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Palavras-chave RESUMO| O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos bioflocos formados com
Biotecnologia, bactérias autoctones nitrificantes e probi6ticos comerciais na qualidade da 4gua e no crescimento do
aquicultura, camardo marinho Penaeus vannamei em sistema intensivo de baixa salinidade. O experimento foi
probidtico, conduzido com a avaliacdo de dois grupos experimentais: suplementado com probiético comercial
nitrificacdo. (BF-PC) e suplementado com bactérias probidticas autoctones (BF-PA). Nos resultados obtidos, os

camarfes cultivados com o tratamento BF-PA apresentaram maior taxa de sobrevivéncia,
crescimento em peso médio, biomassa final e produtividade em comparacdo com os animais do
tratamento BF-PC. As variaveis ambientais da agua de cultivo (pH, oxigénio dissolvido e
temperatura) apresentaram o mesmo comportamento nos tratamentos. Dessa forma, o uso de
estirpes bacterianas autéctones nitrificantes no sistema de bioflocos, empregado no tratamento BF-
PA, promoveu um ambiente mais estavel o que refletiu numa melhora do desempenho zootécnico
dos camardes.

Keywords

iotechnology, ABSTRACT | The objective of the present work was to evaluate the effect of bioflocs formed with

aquaculture, autochthonous nitrifying bacteria and commercial probiotics on water quality and the growth of

probiotic, marine shrimp Penaeus vannamei in an intensive low salinity system. The experiment was

nitrification. conducted with the evaluation of two experimental groups: supplemented with commercial
probiotic (BF-PC) and supplemented with autochthonous probiotic bacteria (BF-PA). In the
obtained results, shrimp cultivated with the BF-PA treatment showed higher survival rate, growth in
average weight, final biomass and productivity compared to animals in the BF-PC treatment. The
environmental variables of the cultivation water (pH, dissolved oxygen, and temperature) showed
the same behaviour in the treatments. Therefore, the use of autochthonous nitrifying bacterial
strains in the biofloc system, used in the BF-PA treatment, promoted a mores stable environment,
which resulted in an improvement in the zootechnical performance of the shrimp.

INTRODUCAO

O camardo marinho Penaeus vannamei € a espécie de crustaceo mais cultivado no mundo, alcancando
producgdo de 4.966,2 mil toneladas (FAO 2020). O maior percentual dessa producdo é oriunda de cultivos em
regides costeiras, entretanto tem-se adaptado o cultivo desses animais em aguas oligohalinas em varios paises
como Estados Unidos (Alabama, Florida, Texas), Brasil (regido Nordeste), Equador, México (Pinto et al. 2020,
Roy et al. 2010). Esse tipo de cultivo apresenta beneficios sociais, econdmicos e ambientais (Pinto et al. 2020;
Cavalheiro et al. 2016; Davis et al. 2005).

A criacdo de camarfes em aguas oligohalinas enfrenta alguns entraves, como o surgimento de mortalidades
dos animais associadas ao desequilibrio da concentracdo de alguns ions da agua, que sdo requeridos para 0s
processos de osmorregulacdo e para a formagdo do exoesqueleto (Davis et al. 2005, Jaime-Ceballos et al. 2012,
Moura et al. 2021, Li et al. 2017). Outro problema é a toxidez dos compostos nitrogenados que se acumulam nos

Recibido: 25-04-2022 | Aprobado: 31-03-2024 | Versién final:10-04-2024

T -

: +  UNIVERSIDAD

H { TECNICA DE
157] - I MANABI

Lo, v


https://orcid.org/0000-0001-5449-0816
https://orcid.org/0000-0001-6627-3296
https://orcid.org/0000-0003-4059-9794
https://orcid.org/0000-0003-3907-7964

Efeito de bactérias autdéctones e comerciais na carcinicultura AquaTechnica (2024) 6(1):57-72

tanques de criagdo com o aumento da intensificacdo da producdo, sendo oriundos de restos de racdo ndo
consumida mais as excretas dos animais (Martinez-Cordova et al. 2017, Panigrahi et al. 2018, Neto et al. 2019).
Foi detectado que altas concentragdes de metabolitos nitrogenados juntamente com baixa salindade da &gua
contibuem para o estresse osmorregulatério dos camardes, ocasionando mortalidades (Gonzélez-Félix et al.
2007).

Diante disso, varios estudos tem focado no uso de sistemas baseados na manipulagdo da comunidade
microbiana buscando efeitos benéficos no ambiente de cultivo, como melhoria da qualidade de &gua
(biorremediacdo), fonte de proteina microbiana extra, incremento de metabdlitos e enzimas digestivas dos
animais, que auxiliam no melhor aproveitamento do alimento artificial (Martinez-Cérdova et al. 2015, Silva et al.
2016, Soares et al. 2021). O aumento da producdo por meio da intensificacdo dos sistemas de cultivo causa
alguns impactos negativos na qualidade de dgua podendo gerar efeitos diretos no desempenho zootécnico e na
sanidade animal (Martinez-Cordova et al. 2017, Panigrahi et al. 2018).

Uma das tecnologias empregadas € a de bioflocos, com altas densidades de estocagem e troca minima ou zero
da &gua, tendo como base a proliferacdo de microrganismos através da manipulacdo da relagdo carbono:
nitrogénio (C: N) da dgua com emprego de uma fonte de carbono (Martinez-Cérdova et al. 2015, Silva et al.
2016, Soares et al. 2021). Os flocos sdo agregados em suspensao formados por bactérias, microalgas, agregados
de matéria organica particulada, protozoarios e metazoarios (Crab et al. 2007). As bactérias heterotréficas
compdem a maior parte dos flocos, elas assimilam 0s compostos nitrogenados incorporando em sua biomassa
(Santos et al. 2019). Apesar do efeito biorremediador ja& comprovado dos bioflocos tem se buscado determinar
melhoria do desempenho desses bioagregados através da adicdo externa de probiéticos resultando em maior
estabilidade nos pardmetros da adgua e melhoria dos processos de biorremediacéo e ou biocontrole (Maia et al.
2013, Ferreira et al. 2017; Arias-Moscoso et al. 2018) em cultivos de camardo em &guas oligohalinas.

A bioaumentacdo é uma técnica de biorremediacdo que consiste na introdugdo de microrganismos ou
metabdlitos em ambientes contaminados de forma a acelerar os bioprocessos de degradagdo (Saléncia et al.
2016). Uma estratégia para otimizar o processo é o isolamento e sele¢do de bactérias candidatas a probidtico a
partir do préprio ambiente (ou seja microrganismos autdctones) a ser tratado garantindo o bom desempenho e
adaptacdo as condi¢des onde devem atuar (Franco 2009).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos bioflocos formados com bactérias autoctones
nitrificantes e probidticos comerciais na qualidade da &gua e no crescimento do camardo marinho P. vannamei
em sistema de baixa salinidade.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas: formacdo de bioflocos em condicBes laboratoriais e posterior
aplicacéo dos bioflocos no cultivo de camardo marinho em condicdes de baixa salinidade.

Para a formacgdo dos bioflocos em laboratério foi feita a selecdo de bactérias autoctones com potencial
nitrificante originalmente isoladas de um biofilme perifitico desenvolvido no cultivo de de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Silva 2018), pertencentes a colecdo microbioldgica Prof® Regine Vieira, do Laboratdrio
de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP), no Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar), da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Descricdo das bactérias nitrificantes autoctones

Para o isolamento das bactérias nitrificantes foi seguida a metodologia de Marin et al. (2012), fazendo o uso
de meio de cultura seletivo composto por: 0,59 de (NH4)2SO4; 1g de KH,PO4; 0,039 de FeSQO4.7H,0; 0,3g de
MgS0..7H,0; 7,59 de CaCOsadicionado de 1mL de solucdo de elementos tracos e pH final igual a 7,8, para cada
1L de meio de cultura.
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A composicdo da solucdo de elementos tracos utilizados na preparacdo do meio para cada 1 L: 0,1 g/L de
Na:Mo04.2H,0, 0,2 g/L de MnCl,.4 H,0, 0,002 g/L de CoCl».6H20, 0,1 g/L de ZnSO4.7H,0 e 0,02 g/L de
CuS04.5 H0.

Identificacdo molecular das bactérias nitrificantes autéctones

Para a identificagdo molecular foi realizada a extracdo do DNA gendmico das estirpes bacterianas,
previamente crescidas em caldo Luria Bertani (LB), utilizando-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Posteriormente, a regido hipervariada do gene DNAr 16S (V6-V8) das amostras foi
amplificada por meio da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos iniciadores
968U (5°-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’) e 1401L (5’-CGG TGGT GTA CAA GGC CC-3’) (Pereira et al.
2011; Zhang e Fang, 2001). Para a amplificacdo foi preparado um mix para cada amostra (1x tampéo, 1,5mMde
MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,2 uM de Primer L1401, 0,2 pM de Primer U968, 2,5U de Taq DNA polimerase e
100 ngde DNA), e seguido as condi¢des de termocilagem: desnaturacdo inicial a 94° C por 2 minutos, 30 ciclos
com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos,
extensdo final a 72°C por 8 minutos. O produto da amplificacdo foi confirmado em eletroforese com gel de
agarose 1% (p/v) submetido a corrida eletroforéticaa 120 V por 45 minutos. O gel foi fotodocumentado no
sistema EDAS 120 (Kodak). Foi realizado o sequenciamento do fragmento, a partir do produto de PCR
purificado, utilizando-se sequenciador automatico capilar ABI PRISM® 3500 (AppliedBiosystems), conforme
metodologia descrita por Sanger et al. (1977). As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias
previamente publicadas no banco de dados GenBankdo National Center for Biotechnology Information utilizando
o algoritmo BLAST (Altschul et al. 1997).

Caracterizagdo fenotipica das bactérias nitrificantes autdctones

Feita a identificacdo molecular, dez estipes nitrificantes autdctones foram caracterizadas em relagdo a
produgdo das enzimas exogenas (caseinase, lipase, fosfolipase, gelatinase e celulase) (Teather e Wood 1982,
Rodrigues et al. 1993, Liu et al. 1996), capacidade de agregacdo (Christensen et al. 1985) e formacdo de
substancias exopoliméricas (EPS) (Freeman et al. 1989).

Além disso, foi empregado o teste de antagonismo através da metodologia de estrias cruzadas (Yoshida et al.
2009) entre as dez estirpes, a fim de detectar as relagbes harmdnicas. Para isso, as cepas foram renovadas em agar
TSA (incubadas em estufa bacteriol6gica a 35°C por umperiodo de 24h). Uma estria central, contendo o inéculo
da cepa testada, foi feita em placas de agar TSA. Posteriormente, as demais bactérias em teste foram inoculadas
perpendiculares a primeira estria, mantendo uma distancia de 0,5 cm. Foram feitas no méaximo 5 estrias
perpendiculares por placa. Apds 24h do periodo de incubagdo a 35°C, foi observado o resultado. A atividade
antagdnica entre as bactérias foi verificada através da inibi¢do ou ndo do crescimento da estria central em relagdo
aos demais indculos. Foi considerada uma atividade antagbnica negativa quando ndo havia restricdo do
crescimento entre as bactérias testadas.

Construcéo do consorcio de bactérias nitrificantes autéctones

Para a construcdo do consércio de bactérias nitrificantes autoctones foram adotados alguns critérios de
selecdo das estirpes. O primeiro critério é que as bactérias apresentassem antagonismo negativo, seguido da
expressdo de duas ou mais atividades enzimdticas e/ou que produzissem exopolissacarideos ou que fossem
capazes de se agregarem.

Formacéo dos flocos em laboratério

A formacgdo dos bioflocos in vitro foi realizada de acordo com Silva et al. (2020) com ajustes. Para isso,
aliquotas de 1 mL de cada estirpe bacteriana, selecionada anteriormente para compor o consércio, foi ajustada na
concentragdo de 1,5x108 UFC/mL e adicionadas em 400 mL de caldo triptona de soja (TSB), sendo incubado em
estufa bacteriologica por 72h. Passado esse periodo, os caldos foram centrifugados em tubos tipo Falcon de
modo a concentrar as células em pellets, descartando o sobrenadante. As condi¢des de centrifugagdo foram -
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5.000 x g por 10 minutos a 25°C. Ao término do processo, os pellets de cada consorcio foram ressuspendidos em
10mL de solucéo salina 0,85% NacCl.

Foi montado um microsistema em um recipiente com volume de 3,5L com é&gua de cultivo esterilizada (em
autoclave a 121°C por 15minutos) mantido sob aeracdo constante com pedra porosa. O inoculo bacteriano de
10mL foi adicionado a esse sistema, a fim de favorecer a formag&o dos flocos in vitro. Diariamente, por 10 dias,
foi feita a adicdo de melago de cana de agUcar e ragdo para camardo com teor de proteina bruta de 35%, a fim de
fornecer uma fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente, mantendo uma relacdo de Carbono: Nitrogénio
(C:N) de 20:1, de acordo com a metodologia sugerida por Avnimelech (1999). Foi assumido que o teor de
carbono do melaco liquido era de 30% (Lima et al. 2018).

Apds a formacdo prévia dos flocos em condigbes laboratoriais, realizou-se a transferéncia por meio de
garrafas de vidro de 5L para tanques de maturacdo na fazenda de cultivo comercial de camardo marinho para
producédo do biofloco em maior escala.

Maturacao dos bioflocos na fazenda de cultivo

Na fazenda foi dado inicio a maturacdo do biofloco seguindo recomendac@es de Silva et al. (2020), onde os
3,5L dos flocos pré-formados com consorcio bacteriano foram adicionados a uma caixa circular com capacidade
de 1000 L equipada com aeragdo constante, contendo agua de poco, a qual também abasteceu os tanques
experimentais. Nesse sistema de maturacéo, foram adicionados 50 camardes com peso médio de 0,6 g (biomassa
total igual a 30 g). Foi mantida a mesma relacdo de C:N para o controle de compostos nitrogenados, seguindo de
acordo com Avnimelech (1999).

Durante a etapa de maturacdo dos bioflocos foi acompanhado, diariamente, a formagdo dos solidos
sedimentaveis utilizando o cone de Imhoff (Avnimelech 2009) e, a cada 2 dias, eram realizadas analises de
amonia, nitrito e nitrato (Clesceri, Greenberg e Eaton 1998; S& 2012). Ao ser detectada a estabilizagdo dos
parametros de amdnia e nitrito (apds 15 dias), foi obtida a concentracdo de 100mL/L de sdlidos sedimentaveis,
concentracdo essa considerada suficiente para a retirada dos bioflocos e posterior adicéo ao sistema de cultivo de
camardo.

Semanalmente, 20L desse floco maduro era adicionado ao sistema de cultivo correspondendo ao tratamento
BF-PA.

Experimento in vivo
O experimento foi realizado em uma area comercial de cultivo de camardo marinho Penaeus vannamei.

Foram utilizadas pés-larvas (PLs) de camardo marinho, em salinidade 3 ppt, adquiridas no laboratério de
producgdo de pés-larvas de camardo marinho Aquatec Ltda (Rio Grande do Norte). As PLs foram mantidas em
tanques-bercério durante 20 dias antes do povoamento para inicio dos tratamentos.

Na fase de engorda, foram utilizadas duas unidades experimentais, compostas por tanques circulares de
geomembrana com capacidade volumétrica individual de 1000 m?3 equipados com sistema de aeracédo individual
com mangueira porosa microperfuradas e aeradores de pas. Foram utilizados camar8es com peso médio inicial
de aproximadamente 0,3 g, sendo empregada uma densidade de estocagem de 140 camares/m3.

Foram testados dois tratamentos com diferenca nos consdrcios bacterianos utilizados na inducéo da formacéo
de bioflocos: 0 BF-PC (biofloco adicionado com probidticos comercial) utilizando um probi6tico comercial com
os elementos ativos Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis; e o BF-PA (biofloco adicionado com bactérias
autdctones) utilizando consércio bacteriano composto por bactérias nitrificantes nativas como iniciadoras na
formacéo de bioflocos. Semanalmente 100g do probidtico comercial era aplicado ao tanque do tratamento BF-
PC. Os esperimentos tiveram duracéo de 60 dias.

| 60| ISSN 2737-6095



Saldanha et al. AquaTechnica (2024) 6(1):57-72

A preparagao dos tanques consistiu da lavagem com agua doce corrente e desinfeccdo com acido cloridrico.
Posteriormente, os tanques foram abastecidos com agua de pogo com salinidade 4 mg.L™. Apos o abastecimento
o0s dois tanques experimentais receberam fertilizagdo para estimular o desenvolvimento inicial das microalgas.
Utilizando uma mistura fermentada de farelo de arroz, melago de cana e silicato de magnésio. Foi realizada
também a corregdo idnica da agua para manter a relagdo Ca:Mg:K proxima da proporg¢do da agua do mar 1:3:1.
Aplicando cloreto de potassio e nitrato de magnésio.

O arragcoamento para ambos os tratamentos consistiu na oferta de racdo especifica para sistemas intensivos
(Api camardo intensiva — Total Alimentos) através do método de voleio com bandejas de amostragem, onde
foram utilizados trés tipos de racdo comercial com diferentes composi¢cfes (Tabela 1). A quantidade de racéo foi
ajustada pela alimentacdo diaria nas bandejas baseado na estimativa da biomassa semanal.

Durante o experimento, os camar6es nos dois tratamentos foram alimentados oito vezes ao dia, sendo
ofertado a 10% da biomassa até o peso médio dos individuos atingir cerca de 1g e, a partir desse momento a taxa
de alimentag8o foi gradativamente reduzida de acordo com a biomassa no final do experimento.

Tabela 1. Caracterizacdo das ragdes comerciais utilizadas na alimentagdo dos animais nas fases ao longo dos tratamentos.

Table 1. Characterization of commercial feed used to feed animals in the phases throughout the treatments.

Fases PB (%) P (%) E.E.(%) Granulometria (mm)
Fase 2 40 1,3 0,9 08a1.3

Fase J 40 1,3 0,9 1,3a2,0

Fase 3 38 1,2 0,85 2,5

Legenda: % PB: Porcentagem de proteina bruta na ragdo; % P: Porcentagem de fésforo na racéo, % E.E: Porcentagem de extrato
etéreo;

Fase 2: usada logo apds a fase de bercério; Fase J: usada entre 1,8 e 3 g; e a Fase 3 (racéo de engorda): utilizada a partir de 3 g até a
despesca.

Andlise dos parametros de qualidade de agua

Foram determinados diariamente, trés vezes ao dia, durante o periodo experimental (60 dias) nos periodos da
manhé (8:00hrs), tarde (16:00hrs) e da noite (00:00hrs), os valores de pH, oxigénio dissolvido (OD mg. L?) e
temperatura (°C) (Horiba U-50, Kyoto, Japan). Semanalmente foram determinadas as concentragbes de
alcalinidade total (AT em mg CaCOs L%), dureza total (DT em mg CaCOs L), dureza calcica (DC em mg
CaCOj3 L) e magnesiana (DM em mg CaCO; L), célcio, magnésio e potassio semanalmente utilizando uma
sonda multiparamétrica (Fotdmetro Multiparametro YSI- 9500). As concentracdes de nitrogénio amoniacal total
(NAT mg. LY, nitrito e nitrato foram verificados fazendo uso de um fotémetro ((Fotocolorimetro AT 100P Il
Multiparametro da Alfakit). A quantidade de sdlidos sedimentaveis foi verificada com o uso do Cone Imhoff
seguindo recomendac6es de Gaona et al. (2017).

Andlise do desempenho zootécnico

O desempenho produtivo dos camardes foi avaliado através de biometrias semanais. As variaveis de
desempenho zootécnico analisadas foram: Peso médio final, sobrevivéncia, ganho de peso diario, taxa de
crescimento especifico, produtividade, seguindo as seguintes equaces:

*Sobrevivéncia: [(nimero final de animais/nimero inicial de animais) x 100] (%);

*Ganho em peso diario (GPD): (peso final — peso inicial) dias de cultivo) (g);

*Taxa de crescimento especifico (TCE): [(Inpeso final (g) — In peso inicial (g)/periodo experimental) x 100] (%);
*Produtividade: [ganho de biomasa (g)/ volume do tanque (m?3)/periodo experimental] (g m=3dia?).
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Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva e aplicado teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
para verificar se as médias sdo ou ndo estatisticamente diferentes (Favero et al. 2009). O nivel de significancia foi
estabelecido em 5%.

RESULTADOS
Identificagcdo molecular das bactérias nitrificantes autoctones

Dez estirpes bacterianas autéctones com potencial nitrificante foram isoladas e identificadas por meio do
sequenciamento da regido hipervariada do gene DNAr 16S (V6-V8): Rhizobium rosettiformans (N02-100% de
similaridade), Brevibacterium sp. (N03-98% de similaridade), Hydrogenophaga sp. (N04-99% de similaridade),
Pseudomonas sp. (N07-100% de similaridade), Thauera phenylacetica (N14-100% de similaridade), Thauera
phenylacetica (N21-100% de similaridade), Buttiauxella agrestis (N25-94% de similaridade), Enterobacter sp.
(N28-100% de similaridade), Brevundimonas sp. (N36-99% de similaridade) e Burkholderia sp. (N40-100% de
similaridade).

Caracterizacgdo fenotipica das bactérias nitrificantes autctones

Na tabela 2 tem-se a carcaterizagdo das bactérias autdctones nitrificantes. Com excecdo da estirpe N2, as
bactérias foram capazes de produzir, pelo menos, trés enzimas exdgenas das cinco testadas. Também
apresentaram caracteristicas de agregacdo e formacdo de substancias exopoliméricas (EPS), fatores esses
esssenciais para a producéo de agregados microbianos que constituem os flocos (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizagdo enzimatica, agregagdo e producdo de exopolissacarideos das cepas bacterianas autoctones.

Table 2. Enzymatic characterization, aggregation and exopolysaccharide production of autochthonous bacterial strains.

Codigo Estirpe ;)(Z?rfgfi(; Agregacéo EPS
N02 Rhizobium rosettiformans - + -
NO03 Brevibacterium sp. L-F-G-C + +
NO04 Hydrogenophaga sp. - - -
N7 Pseudomonas sp. P-F-L + +
N14 Thauera phenylacetica - - -
N21 Thauera phenylacetica A-L-F-C + +
N25 Buttiauxella agrestis P-A-F + +
N28 Enterobacter sp. P-F-A-L-G + +
N36 Brevundimonas sp. L-F + +
N40 Burkholderia sp. P-F-L-G + +

P — Protease; F — Fosfolipase; G — Gelatinase; L — Lipase; A-amilase; C-Celulase. EPS — Capacidade de produzir
exopolissacarideos.
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Construcéo do consorcio de bactérias nitrificantes autéctones

Na tabela 3 tem-se o resultado individual do antagonismo das bactérias nitrificantes autdctones testadas para a
sele¢do do consorcio. A atividade antagdnica foi positiva (+) quando se detectou a inibicdo de crescimento entre
as estirpes, e negativa (-) quando ndo havia restricdo do crescimento entre as bactérias testadas. No total foram
utilizadas dez estirpes autdctones nitrificantes para esse teste.

Tabela 3. Resultado do teste de antagonismo entre as estirpes bacterianas nitrificantes autoctones.

Table 3. Results of the antagonism test among autochthonous nitrifying bacterial strains.

Estirpes

bacterianas
NO02 * - + - - - - - - -
NO3 * - + - - - - - -
NO4 * - +
NO7 * -
N14 *
N21 * - - - -
N25 * - - +
N28 * - -
N36 *
N40

Fonte: elaborada pela autora.
(-): Antagonismo negativo; (+): Antagonismo positivo.

NO2 NO3 NO4  NO7 N14 N21  N25 N28 N36  N40

+ + 4+
1
'
.
1

Apobs a analise dos resultados da atividade antag6nica foi possivel a construcdo de alguns consércios. No
entanto, quatro bactérias atenderam os critérios exigidos (como resultado negativo de antagonismo e positividade
em pelo menos dois testes enzimaticos), sendo assim utilizadas para compor o consorcio empregado no
tratamento BF-PA: Rhizobium rosettiformans (N2), Pseudomonas sp. (N7), Enterobacter sp. (N28) e
Burkholderia sp. (N40).

Experimento in vivo
Parametros de qualidade de 4gua

Os valores de pH, oxigénio dissolvido e temperatura apresentaram estabilidade entre os tratamentos
empregados ao longo do dia e ficaram dentro da faixa 6tima de crescimento do camardo L. vannamei, como pode
ser visto na tabela 4.

Tabela 4. Média de registros dos parametros de qualidade de &gua do cultivo do camardo L. vannamei em sistema
heterotréfico com adicdo de probidticos comerciais (BF-PC) e autdctones (BF-PA) nos diferentes turnos ao longo do dia,
durante as 9 semanas.

Table 4. Average records of water quality interruptions from L. vannamei shrimp cultivation in a heterotrophic system with
the addition of commercial (BF-PC) and autochthonous (BF-PA) probiotics in different shifts throughout the day, during the 9
weeks.

Periodo

Tratamentos Variaveis 8:00h 16:00h 00:00h
BF-PC pH 7,740,3 7,610,4 7,7+0,2
oD 6,7+0,4 6,3+0,4 5,6+0,4

Temp 31,9+0,3 32,0+0,5 31,4+0,4

BF-PA pH 7,7+0,2 7,7+0,2 7,7+0,2
oD 7,4+0,2 6,9+0,4 6,1+0,8

Temp 32,240,2 31,440,7 31,2+0,4

OD: oxigénio dissolvido (mg L™*); Temp: temperatura (°C).
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O nitrogénio amoniacal total (NAT) apresentou um pico na sexta semana de cultivo com valores de 11,54 e
10,48 mg L nos respectivos tratamentos, BF-PC e BF-PA. Ao final do cultivo, em ambos os tratamentos, houve
diminuigdo dos valores de NAT ficando na faixa de 0,09 e 0,10 mg L™ (Fig. 1 e 2). As concentragGes de amdnia,
nitrito e nitrato ndo aprsentaram diferencas significativas nos tratamentos (valor-p>0,05).

BF-PC
14,00

12,00
10,00

CONCENTRACAO (mg/L)

8,00
6,00
4,00
2,00

0,00 b ¢ b hd
1 2 3 4 5 6 7 8 9

—4—BF-PCaménia 2,15 055 056 052 | 043 11,54 008 0,19 0,09
BF-PCnitrito 1,02 091 | 1,28 0,89 1,03 017 | 1,93 1,90 1,18
—&—BF-PCnitrato = 2,61 4,04 261 263 | 206 195 171 1,08 1,98

Figura 1. Concentracdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) (am6nia), nitrito e nitrato na agua de cultivo do camardo
Penaeus vannamei em sistema heterotrofico com adigdo de probidticos comerciais (BF-PC).

Figure 1. Concentration of total ammoniacal nitrogen (NAT) (ammonia), nitrite and nitrate in Penaeus vannamei shrimp
culture water in a heterotrophic system with addition of commercial probiotics (BF-PC).

BF-PA

12,00
10,00

8,00

CONCENTRACAO (mg/L)

6,00
4,00

2,00

000 ¥
1 2 3 4 5 6 7 8 9

—#=—GEF-PAamébnia 0,41 042 042 041 042 1048 0,08 008 0,10
BF-PA nitrito 0,95 1,08 126 1,11 098 020 165 141 0,17
—#—BF-PAnitrato | 2,33 | 2,49 2,49 314 442 213 168 1,18 2,10

Figura 2. Concentragdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) (amdnia), nitrito e nitrato na 4gua de cultivo do camardo
Penaeus vannamei em sistema heterotrofico com adigao de probidticos autoctones (BF-PA).

Figure 2. Concentration of total ammoniacal nitrogen (NAT) (ammonia), nitrite and nitrate in the water used to grow shrimp
Penaeus vannamei in a heterotrophic system with the addition of autochthonous probiotics (BF-PA).

A concentracdo de nitrito apresentou maior estabilidade no tanque do tratamento BF-PA e ao fim do cultivo
pode-se observar valor de 0,17 mg L* (Fig. 2), enquanto o tratamento BF-PC foi igual a 1,18 mg L (Fig. 1).
Aquele valor correspondeu a uma concentragdo 7x maior de nitrito nos tanques do tratamento BF-PC quando
comparado ao tratamento BF-PA. Em relag&o a concentracdo de nitrato, pode-se verificar o acimulo no sistema
em ambos os tratamentos, sendo resultado da atividade de nitrificacdo.
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Volume dos flocos

O volume dos solidos sedimentaveis apresentou uma queda na quarta semana de cultivo, e a partir dai se
elevou até a Gltima semana, em ambos os tratamentos (Fig. 3). O maior volume de solidos foi observado no
tratamento BF-PA, sendo igual a 65 mL/L, enquanto o tratamento BF-PC apresentou volume de 45 mL/L, ao fim

do periodo de cultivo. Com base no teste estatistico, 0 volume de solidos é semelhante entre os tratamentos
(p>0,05).

70 =@ BF-PC = = BF-PA
60
50
40
30
20

10

Sélidos sedimentaveis (mL/ L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Semanas de cultivo

Figura 3. Volume dos s6lidos sedimentaveis calculados durante o cultivo do camardo Penaeus vannamei em sistema
heterotrofico com adicdo de probidticos comerciais (BF-PC) e autoctones (BF-PA).

Figure 3. Volume of settleable solids calculated during the cultivation of Penaeus vannamei shrimp in a heterotrophic system
with the addition of commercial (BF-PC) and autochthonous (BF-PA) probiotics.

Na Figura 4 tem-se a variagcdo temporal dos valores de alcalinidade total, dureza total, dureza célcica,
magnesiana e concentragdo de calcio e potassio da agua de cultivo do camardo L. vannamei em sistema de
biofloco desenvolvido com bactérias probidticas comerciais (BF-PC) e bactérias autoctones (BF-PA). Em analise
entre BF-PA e BF-PC, ndo existem diferencas significativas (valor-p>0,05).

A concentracdo da alcalinidade nos tratamentos BF-PC e BF-PA reduziu na quinta semana, para valores
iguais a 65 e 80 mg L de CaCOs, respectivamente. Isso pode ser resultado do efeito dos processos de
nitrificacdo que consomem as reservas alcalinas da agua. Os valores de dureza total, célcica e magnesiana

Os teores de ions (calcio, magnésio e potassio) apresentaram oscilagdes ao longo do cultivo, demonstrando
diminuigdo até a quinta semana, voltando a aumentar a partir da sexta e sétima semana, em ambos 0s tratamentos.
E posteriormente, apresentou novamente diminuicdo. Isso aconteceu devido ao consumo desses ions pelos
camardes e pelos bioflocos.
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Figura 4. Variacdo temporal da concentragdo de Alcalinidade total (AT) (i), dureza total (DT) (ii), dureza calcica (DC) (iii),
dureza magnesiana (DM) (iv), teores de calcio (v), magnésio (vi) e potassio (K) (vii) na agua de cultivo do camardo Penaeus
vannamei em sistema de bioflocos com adi¢&o de bactérias comerciais (BF-PC) e bactérias autdctones (BF-PA).

Figure 4. Temporal variation in concentration of total alkalinity (AT) (i), total hardness (DT) (ii), calcium hardness (DC) (iii),
magnesium hardness (DM) (iv), calcium theories (v), magnesium (vi), potassium (K), vii) in the culture water of shrimp
Penaeus vannamei in a biofloc system with the addition of commercial bacteria (BF-PC) and autochthonous bacteria (BF-
PA).
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Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia dos camarfes foi maior que 80% no tanque tratado com bioflocos suplementados com
bactérias probioticas autoctones (BF-PA) e 65% no tanque dos bioflocos com probidticos comerciais (BF-PC),
como pode ser visto na figura 5.

120,00
100,00
80,00
60,00

8 BF-PC
40,00

% Sobrevivéncia

“ BF-PA
20,00

0,00
BF-PC BF-PA

Tratamentos empregados

Figura 5. Porcentagem de sobrevivéncia do camardo Penaeus vanammei durante o cultivo em sistema heterotréfico com
adicdo de probidticos comerciais (BF-PC) e probi6ticos autdctones (BF-PA).

Figure 5. Survival percentage of Penaeus vannamei shrimp during cultivation in a heterotrophic system with the addition of
commercial probiotics (BF-PC) and autochthonous probiotics (BF-PA)

Os camardes cultivados com bioflocos suplementados de bactérias autdctones (BF-PA) apresentaram maior
crescimento em peso médio ao longo do periodo de experimentagdo, atingindo valor final de 8,2g. Enquanto, os
animais do sistema BF-PC apresentaram uma diminuigdo de 5% no peso (7,8g) ao fim do cultivo (Fig. 6).
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7,00
6,00
5,00
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Semanas

e BF-PC == @ == BF-PA

Figura 6. Peso médio do camardo P. vannamei durante o periodo de cultivo em sistema heterotréfico empregando tratamento
com probidticos comerciais (BF-PC) e consorcio de bactérias autdctones (BF-PA).

Figure 6. Average weight of P. vannamei shrimp during the cultivation period in a heterotrophic system employing treatment
with commercial probiotics (BF-PC) and a consortium of autochthonous bacteria (BF-PA).

A biomassa final e produtividade dos tanques do tratamento BF-PA (984,0 + 2,4 Kg e 0,984 + 0,99 Kg.m?,

respectivamnte) foram numericamente maiores que os valores do BF-PC (716,0 + 2,0 Kg e 0,716 + 0,83 Kg.m?,
respectivamente) (Tabela 5). O fator de conversdo alimentar foi menor que 1,0 em ambos os tratamentos.
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Tabela 5. Desempenho zootécnico do Penaeus. vanamei cultivados na presenca do probiotico comercial (BF-PC) e
consorcio de bactérias autdctones (BF-PA) (média + desvio padrdo).

Table 5. Zootechnical performance Penaeus vannamei cultivated in the presence of commercial probiotic (BF-PC) and
consortium of autochthonous bacteria (BF-PA) (mean + standard deviation).

. Tratamentos
Variables

BF-PC BF-PA
Sobrevivéncia (%) 65,57 + 7,47 85,71 + 7,47
Peso médio inicial (g) 0,33+0,10 0,33+0,10
Peso médio final (g) 7,8+2,09 82124
Biomassa final (Kg) 716,0+2,0 984,024
Ganho em peso diario 0,144 + 1,09 0,152+1,4
TCE (% day )@ 5,86 £0,36 5,95+0,35
Produtividade (Kg m day™) 0,716 £ 0,83 0,984 £ 0,99
FCA® 0,74 0,16 0,80 £ 0,05

(WTCE (Taxa de crescimento especifico) = [(Ln peso final - Ln peso inicial) /dias de cultivo] x 100;
@ FCA (Fator de converséo alimentar = racio ofertada(g)/ganho em peso médio (g).

DISCUSSAO

Na presente pesquisa foi verificado o potencial de bioaumentagdo de dois grupos distintos de bactérias: o
primeiro grupo (BF-PC) foi formado por um probiético comercial constituido por Bacillus subtilis e B.
licheniformis; e o segundo (BF-PA) foi formado por um consércio de bactérias autdctones nitrificantes
(Rhizobium rosettiformans, Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Burkholderia sp.). Os consércios microbianos
foram testados em sistemas de cultivo empregando a tecnologia dos bioflocos e foi observado o efeito na
qualidade de &gua e no crescimento dos camarfes marinhos L. vannamei, bem como a sobrevivéncia e a
produtividade, em condi¢Bes comerciais de cultivo. Em contraste, Arias-Mocoso et al. (2018) ao empregar
probidticos comerciais em um cultivo de camardo marinho na presenca de bioflocos ndo obteve melhorias na
qualidade da 4gua nem na resposta produtiva de P. vannamei.

Foi observado que houve reducdo de NAT e nitrito nos tanques em ambos os tratamentos, no entanto, foi
possivel visualizar maior estabilidade e menores concentragdes ao longo da variagdo temporal desses compostos
quando houve suplementacdo do consércio de bactérias autoctones (BF-PA). O que indica a eficiéncia do
processo de remediag¢do de amdnia e nitrito na dgua de cultivo por meio do processo da bioaumentacéo.

As concentracBes ideais dos compostos idnicos de calcio, magnésio e potassio para cultivo de camardo
marinho ficaram no intervalo de: 11 — 296, 3- 64 e 4-12,4 mg/L, respectivamente (Boyd et al. 2002). Os valores
encontrados na presente pesquisa, apesar da variagdo temporal, estiveram dentro das recomendaces estipuladas,
e isso foi possivel devido a correcéo desses ions na dgua ao longo do cultivo, pois esses ions sdo essenciais no
processo de osmorregulacdo do camardo (Roy et al. 2010), sobretudo em &guas de baixa salinidade como no
presente estudo.

O volume dos solidos sedimentéaveis apresentou valores superiores ao recomendado para cultivo de camarao
P. vannamei, que compreende o intervalo entre 10-15 mL/L (Samocha et al. 2007). No entanto, ndo houve
prejuizo zootécnico e nem de qualidade de dgua no presente estudo em ambos os tratamentos. O maior valor foi
encontrado na dgua de cultivo do tratamento BF-PA (65 mL/L). Esse fato pode ser explicado pela introducéo das
bactérias autdctones no sistema, as quais possuiam a capacidade de produgdo de substancias exopolissacaridicas
(EPS) permitindo uma maior formacdo de agregados microbianos (Silva et al. 2020).

Os valores de alcalinidade total, dureza total, dureza calcica e magnesiana estiveram dentro dos limites

determinados ideias para o cultivo do camardo P. vannamei em condi¢Bes de baixa salinidade (Cavalheiro et al.
2016).
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Os resultados sugerem que a suplementagdo de bactérias autoctones (BF-PA) no sistema biofloco influenciou
a sobrevivéncia de P. vannamei, a qual foi 30% maior quando comparado com a sobrevivéncia dos animais no
tratamento do probidtico comercial (BF-PC), constituidos por duas espécies do género Bacillus. O mesmo foi
observado em relacdo ao peso final e ganho em peso, os quais foram 1,05 maior nos camardes do tratamento BF-
PA. Panigrahi et al. (2020) ao cultivar P. indicus com bioflocos suplementados com bactérias probi6ticas
observaram maior incremento no crescimento e na sobrevivéncia. Os autores atribuiram esses ganhos as nove
espécies bacterianas pertencentes ao género Bacillus que constituiam o consércio empregado no tratamento
utilizado. Enquanto, Arias-Mosoco et al. (2018) ao utilizar um produto comercial constituido por Bacillus spp.,
Lactobacillus spp. e Saccharomyces spp. no cultivo de P. vannamei em sistema BFT ndo obteve resultado no
desempenho zootécnico dos animais.

O uso de estirpes autoctones no tratamento BF-PA, o qual foi constituido pelas espécies Rhizobium
rosettiformans, Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Burkholderia sp., incrementaram mais o crescimento e a
sobrevivéncia dos camardes cultivados em aguas de baixa salinidade em sistemas BFT quando comparado com o
probidtico comercial formado por Bacillus (BF-PC). As bactérias autdctones utilizadas na presente pesquisa
apresentaram uma ampla produgdo enzimatica e metabdlica, a qual teve um efeito sinérgico com a microbiota dos
flocos, gerando uma proteina microbiana extra enriquecida. Esses flocos ao serem consumidos disponibilizaram
proteina extra, além de enzimas e metabdlitos que auxiliaram no melhor aproveitamento do alimento artificial,
levando a uma melhora no desempenho zootécnico dos camardes (Avnimelech 2009; Ferreira et al. 2017).

O uso de estirpes autdctones com potencial probidtico, empregado no tratamento BF-PA, promoveu a
formacao e o desenvolvimento mais estavel da comunidade microbiana nos sistemas de bioflocos, tendo efeito
bioaumentador, contribuindo para uma maior estabilidade das variavés de qualidade de agua dos sistemas de
cultivo e melhor desempenho dos animais.

CONCLUSAO

Comparado ao sistema de bioflocos adicionados de probidtico comercial, 0 emprego de consércio de bactérias
autoctones nitrificantes ao sistema de bioflocos resultou na promogao de um ambiente mais estavel de cultivo, o
que refletiou na maior sobrevivéncia, incremento do crescimento e maior produtividade de camardes marinhos P.
vannamei aclimatados a baixa salinidade.
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