rotiferos, oligoquetos, protozodrios), restos de ragdo, células mortas, fezes e detritos
(Avnimelech 2007; Azim e Little 2008; Ray et al. 2010a,b; Emerenciano et al. 2011). Esse
sistema utiliza uma fonte adicional de carbono (exemplo melaco) sob controlada relagdo C:N
para induzir a proliferacdo das bactérias heterotroficas no cultivo (Ebeling et al. 2006). As
bactérias, por sua vez, atuam na manutencdo da qualidade da &4gua e sdo uma fonte
suplementar de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais aos animais cultivados com minima
ou zero troca de dgua (Avnimelech 1999).

Uma das espécies mais cultivadas nesse sistema € o camardo marinho Litopenaeus
vannamei, sendo bastante utilizado em todo o mundo por sua alta capacidade de adaptacdo a

diversas condi¢des ambientais. L. vannamei consegue sobreviver a amplas variacdes de
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salinidade (Palacios e Racotta 2007; Maica et al. 2011), temperatura (Wyban et al. 1995;
Ponce-Palafox et al. 1997) densidade de estocagem (Mcneil 2000; Neal et al. 2010) e se
alimentar do biofloco (em torno de 20 - 30% da sua alimentacdo didria) (Epp et al. 2002;
Burford et al. 2004), sendo possivel a reducio dos custos com rag@o e excelentes respostas no
crescimento, sobrevivéncia, ganho de peso e conversdo alimentar (Wasielesky Jr. et al. 2006;
Mishra et al. 2008).

Outra forma de atender a crescente demanda por uma aquicultura sustentdvel vem
sendo o0 uso de probidticos. Probidtico na aquicultura € definido como um ou mais
microrganismos vivos selecionados para adicdo ao sistema de producdo no intuito de
modificar as comunidades microbianas, reduzir ou eliminar patégenos e aumentar o
crescimento e a sobrevivéncia das espécies cultivadas (Jory, 1998), além de melhorar a
qualidade da dgua (Verschuere et al. 2000).

Em condi¢des de cultivo sem troca de dgua e utilizando altas densidades de
estocagem, os efeitos dos probidticos devem ser mais pronunciados, em razdo da
concentracdo da dgua que poderia ajudar numa atuacao mais eficiente (McIntosh et al. 2000).
A substituicdo do uso dos antibidticos vem sendo uma alternativa ao problema da alta
sobrevivéncia e do rdpido crescimento de patdgenos devido a presenca de genes de resisténcia
que os tornam livres das acdes antibidticas (Moriarty 1998).

Os probidticos tem sido muito utilizados na aquicultura por controlar patégenos por
meio de uma série de mecanismos (Balcédzar et al. 2006), os quais além de prevenir doengas
por meio da produgdo de substincias inibitdrias, competicdo por nutrientes e por locais de
adesdo, podem melhorar a qualidade da 4gua, intensificar a resposta imune, interagir com o
fitoplancton e melhorar a nutricdo dos animais cultivados (contribuicdo com enzimas

digestivas e macro e micronutrientes) (Verschuere et al. 2000; Sugita et al. 2011).
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O género Bacillus tem sido largamente estudado devido as suas propriedades
probidticas (Wang et al. 2005; Kumar et al. 2006; Wang 2007; Rahiman et al. 2010). Além de
serem bactérias Gram positivas, formadoras de esporos, geralmente ndo patogénicas (LIU et
al. 2009) e naturalmente encontradas tanto no sedimento quanto na coluna d’dgua (Gatesoupe
1999; Decamp et al. 2008), possuem uma série de mecanismos envolvidos no combate contra
patégenos tais como a producdo de enzimas e antibidticos e a competicdo por nutrientes €
espaco (Moriarty 1998).

Espécies de Bacillus tem mostrado melhorar a atividade enzimatica (Ochoa-Solano e
Olmos-Soto 2006), a sobrevivéncia e o crescimento (Ziaei-Nejad 2006) de camardes. Bacillus
subtilis e B. licheniformis sdo muito utilizados por possuirem forte atividade inibitdria contra
diversas linhagens de Vibrio e aumento da imunidade dos animais cultivados (Rengpipat et al.
1998). As principais caracteristicas dessas espécies de Bacillus sio o melhoramento da
qualidade da dgua (Farzanfar 2006; Decamp et al. 2008) e a capacidade de tolerar ampla
variacdo de pH, temperatura e salinidade (Liu et al. 2009).

A utilizacdo de probidticos tem apresentado grande éxito na fase de larvicultura
(Gomez-Gil et al. 2000; Wang 2007; Zhou et al. 2009; Guo et al. 2009; Luis-Villasefior et al.
2011). Durante esse periodo inicial do desenvolvimento, ainda € possivel manipular por um
dado tempo o estabelecimento da flora microbiana, uma vez que a comunidade do trato
gastrointestinal ainda ndo estd totalmente organizada (Kesarcodi-Watson et al. 2008). Sendo
assim, a flora pode mudar rapidamente com a entrada de microrganismos oriundos da dgua e
da alimentacdo (Gatesoupe 1999). Apés sua instalacdo definitiva, apenas altas doses de
probidtico podem provocar dominancia temporaria (Balcédzar et al. 20006).

Dessa forma, a eficdcia dos probidticos em sistemas de engorda ainda € incerta, como
observado em Horowitz e Horowitz (2000), onde ndo foram encontrados bons resultados tanto

para qualidade de 4gua quanto para a producdo do camardo Penaeus setiferus e do
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Litopenaeus vannamei. Efeitos semelhantes também sdo apresentados por Queiroz e Boyd
(1998); Samocha et al. (1998); Mclntosh et al. (2000); Devaraja et al. (2002); Patnaik et al.
(2007). Contudo, efeitos positivos em relagdo ao uso de probidticos também podem ser
observados em alguns estudos nas fases de vida posteriores a larvicultura (Rengpipat et al.
1998; Wang et al. 2005; Shen et al. 2010; Boonthai 2011), porém sempre com limitacdes do
probidtico na qualidade da 4gua ou em algumas varidveis de desempenho animal.

O principal objetivo deste trabalho foi determinar o desempenho zootécnico do
camardo Litopenaeus vannamei na fase de bercdrio cultivado em sistema de biofloco com
aplicacdo de diferentes concentragdes de um probidtico comercial. Em adicdo, a comunidade

fitoplanctonica, bacteriana e a qualidade da d4gua também foram investigados nos tratamentos.

Material e métodos

Delineamento experimental

O estudo foi realizado na Estacdo de Aqiiicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). O experimento teve a duracdo de 61 dias e foi conduzido em 20
tanques circulares de fibra de vidro (800L de volume qtil). Os tanques estavam localizados em
area externa e foram cobertos com telas para evitar o escape dos camardes e ataques de
predadores. Todos os tanques foram abastecidos com dgua salgada oriunda de uma fazenda de
camardo em Pernambuco/Brasil. A salinidade foi ajustada para 30 gL' e esterilizada por
meio de processo de cloragdo a 10 ppm de cloro ativo e decloragdo por meio de aeragdo
durante 48h. Cada tanque recebeu aeracdo individual através de duas pedras de
aeracao/tanque, alimentadas por um compressor radial. Durante o experimento ndao foram
realizadas trocas de dgua, havendo apenas a reposicdo das perdas por evaporagdo, utilizando-

se dgua doce para a manuten¢do do nivel e o ajuste da salinidade.
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A aplicacdo do probidtico comercial ocorreu diariamente na 4agua de cultivo. O
probidtico foi composto por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis na concentragdo de 5,0 x
10" UFC.g", dados do fabricante. Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram de quatro diferentes
concentracdes de probidtico e um controle: 1) P0.5 (0,5 g.m'3 —-2,5x 10" UFC.L'); 2) P1.0 (1
gm™ — 5 x 10’ UFC.L™"); 3) P2.0 2 gm™ — 10* UFC.L"); 4) P3.0 3 gm™ - 1,5 x 10*
UFC.L™); e 5) CTL (controle - sem probidtico). Estas concentragdes foram escolhidas a partir
da concentracdo fornecida pelo fabricante e a partir de uma revisdao da literatura contendo
trabalhos semelhantes (Yusoff et al. 2002; Wang 2007; Zhou et al. 2009).

Para propiciar um ambiente heterotréfico, melaco de cana-de-agucar foi aplicado
diariamente na 4gua como fonte de carbono organico, mantendo uma relagao C/N de 6:1,
utilizando 6 gramas de carbono para cada grama de nitrogénio amoniacal total (Ebeling et al.

2006; Samocha et al. 2007).

Fitoplancton

Em todos os tanques, ap6s o processo de esterilizacdo da 4gua, foi realizada uma
fertilizac@o a base de uréia (5 g/tanque), dcido fosférico (1 ml/tanque) e metassilicato de sédio
(6 g/tanque), a fim de obter uma concentragdo final de 2,8 mg.L"' de Nitrogénio, 0,4 mg.L"
de Fésforo e 1,05 mg.L"' de Silicio, respectivamente. Esta fertilizacdo foi feita para dar
suporte ao desenvolvimento das microalgas e, dessa forma, aumentar a produtividade natural
(Correia et al. 2002) e manter a qualidade da dgua até o estabelecimento da comunidade
heterotréfica (Emerenciano et al. 2011). 24h apds a fertilizacdo houve a inoculacdo de
Chaetoceros calcitrans a uma concentragao de 70.000 cél/mL.

Para a andlise do fitoplancton, amostras de 10 mL da dgua dos tanques foram

coletadas no periodo da manha (em torno de 12h), trés vezes na semana. As coletas foram
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realizadas sobre um ponto de aeracdo e as amostras acondicionadas em recipientes pldsticos
com tampa, sendo imediatamente fixadas com formol a 4% (Newell e Newell 1963).

Os recipientes com fitoplancton foram levados ao Laboratério, onde subamostras do
material coletado foram retiradas com auxilio de pipeta, depositadas na camara de Neubauer
(n® células.mL™") e em laminas e laminula para serem analisadas quali-quantitativamente em
um microscopio binocular (COLEMAN modelo N-120-T com aumento de 40x) com auxilio

de bibliografia especializada, Bicudo e Bicudo (1970); Silva-Cunha e Eskinazi-Leca (1990).

Bactérias

A concentracdo do probidtico foi confirmada pelo plaqueamento em TSA (Tripic Soy
Agar). A amostra foi diluida até 10® e, em seguida, aliquotas de 1 pL das dilui¢des 10™, 10C e
10"® foram transferidas para as placas de Petri e contadas apds 24h de incubacgdo a 32 °C. Para
a quantificacdo da populacdo bacteriana autotréfica, heterotréfica e Vibrio na agua, foram
realizadas quatro coletas nas quatro tltimas semanas de cultivo. As amostras de dgua foram
diluidas até 10 e, em seguida, aliquotas de 1 mL das trés ultimas dilui¢cdes foram transferidas
para placas de Petri contendo meios de cultivo especificos para bactérias quimioautotréficas,

heterotréficas (Plate Count Agar — PCA) e para Vibrio (Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose -

TCBS), sendo incubadas a 30°C por 24-48h.

Pés-larvas

Os tanques foram estocados com pds-larvas com 10 dias apds a dltima metamorfose
(PL10), as quais foram aclimatadas gradualmente, contadas e transferidas para os tanques de
cultivo, a uma densidade de 2100 PL.m™ e peso médio inicial de 2mg. Durante a estocagem e
adaptacao dos camardes, a alimentagdo foi constituida exclusivamente de nauplios de Artemia

sp na concentracdo de 40 nduplios/PL/dia (105 nauplios/L). Apds esse tempo comecou-se
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uma transi¢do alimentar, com uma taxa de alimentagdo inicial de 50%, onde foi fornecida
uma combinacdo de nduplios de Artemia sp acrescida de uma ragcdao comercial com 45% de
proteina bruta até a primeira semana, seguindo por 29 dias, da substituicdo gradual da ragcdo
com 45% por uma racdo com 40%. A partir desse periodo até o final do cultivo (27 dias), foi
ofertada apenas a racdo com 40% de proteina bruta. A racao foi fornecida ad libitum quatro
vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 h).

A evolugdo do crescimento dos camardes, bem como o ajuste da quantidade de
alimento artificial fornecido foram avaliadas por meio dos resultados das biometrias
bissemanais € do consumo didrio de alimento. Para avaliar o desempenho do cultivo, foram
analisados: Taxa de crescimento especifico (TCE = 100 (In peso final — In peso inicial) / tempo
de cultivo), sobrevivéncia (S = 100 (populagdo final / populacdo inicial), rendimento (Rd=
biomassa final / volume do tanque) e conversdao alimentar (FCA = Quantidade de alimento

fornecido / ganho de biomassa).

Qualidade da agua

A temperatura e o oxigénio dissolvido (OD) foram mensurados através de oximetro
(YSI 550-A, Yellow Springs) e o pH por meio de pHmetro (WTW 3151), ambos registrados
diariamente pela manha (07:00 h) e a tarde (16:00 h) antes da alimentagdo. A salinidade foi
aferida semanalmente utilizando refratobmetro (Atago S-10E). Semanalmente foram coletadas
amostras de dgua de cada tanque para andlise de nitrito (NO2), silicato (S10;), ortofosfato
(PO4-P), alcalinidade e s6lidos sedimentédveis. As anélises de amonia total (NH3;+NH,4) foram
realizadas duas vezes na semana e as de nitrato (NO3-N), mensalmente. Nitrito, nitrato,
silicato e ortofosfato foram mensurados por meio de espectrofotdmetro (Hach DR 2800),
utilizando os métodos 8507 (método de Diazotizacdo), 8039 (método de Reducdo de

Cadmio), 8185 (método Silicomolybidate) e 8048 (método PhosVer®3), respectivamente e
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com absorbancias lidas a 507nm, 500nm, 452nm e 880nm, respectivamente. A alcalinidade
foi mensurada utilizando método titulométrico e expressa em equivalentes de CaCOs. Os
niveis de amonia total foram obtidos por meio do método colorimétrico. Os sdlidos

sedimentdveis foram mensurados através de cones de sedimentacdo de Imhoff (mL/L).

Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e normalidade das
variancias. Para a determinacdo de diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos para
as varidveis de desempenho zootécnico, qualidade de dgua, bactérias e fitoplancton, foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA — um fator), utilizando o teste de Tukey para a
comparacdo das médias, ao nivel de significincia de 5%. Para a realizacdo das andlises, foi

utilizado o programa Statistica version 7.0.

RESULTADOS

Qualidade da agua

Os parametros de qualidade de dgua estdo representados na Tabela 1 (varidveis
didrias) e Tabela 2 (varidveis semanais) e nenhum deles apresentou diferenca significativa
(P>0,05) entre os tratamentos. A temperatura média foi igual a 25,9 °C pela manha e 28,9 °C
a tarde e a salinidade média foi de 29,1 g.L"'. O pH médio foi de 7,9 no periodo da manhi e
7,8 a tarde, mantendo-se mais alcalino que dcido ao longo do estudo e superior a 7,0 e inferior
a 9,0 na maioria dos dias. A concentracdo média de oxigénio dissolvido nos tanques atingiu
niveis médios iguais a 6,3 mg.L"' pela manhd e 5,4 mg.L"' a tarde. Resultados de OD abaixo
de 4,0 mg.L" (valor minimo recomendado por Chien, 1992) foram encontrados apenas nos
ultimos quinze dias de cultivo, no periodo da tarde, atingindo valores médios minimos iguais

a3,6 mg.L'l.
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Inserir Tabela 1

Inserir Tabela 2

Na Figura 1 pode ser observada uma variacao temporal do nitrogénio da amonia total
(NAT), nitrogénio do nitrito (N-NO,), nitrogénio do nitrato (N-NOs3) e s6lidos sedimentdveis.
NAT apresentou valor méximo igual a 2,4 mg.L", com pequena variacio dos niveis médios
entre os tratamentos. O maior valor de N-NO; foi igual a 6,58 mg.L'1 em P2.0, enquanto que
nos demais tratamentos oscilou de 1,82 mg.L'1 a 4,68 mg.L"'. N-NO; apresentou média
maxima igual a 3,74 mg.L"' entre os tratamentos. Os sélidos sedimentiveis apresentaram
valor médio entre os tratamentos igual a 12,23 mL.L'l, com valores maximos no final do
cultivo entre 28 mL.L" no CTL e 34 mL.L"' em P2.0. O silicato (2,0 a 78,0 mg.L'l) ea
alcalinidade (65 a 260 mg.L'1 CaCOs3) se mantiveram equilibrados durante todo o cultivo, com
a alcalinidade apresentando niveis médios acima de 120 mg.L'1 CaCOs, com aplicacao de
bicarbonato de s6dio quando os niveis apresentavam-se abaixo desse valor. O ortofosfato (0,7

a 17,5 mg.L™"), atingiu valores elevados ao longo de todo o cultivo.

Inserir Figura 1

Crescimento e rendimento

O desempenho zootécnico de L. vannamei cultivado na fase ber¢ario com adicdo de
probidtico estd registrado na Tabela 3. Nenhuma das varidveis apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos (P>0,05). Os pesos finais dos camardes variaram de 0,465 g
no CTL e 0,538 g no P0.5 2 0,599 g, 0,621 g e 0,625 g em P1.0, P2.0 e P3.0, respectivamente.

Apos 61 dias de cultivo, a sobrevivéncia encontrada foi de 68,8 a 89,9% entre os tratamentos
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e a TCE (8,9 a 9,4%/dia) manteve-se praticamente constante em todos os tratamentos. Cada
tanque recebeu em média, ao final do experimento, 1226,76+20,15 g de racdo. O fator de
conversdo alimentar médio final apresentou resultados semelhantes entre si, com valores de

1,4,1,3,1,2,1,2e 1,6 em PO.5, P1.0, P2.0, P3.0 e CTL, respectivamente.

Inserir Tabela 3

Comunidade Bacteriana

A concentragdo de vibrio na dgua em ambos os tratamentos apresentou-se baixa em
quase todas as amostras e sem diferencas significativas (P>0,05). Na Tabela 4 € possivel
observar que os vibrios atingiram médias que variaram de 459 UFC.mL"' (P1.0) a 1562
UFC.mL" (P2.0) e diminuiram quantitativamente ao longo das semanas de cultivo, com
alguns picos de valores mais altos (Figura 2). Apesar da baixa média (743 UFC.mL™)
observada em P0.5, houve um grande nimero de vibrios na sexta semana de cultivo,
chegando a 9.150 UFC.mL", mas logo decrescendo e estabilizando ao longo de todo o

periodo.

Inserir Figura 2

Ao contrdrio do que ocorreu para os vibrios, as bactérias heterotroficas e as
autotréficas permaneceram sempre com altos niveis ao longo das semanas de cultivo. Nao
houve diferenca significativa (P>0,05) para as bactérias heterotréficas (Tabela 4), mas apesar
disso, no controle demoraram a se estabilizar, com uma queda na sétima semana, voltando a
se restabelecer posteriormente e atingindo concentracdo maior que os demais tratamentos no

fim do cultivo (4x10® UFC.mL™), enquanto que nos tanques tratados com probidtico ocorreu



FERREIRA, M.G.P. Efeito de probidtico comercial sobre o desempenho de pds-larvas... 39

o inverso (Figura 2). J4 as bactérias autotréficas apresentaram diferenca significativa entre os
trés tratamentos com maior adi¢do de probidtico (P1.0, P2.0, P3.0) e o CTL, com P<0,05
(Tabela 4). Os tratamentos com probidtico (P0.5, P1.0, P2.0, P3.0) apresentaram
concentracdes sempre maiores que o controle com médias iguais a 4x10’ UFC.mL", 1x10°

UFC.mL'l, 8x10° UFC.mL ' e 1x10° UFC.mL'l, respectivamente.

Inserir Tabela 4

Comunidade Fitoplanctonica

O fitoplancton esteve distribuido entre as divisdes Bacillariophyta, Chlorophyta,
Cianophyta, Haptophyta, Pirrophyta e Euglenophyta e ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (P>0,05). Na Figura 3 pode ser observada uma variagdo temporal da
sucessdo dos grupos fitoplanctonicos. A biomassa fitoplanctonica (Tabela 5) foi maior em
P3.0 (1.825.213 cél.mL'l) e menor em PO0.5 (1.209.272 cél.mL'l). As cianobactérias e as
cloroficeas obtiveram as maiores densidades (483.314 a 935.151 cél.mL' e 331.375 a
844.465 cél.mL") e frequéncias de ocorréncia (91 a 96% e 83 a 87%, respectivamente) em
todos os tratamentos, com os maiores valores de densidade encontrados no CTL (935.151
célmL™") e em P3.0 (844.465 cél.mL") respectivamente, enquanto que as euglenoficeas
apresentaram as menores densidades (variando de 7.500 a 29.375 cél.mL'l) e frequéncias de
ocorréncia (4 a 15%). As divisdes que apresentaram as maiores densidades totais em ordem
decrescente foram Cianophyta (3.704.220 cél.mL™), Chlorophyta (2.864.647 cél.mL™),
Haptophyta (477.923 cél.mL™), Bacillariophyta (246.440 cél.mL™), Pirrophyta (174.166

cél.mL™") e Euglenophyta (80.030 cél.mL™).

Inserir Figura 3
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Inserir Tabela 5

DISCUSSAO

A adicdo de probidtico ndo influenciou a qualidade da 4gua. Resultados similares
foram encontrados em Wang (2007) estudando os efeitos de diferentes quantidades de
probidticos (Rhodobacter sphaeroides e Bacillus coagulans) suplementados na ragdo sobre o
crescimento e a atividade de enzimas digestivas em larvas de L. vannamei. Zhou et al. (2009)
também nao encontraram diferenca sobre a atuacdo de B. coagulans na qualidade da dgua do
cultivo de larvas e pds-larvas de L. vannamei tratados com diferentes concentragdes do
probidtico aplicado diariamente na dgua. Resultados semelhantes podem ser encontrados em
Rengpipat et al. (1998) e Wang e He (2009).

Comparando as varidveis de qualidade de dgua do presente trabalho com os de outros
estudos em sistema de biofloco com zero ou limitada troca de dgua, mas sem adi¢do de
probidtico, se pode perceber valores semelhantes (Handy et al. 2004; Cohen et al. 2005;
Mishra et al. 2008; Neal et al. 2010), indicando ser desnecessdria a aplicacdo do probidtico
em sistemas equilibrados e intensivamente controlados. Mclntosh et al. (2000), comparando
os efeitos de um probidtico comercial contendo Bacillus subtilis, B. megaterium e B.
polymyxa; com outro contendo B. licheniformis no cultivo intensivo de juvenis de L.
vannamei sem troca de dgua, relatam que o fésforo acumulou com o tempo e que os niveis de
amonia, nitrito e nitrato foram mantidos pela populacdo microbiana nativa dos tanques e ndo
pelos probidticos adicionados. Os mesmos autores relatam ainda que ndo encontraram
diferencas significativas para a sobrevivéncia (83 a 98%), peso final (10,93 a 12,79 g) e FCA
(1,99 a 2,39) e que os probidticos ndo foram os responsaveis pelo bom desempenho, mas o

proprio sistema de cultivo. Outros estudos com probidtico afirmam semelhantes achados para
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a qualidade da dgua no cultivo de peixes (Queiroz e Boyd 1998), e para qualidade de dgua e
desempenho zootécnico no cultivo de camardes com zero ou limitada troca de 4gua (Samocha
et al. 1998; Devaraja et al. 2002; Horowitz e Horowitz 2000 e Patnaik et al. 2007).

Um dos fatores mais importantes para o desempenho de um cultivo € a carga de
Vibrio. Os valores de vibrio na dgua apresentaram-se baixos tanto no controle como nos
demais tratamentos ao longo do tempo, ndo havendo influéncia do probidtico na concentragcdo
de vibrio. Estes resultados apresentam niveis semelhantes aos obtidos por Sung et al. (2001),
que registraram quantidades de Vibrio spp que variaram de 10-10* UFC.mL™" em amostras da
dgua de viveiros cultivados sem troca de 4gua e sem uso de probidtico. O que corrobora mais
uma vez a possibilidade de que as bactérias do biofloco foram as principais responsdveis pelo
controle dos vibrios e ndo as do probidtico comercial adicionado neste experimento.

Esta afirmagdo pode ser sustentada pelo predominio das bactérias heterotréficas e
autotroficas em relacdo aos vibrios que certamente utilizaram de seus antagonismos para
controlar o numero de vibrios nos tanques de cultivo. Das et al. (2006), testando
concentracdes de Streptomyces na racdo oferecida a PLs de Penaeus monodon cultivadas
realizando trocas de &4gua (20%.dia™), documentaram que, com o tempo, as bactérias
heterotréficas reduziram significativamente no controle, enquanto que floresceram nos
tanques experimentais € 0 oposto ocorreu para os vibrios. Devaraja et al. (2002), estudando
mudangas nas populacdes microbianas em viveiros tratados com dois tipos de probidticos
comerciais (produto 1: Bacillus sp. e Saccharomyces sp.; produto 2: Bacillus sp.,
Nitrosomonas sp. e Nitrobacter sp.), concluiram que a aplicagdo de probidtico ndo prejudicou
a populacdo microbiana natural do viveiro, mas aumentou populacdes de bactérias
heterotréficas nos tratamentos e no controle, afirmando que fatores fisico-quimicos também
podem estar associados com o desempenho dessas populagdes. No presente estudo, foi

encontrado o oposto do observado por Das et al. (2006) nos tratamentos e no controle, pois
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como se trata de um cultivo intensivo com biofloco, as bactérias foram induzidas a crescer em
todos os tanques, através das aplicagdes didrias de melago (fonte de carbono). Na andlise das
bactérias autotrdficas, a relacdo entre o aumento significativo do nimero dessas bactérias e a
concentracdo de probidtico ndo estd clara. O probidtico pode ter contribuido, visto que as
concentracoes maiores (P1.0, P2.0 e P3.0) diferiram estatisticamente do controle, mas
certamente outras varidveis podem também ter colaborado para isto, assim como relatou
Devaraja et al. (2002).

Diatoméceas, cianoficeas, dinoflagelados e algas verdes sdo grupos fitoplanctonicos
comumente encontrados em viveiros de aquicultura (Yusoff et al. 2002). O fitoplancton
apresentou “blooms” de curta duragdo, nos quais uma espécie era rapidamente sucedida por
outra de diferente grupo, assim como relatou Burford et al. (2003). A biomassa
fitoplanctonica foi estimada variando de 121 x 10* a 182 x 10" cél mL™ entre os tratamentos,
com dominéncia em ordem decrescente das cianoficeas e cloroficeas, seguido das haptoficeas,
diatomdceas, dinoflagelados e euglenoficeas. Yusoff et al. (2002), ao estudar a sucessdo do
fitoplancton em viveiros intensivos de P. monodon com minima troca de dgua e tratados com
probiéticos (Bacillus sp - 10° UFC.mL" e Saccharomyces sp - 5,6.10° UFC.mL™),
observaram nudmeros bastante inferiores de microalgas (10° a 11x10* cél.mL™). Por outro
lado, Samocha et al. (2007), ao avaliar o efeito da suplementacido de carbono (melago) sobre a
qualidade da 4gua e o desempenho do Litopenaeus vannamei no cultivo com limitada troca de
dgua, mas sem adi¢do de probidtico, encontrou valores médios bem semelhantes, que
variaram entre 128 x 10* — 258 x 10* cél.mL"'. Mishra et al. (2008), analisando os efeitos da
limitada troca de dgua e de fracionadores de espuma sobre a qualidade da &dgua e o
desempenho do L. vannamei, também encontrou valores na mesma ordem de grandeza 220 x

10* cél ml™! — 403 x 10* cél.mL™".
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Paerl e Tucker (1995), realizando uma revisdo sobre as cianoficeas em viveiros de
aquicultura, afirmam que ‘“blooms” dessas microalgas ocorrem geralmente sob altas
temperaturas, elevados niveis de matéria organica dissolvida, baixas salinidades, coluna
d’4gua com baixa turbuléncia e baixa relagdo nitrogénio:fosforo. Estes autores enfatizam que
alguns géneros formam “blooms” em baixas concentragdes de N por serem capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico, enquanto outros proliferam em altas concentragdes de nitrogénio —
acima de 4 mg.L'1 e altas concentracdes de fésforo — acima de 0,5 mg.L". O fésforo e o
nitrogénio sdo o fator chave para a eutrofizacdo, sendo concentragdes de 0,05 a 0,1 mg.L" de
fosforo total (ortofosfato = 10-15% do fésforo total) jé indicativas de ambientes eutrofizados
(Boyd 2001; Xia et al. 2004). Em sistemas intensivos é comum se encontrar a eutrofizagao
devido principalmente a grande quantidade de racdo e a alta densidade de estocagem (Gross et
al. 1998 e Funge-Smith e Briggs 1998). As altas concentragdes do fitoplancton alcangadas
neste experimento, em especial as cianoficeas, ocorreram devido aos elevados niveis de
ortofosfato (4,36 a 4,87 mg.L'l), atingindo na dltima semana, nivel maximo de 14,9 rng.L'1
nos tratamentos com probidtico e 17,5 mg.L'1 no controle. Mishra et al. (2008) relata alta
densidade algal associada a um aumento gradual do ortofosfato, alcancando um nivel méximo
de 13,4 mg L. Segundo Burford et al. (2003), o elevado niimero de fitoplancton é esperado,
visto que N e P estdo em altas concentragdes e a aeracdo fornece oxigénio e mistura da coluna
d’agua permitindo o acesso ndo sO a esses nutrientes, mas também a luz solar e ao diéxido de
carbono, importantes fatores para o seu crescimento.

A elevada presencga das microalgas também se deve ao fato do biofloco ainda estar em
fase de formacdo e maturacdo (apesar do elevado nivel de bactérias heterotroficas e
autotréficas registrado) e a sucessdo ecoldgica entre fitoplancton e bactérias em processo de
transi¢do. Quando o input de carbono excede a producdo primdria, o sistema heterotréfico

comega a se estabelecer (Burford et al. 2003). As microalgas se tornam mais escassas (0 que
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aconteceu na ultima semana de cultivo), mas ndo ausentes e ajudam a compor o floco. Em
resumo, nos sistemas intensivos, a qualidade da dgua mesmo com elevados niveis de
nutrientes, pode ndo estar alterada e isto se deve a manutencdo dos niveis de oxigénio
dissolvido por meio da intensa aeracdo mecanica e a prevencdo do acimulo de compostos
nitrogenados toxicos pela comunidade bacteriana e fitoplanctonica (em menor propor¢do) que
degradam os residuos orginicos e ainda servem de suplemento alimentar para o camardo
(Boyd 2006; Avnimelech 2009).

Os beneficios dos microrganismos com propriedades probidticas tém sido observados
em diversos sistemas de cultivo (Verschuere et al., 2000; Ramirez e Dixon, 2003; Wang,
2007; Sugita et al., 2011). Contudo, a atuagdo dos probidticos em sistemas sem trocas de dgua
ndo apresentam a mesma dinamica observada em outros sistemas de cultivo, como observado
em Samocha et al. (1998); Mclntosh et al. (2000); Patnaik et al. (2007), por tratar-se de um
sistema bastante complexo, que envolve a interacdo de indmeras varidveis fisico-quimicas e

bioldgicas ainda ndo totalmente claras que podem interferir no desempenho das bactérias

probidticas adicionadas ao cultivo (Devaraja et al. 2002).

Conclusao

A adi¢do de probidtico, nas concentragdes adotadas, ndo influenciou a qualidade de
dgua, o desempenho zootécnico do Litopenaeus vannamei, a concentracdo de Vibrio e o
fitoplancton durante a fase de bercdrio em sistema de biofloco. As bactérias probidticas
heterotréficas, naturalmente presentes no biofloco, mostraram ser suficientes para manter o

equilibrio do sistema de cultivo.
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cultivo intensivo de L. vannamei com biofloco e probidtico comercial.
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Figura 2. Variacdo semanal de vibrio (a), bactérias heterotréficas (b) e bactérias autotréficas

(c) nos 61 dias de cultivo intensivo de L. vannamei com biofloco e probiético comercial.
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Figura 3. Sucessdo dos grupos fitoplanctonicos, (a) Bacillariophyta, (b) Cianophyta, (c)
Chlorophyta, (d) Haptophyta, (e) Pirrophyta e (f) Euglenophyta no cultivo intensivo de L.

vannamei com biofloco e probidtico comercial.
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Tabela 1: Valores médios (+ erro padrao) das varidveis semanais de qualidade de dgua no

cultivo intensivo de L. vannamei com biofloco e probidtico comercial.

Varidveis P0.5 P1.0 P2.0 P3.0 CTL
Manha
Temp (°C) 25,9 £0,21 25,9 £0,21 25,9 £0,21 26,0 £0,21 25,9 £0,21
22,9-30,5 22,9-28.3 22,8-28,6 23,2-28.5 23,1-28,5
OD 6,3+0,16 6,4+0,16 6,4+0,14 6,3+0,15 6,3+0,15
(mg.L™) 3,3-8,3 4,5-8,2 4,7-8,1 4,6-8,1 4,8-8,0
pH 7,9+0,04 7,9+0,05 7,9+0,04 7,9+0,04 7,9+0,04
7,2-8,7 5,6-8,7 7,2-8,6 7,2-8,8 7,3-8,9
Tarde
Temp (°C) 28,6 £0,25 28,7 0,25 29,1 £0,24 29,1 £0,25 29,0 £0,23
23,7-31,7 25,1-31,5 26,0-31,8 25,8-32,0 26,2-31,9
OD 5,4+0,20 5,4+0,19 5,5+0,18 5,3+0,18 5,4+0,19
(mg.L'™") 2,2-8,4 2,9-8,2 3,1-8,0 3,2-7,6 2,8-8,2
pH 7,94+0,07 7,94+0,07 7,8+0,07 7,8+0,07 7,8+0,07
6,4-9,1 7,4-9,2 7,3-9,0 7,4-9,2 7,1-9,4

P0.5, P1.0, P2.0 e P3.0 - Concentragdes de probidtico; OD = Oxigénio dissolvido.
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Tabela 2: Valores médios (+ erro padrao) das varidveis semanais de qualidade de dgua no

cultivo intensivo de L. vannamei com biofloco e probidtico comercial.

Varidveis P0.5 P1.0 P2.0 P3.0 CTL
Salinidade (g.L") 29,5+037 29,6038  28,8+0,35 2893037  28,9+0,30
26,5-35.0 26,5-35.0 25,0-34.,0 26,0-350 26,0330
NAT (mg.L") 1,60£0,14  155+0,14  1,58+0,14  1,600,13 1,68+0,13
0,00-2,40 0,00-2.40  0,04-2,40 0,00-240  0,03-2,40
NO,-N (mg.L") 0,67+0,11  066+0,11 0862020  100£020  0,59+0,09
0,008-233  0,007-2,62  0,008-6,58  0,008-4,68  0,009-1,82
NO;-N (mg.L") 166037  167+039  197+043 1482042  1,69+043
0,20-3,19 0,10-3,54  0,10-3,83 0,00-4,09  0,00-4,06
Si0, (mg.L') 20,674321  16,85:240  21,10£3,06  20,54%2,64  18,21+2.43
3,0-78.0 2,0-58,0 2,0-60,0 2,0-56,0 3,0-55.0
PO, (mgL™") 4,6620,57  436x0,55  487%057 4512052  4,60£0,60
0,9-14,5 1,1-13,9 1,0-15,1 1,1-16,2 1.2-17,5
Alcal. (mg.L' CaCO;)  15525£593  150,29+6,35  144,1544.79  147,60+4,63  153,196,0
65,0-240,0 6502600  80,0-2250  850-2100  80,0-235,0
Sélidos (ml.L™) 13,11¢1,.86  12,55£1,62  12,36+1,80  12,34+1,60  10,80+1,41
1,0-33,0 1,0-30,0 0,5-34,0 0,1-29,0 0,5-28,0

P0.5, P1.0, P2.0 e P3.0 - Concentracdes de probidtico; NAT — nitrogénio da amonia total; NO,-N —
nitrogénio do nitrito; NO5;-N — nitrogénio do nitrato; SiO, — silicato; PO, — ortofosfato; Alcal. —

alcalinidade.
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Tabela 3: Desempenho de crescimento (média + erro padrdo) de L. vannamei nos 61 dias de

cultivo intensivo com biofloco e probidtico comercial.

Varidveis P0O.5 P1.0 P2.0 P3.0 CTL

Pi (g) 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002

Pf (g) 0,538+0,03 0,599+0,02  0,621+0,10 0,625+0,09 0,465+0,02
TCE (%/dia) 9,24+0,08 9,3+0,07 9,3+0,25 9,4+0,21 8,9+0,08
S (%) 81,43+2,03 77,57+5,66  74,42+15,778  68,81£17,85 89,95+8,35
Rd (Kg.m™) 1,15+71,27 1,21£59,81 1,08+127,04  1,01+213,78  1,09+114,13
FCA 1,4+0,08 1,3+£0,08 1,240,04 1,240,01 1,6£0,20

P0.5, P1.0, P2.0 e P3.0 - concentragdes de probidtico; Pi e Pf = pesos inicial e final, respectivamente;

TCE = Taxa de Crescimento Especifico; FCA = Fator de Conversao Alimentar; S = Sobrevivéncia; Rd

= Rendimento do cultivo.

Tabela 4: Ocorréncia de bactérias (média + erro padrdo e amplitude) nos 61 dias de cultivo

intensivo de L. vannamei com biofloco e probidtico comercial.

Variaveis CTL PO.5 P1.0 P2.0 P3.0
Vibrio 1016+498 74380 459+127 1562+132 528495
240-2340 635-9150 250-795 70-1815 330-750
Autot. 10°£1x10°*  10°+9x10**  4x10°+3x10°®  10°+5x10°"  8x10°+5x10°"
5x10°-5x10°  4x10%4x10°  8x10*-1x10°  6x10*2x10°  7x10*-2x10°
Heterot.  2x10°+9x10"  2x10%+7x107  6x10'+4x10"  8x10’#5x10"  3x10'+1x10’
2x107-4x10°  5x10°-3x10°  4x10°-2x10°  3x10°-2x10° 10°-6x10’

P0.5, P1.0, P2.0 e P3.0 - concentracdes de probidtico. Valores medidos em UFC.mL". Autot. =

Autotréficas; Heterot.= Heterotréficas. Médias com letras diferentes sugerem diferencas significativas

com P<0,05.



Tabela 5: Densidade média (cél/mL) e Frequéncia de ocorréncia (%) do fitoplancton nos 61 dias de cultivo intensivo de L. vannamei com biofloco e

probidtico comercial.

Divisdo P0.5 F P1.0 F P2.0 F P3.0 F CTL F
Bacillariophyta 3,4.10°47052 70 1,1.10°+3569 57  3,5.10'+8555 52 251046275 48  33.10°+10451 = 54
Cyanophyta 6,7.10°£1,3.10° 96  4,8.10°+6,3.10° 93  7,9.10°+1,3.10° 91  82.10°+1,8.10° 96  9,3.10°+2,5.10° 96
Chlorophyta 33.10°+8,6.10 87 54.10+24.10° 87  6,0.10°+x1,3.10° 83  84.10°+28.10° 87  54.10°+1,7.10° 85
Haptophyta 1,3.10°£2,4.10* 26  39.10°+7185 22 1,7.10°+4013 28  88.10°+1,8.10 17 4,6.10°+9578 22
Pirrophyta 3,4.10°+7215 28  4,9.10°49625 22 9361+1995 22 24.10°%6677 30  57.10°+1413 33
Euglenophyta 75001313 11 2,9.10*+4598 9 1,6.10°+2985 15 1,9.10°+3029 4 8333+1549 7
Total 1.209.272 1.266.523 1.628.286 1.825.213 1.618.133

P0.5; P1.0; P2.0 e P3.0 — concentracdes de probidtico. Dados expressos em média + erro padrao. F= Frequéncia de ocorréncia.
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5 ANEXO

Revista Aquaculture International

Online Manuscript Submission

Springer now offers authors, editors and reviewers of Aquaculture International the
option of using our fully web-enabled online manuscript submission and review system. To
keep the review time as short as possible (no postal delays!), we encourage authors to submit
manuscripts online to the journal‘s editorial office. Our online manuscript submission and
review system offers authors the option to track the progress of the review process of
manuscripts in real time. Manuscripts should be submitted
to: http://aqui.edmgr.com

The online manuscript submission and review system for Aquaculture International
offers easy and straightforward log-in and submission procedures. This system supports a
wide range of submission file formats: for manuscripts - Word, WordPerfect, RTF, TXT and
LaTex; for figures - TIFF, GIF, JPEG, EPS, PPT, and Postscript.

NOTE: By using the online manuscript submission and review system, it is NOT necessary to
submit the manuscript also in printout + disk.

In case you encounter any difficulties while submitting your manuscript on line, please get in
touch with the responsible Editorial Assistant by clicking on “CONTACT US” from the tool

bar.

Electronic figures

Electronic versions of your figures must be supplied. For vector graphics, EPS is the
preferred format. For bitmapped graphics, TIFF is the preferred format. The following
resolutions are optimal: line figures - 600 - 1200 dpi; photographs - 300 dpi; screen dumps -
leave as is. Colour figures can be submitted in the RGB colour system. Font-related problems

can be avoided by using standard fonts such as Times Roman, Courier and Helvetica.

Colour figures
Springer offers two options for reproducing colour illustrations in your article. Please

let us know what you prefer: 1) Free online colour. The colour figure will only appear in
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colour on www.springer.com and not in the printed version of the journal. 2) Online and
printed colour. The colour figures will appear in colour on our website and in the printed

version of the journal. The charges are EUR 950/USD 1150 per article.

Language
We appreciate any efforts that you make to ensure that the language is corrected
before submission. This will greatly improve the legibility of your paper if English is not your

first language.

Reviewing Procedure
Aquaculture International is sent to 2 specialist reviewers who remain anonymous

unless they specifically choose to confer with the author.

Manuscript Presentation

Manuscripts should all be presented in the accepted scientific format e.a. Introduction,
Materials and Methods etc. There is no seperate format for short communication. The
journal's language is English. British English or American English spelling and terminology
may be used, but either one should be followed consistently throughout the article.
Manuscripts should be printed or typewritten on A4 or US Letter bond paper, one side only,
leaving adequate margins on all sides to allow reviewers' remarks. Please double—space all
material, including notes and references. Quotations of more than 40 words should be set off
clearly, either by indenting the left—hand margin or by using a smaller typeface. Use double
quotation marks for direct quotations and single quotation marks for quotations within
quotations and for words or phrases used in a special sense.
Number the pages consecutively with the first page containing:
o running head (shortened title)
o title

author(s)

(@)

affiliation(s)

o

o full address for correspondence, including telephone and fax number and e—mail

address



FERREIRA, M.G.P. Efeito de probiético comercial sobre o desempenho de pés-larvas... 64

Abstract
o Please provide a short abstract of 100 to 250 words. The abstract should not contain

any undefined abbreviations or unspecified references.

Key Words

o Please provide 5 to 10 key words or short phrases in alphabetical order.

Abbreviations

o Abbreviations and their explanations should be collected in a list.

Figures

All photographs, graphs and diagrams should be referred to as a 'Figure' and they
should be numbered consecutively (1, 2, etc.). Multi-part figures ought to be labelled with
lower case letters (a, b, etc.). Please insert keys and scale bars directly in the figures.
Relatively small text and great variation in text sizes within figures should be avoided as
figures are often reduced in size. Figures may be sized to fit approximately within the
column(s) of the journal. Provide a detailed legend (without abbreviations) to each figure,
refer to the figure in the text and note its approximate location in the margin. Please place the

legends in the manuscript after the references.

Tables

Each table should be numbered consecutively (1, 2, etc.). In tables, footnotes are
preferable to long explanatory material in either the heading or body of the table. Such
explanatory footnotes, identified by superscript letters, should be placed immediately below
the table. Please provide a caption (without abbreviations) to each table, refer to the table in
the text and note its approximate location in the margin. Finally, please place the tables after

the figure legends in the manuscript.

Section Headings

o First—, second—, third—, and fourth—order headings should be clearly
distinguishable but not numbered.

Appendices

o Supplementary material should be collected in an Appendix and placed before the

Notes and Reference sections.
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Notes

o Please use endnotes rather than footnotes. Notes should be indicated by
consecutive superscript numbers in the text and listed at the end of the article before
the References. A source reference note should be indicated by an asterisk after the

title. This note should be placed at the bottom of the first page.

Cross—Referencing

o In the text, a reference identified by means of an author's name should be followed
by the date of the reference in parentheses and page number(s) where appropriate.
When there are more than two authors, only the first author's name should be
mentioned, followed by “et al.'. In the event that an author cited has had two or more
works published during the same year, the reference, both in the text and in the
reference list, should be identified by a lower case letter like "a' and “b' after the date
to distinguish the works.

o Examples:

Winograd (1986, p. 204)

(Winograd 1986; Flores et al. 1988)

(Bullen and Bennett 1990)
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