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RESUMO 

 

 O sistema sustentável de cultivo moderno se baseia no estímulo da produção natural, 

traduzida em bioflocos ou aglomerados microbianos que se formam na água, e no controle 

microbiológico pela adição à dieta ou diretamente na água de bactérias probióticas. Bactérias 

do gênero Bacillus são as mais empregadas para este propósito na carcinicultura e se 

destacam pela elevada produção enzimática de poder inibitório a outros microrganismos, pela 

capacidade de competição por nutrientes e área de adesão, pela participação nos estímulos 

imunes e pela contribuição no aumento do balanço microbiano intestinal através da 

permanência nesta região. Na presente tese, os resultados obtidos foram apresentados em três 

capítulos: no primeiro, o camarão marinho Litopenaeus vannamei foi cultivado em sistema de 

bioflocos e foi avaliado o efeito da adição de diferentes concentrações de fonte de carbono 

para atingir quatro relações C:N distintas (15:1, 20:1, 25:1 e 30:1) na qualidade da água de 

cultivo, desempenho do animal e nas concentrações de bactérias heterotróficas, 

quimioautotróficas e de bactérias do gênero Vibrio; deste estudo, foram tomados camarões 

saudáveis para o isolamento de bactérias presentes no hepatopâncreas e estômago para 

seleção in vitro de possíveis bactérias probióticas a serem usadas no segundo capítulo. No 

segundo capítulo, a caracterização morfo-fisiológica, bioquímica e molecular destas cepas 

selecionadas foi realizada e a avaliação através de excreção das enzimas digestivas protease, 

amilase e lipase, da atividade antagônica contra Vibrio parahaemolyticus, V.alginolyticus, V. 

mimicus e Pseudomonas aeruginosa e da formação de biofilme. No terceiro capítulo, duas 

cepas (IPA 58 e IPA 239) que se mostraram efetivas para as atividades enzimáticas e 

antagônicas aos patógenos selecionados no segundo capítulo foram ofertadas para pós-larvas 

de Macrobrachium rosenbergii durante cultivo experimental por 30 dias, sendo avaliada a 

capacidade de modificação da microbiota de hepatopâncreas e intestino do animal, pela 

quantificação de bactérias totais, Bacillus spp. e Vibrios spp. De uma coleção heterogênea 

isolada de 107 isolados bacterianos do hepatopâncreas e estômago de Litopenaues vannamei, 

apenas 20 foram positivos para as atividades de enzimas digestivas que funcionou como teste 

de seleção inicial e foram identificadas bactérias dos gêneros Bacillus e Shewanella. As cepas 

Bacillus amyloliquefaciens IPA 24, B. subtilis IPA 56, Bacillus sp. IPA 58, B. pumilus IPA 

122 e B. amyloliquefaciens IPA 239 competem por substrato e produzem biofilme, apesar de 

apresentarem baixo padrão de sinergismo. Durante o experimento, IPA 58 manteve a 

característica de modificar a microbiota do camarão e ser mais eficiente na aderência tanto do 

hepatopâncreas quanto do intestino, compatibilizando com os resultados de produção de 



 
 

 

biofilme; IPA 239 atuou como biocontrole, minimizando a presença de víbrios na água e no 

animal, foi eficiente na melhoria dos parâmetros de desempenho de PL de M. rosenbergii, 

além de ser uma espécie recente como probiótico na carcinicultura. Por fim, as cepas de 

Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 podem ser utilizadas como 

probiótico em cultivo de PL de M. rosenbergii pela modificação e permanência na microbiota 

do hepatopâncreas e intestino do camarão no período avaliado, e promoção do crescimento do 

animal. 

 

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei. Macrobrachium rosenbergii. Bacillus. Probiótico. 

Camarão. 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 Modern farming systems are based on the stimulation of natural production, composed 

of bioflocs, microbial agglomerates that form in the water, and microbiological control by the 

addition of probiotic bacteria in the diet or directly on the water. Bacteria of the genus 

Bacillus are the most used for this purpose in shrimp farming, and are notable for the high 

enzymatic production of inhibitory potency to other microorganisms, the ability to compete 

for nutrients and adhesion area, their participation as immunological stimulants and their 

contribution in increasing intestinal microbial balance through the colonization in this region. 

Thus, the results obtained during the PhD course are presented in three chapters: in the first, 

the marine shrimp Litopenaeus vannamei was cultivated in a biofloc system and evaluated the 

effect of the addition of different concentrations of carbon source to reach four C:N rations 

(15:1, 20:1, 25:1 and 30:1) in the quality of culture water, performance of the animal and in 

concentrations of heterotrophic, chemoautotrophic bacteria and bacteria of the genus Vibrio; 

from this study, healthy shrimp were taken for the isolation of bacteria present in the 

hepatopancreas and stomach for in vitro selection of possible probiotic bacteria. In the second 

chapter, the morpho-physiological, biochemical and molecular characterization of selected 

strains and the production of protease, amylase and lipase digestive enzymes and the 

antagonistic activity against Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. mimicus and 

Pseudomonas aeruginosa and the biofilm formation. In the third chapter, two strains (IPA58 

and IPA239) that represented effective values for enzymatic activity and antagonistic against 

selected pathogens from the second chapter were offered to juveniles of Macrobrachium 

rosenbergii during experimental cultivation by 30 days and the capacity of modification of the 

hepatopancreas and intestine microbiota of the animal was evaluated through the 

quantification of total bacteria, Bacillus spp. and Vibrio spp. From a heterogeneous collection 

of 107 bacterial isolates from the hepatopancreas and stomach of L. vannamei, only 20 were 

positive for the activities of hydrolytic enzymes that functioned as initial screening test and 

bacteria of the genera Bacillus and Shewanella were identified. The strains Bacillus 

amyloliquefaciens IPA 24, B. subtilis IPA 56, Bacillus sp. IPA 58, B. pumilus IPA 122 and B. 

amyloliquefaciens IPA 239 compete for substrate and are able to produce biofilm, despite 

present low prevalence of synergy. During the experiment, IPA 58 maintained the 

characteristic of modifying the shrimp microbiota and being more efficient in the adhesion of 

both the hepatopancreas and the intestine compatibilizing with results of biofilm production; 

IPA 239 acted as a biocontrol, minimizing the presence of Vibrio in water and in the animal, 



 
 

 

was efficient in improving the performance parameters of PL of M. rosenbergii, besides being 

a recent species as a probiotic in shrimp farming. Finally, the strains of Bacillus sp. IPA 58 

and Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 may be used as probiotic for M. rosenbergii post-

larvae due to the modification and stablishment of hepatopancreas and intestine microbiota in 

the test period, besides the improvement in animal growth. 

 

Keywords: Litopenaeus vannamei. Macrobrachium rosenbergii. Bacillus. Probiotic. Shrimp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente a carcinicultura é praticada em mais de 50 países do mundo, com maior 

destaque para os países asiáticos como China, Índia, Tailândia, Vietnã e Indonésia (FAO, 

2014). Dentre os países com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem se 

desenvolvendo (MPA, 2013), em especial, a região Nordeste, no caso do cultivo de camarões, 

devido à grande extensão de costa marinha, as condições climáticas favoráveis ao cultivo, a 

disponibilidade de mão de obra, a localização estratégica para escoamento da produção para o 

Cone Sul, Europa e EUA e a demanda crescente (VIDAL; XIMENES, 2016). Porém, apesar 

da rápida expansão, o surgimento de doenças tem causado prejuízos significantes ao setor 

produtivo.  

O uso de sistemas intensivos no cultivo de organismos aquáticos, como peixes e 

camarões, que utilizam densidades de estocagem e níveis de fornecimento elevados de ração, 

contribui para a redução da qualidade da água, prejudicando o desempenho do cultivo pelo 

processo de eutrofização, elevação dos compostos tóxicos nitrogenados e surtos de doenças 

causadas por bactérias e víbrios. Esses patógenos podem ocasionar perdas no cultivo devido à 

morte dos animais, além de elevar os custos durante a produção devido aos gastos com 

tratamentos (MAGNOTTI, 2011). 

As doenças que acometem os camarões marinhos podem ser causadas por diversos 

tipos de microrganismos (QUIAO et al., 2015), no entanto, os principais agentes causadores 

de bacterioses são provocados por algumas espécies pertencentes ao gênero Vibrio. Como 

uma estratégia no controle de doenças, o uso de bactérias benéficas (probióticos) tem 

despertado interesse na aquicultura para prevenção de doenças e incremento da resistência a 

patógenos (QUIAO et al., 2015). Probióticos são definidos como microrganismos que 

estimulam o crescimento de outros organismos trazendo contribuições nutricionais e para a 

saúde do hospedeiro, podendo agir na região intestinal competindo por nutrientes e por espaço 

(ZHANG et al., 2011), resultando no equilíbrio da microflora benéfica e na redução da 

concentração de bactérias patogênicas. 

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores é atualmente conhecido 

como Sistema de Bioflocos ou BFT (Biofloc Technology). Neste tipo de sistema, através do 

controle dos microrganismos presentes, via relação de C:N específica, é possível reciclar os 

compostos nitrogenados em proteína microbiana, que serve como fonte de alimento, além de 
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manter a qualidade de água dentro dos limites recomendados para a produção dos crustáceos 

(FERREIRA et al., 2015). Além disso, tendo em vista a melhora do controle dos 

microrganismos presentes neste tipo de sistema, tem-se adotado a estratégia de adição de 

microrganismos probióticos (QUIAO et al., 2015). O isolamento de microrganismos do 

próprio animal cultivado é de grande importância já que bactérias benéficas são acostumadas 

a suportar condições extremas no trato digestivo e facilmente se aderem e colonizam células 

epiteliais do intestino (CAIPANG et al., 2011). 

Entre as bactérias de interesse testadas para a utilização como probióticos na 

carcinicultura e em formulações comerciais, as espécies do gênero Bacillus são as mais 

utilizadas como probióticos na carcinicultura (VIEIRA, 2010). Destacam-se por apresentar 

características como a capacidade de controlar a proliferação de patógenos como Vibrio spp., 

através da produção enzimática de poder inibitório a outros microrganismos, capacidade de 

competição por nutrientes e área de adesão, efeito no sistema imune e aumento do balanço 

microbiano intestinal através da permanência nessa região (XUE et al., 2016). Dentro do 

gênero Bacillus, a espécie Bacillus amyloliquefaciens, vem despertando interesse na 

comunidade científica por produzir várias enzimas extracelulares, incluindo amilases, celulase 

e proteases. Essas enzimas aumentam a digestibilidade e a absorção de nutrientes além da 

função imunológica geral do intestino e tem apresentado efeito benéfico como probiótico na 

utilização em dieta de peixes (REDA et al., 2014; THY et al., 2017). No entanto, há uma 

escassez de estudos sobre seu uso na carcinicultura marinha. 

 Este trabalho teve por objetivo selecionar bactérias do gênero Bacillus potencialmente 

probióticas do trato digestivo de Litopenaeus vannamei cultivados em diferentes relações 

carbono/nitrogênio, e viabilizar em cultivos experimentais a fim de validação de possível 

produto probiótico para a carcinicultura. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Geral 

 

Isolar e avaliar bactérias candidatas a probiótico do gênero Bacillus presentes em cultivos 

heterotróficos com o camarão marinho Litopenaeus vannamei. 
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1.1.2 Específicos 

 

- Analisar o efeito de diferentes relações carbono/nitrogênio sobre a qualidade da 

água, desempenho zootécnico e concentração de bactérias heterotróficas, quimioautotróficas e 

Vibrio spp. presentes em cultivo de L. vannamei em sistema de bioflocos; 

- Isolar e caracterizar cepas bacterianas candidatas a probiótico do hepatopâncreas e do 

estômago de L. vannamei cultivados em diferentes relações C:N usadas em sistemas de 

bioflocos; 

- Avaliar o efeito da adição de cepas candidatas a probiótico na dieta de pós-larvas de 

Macrobrachium rosenbergii. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 CARCINICULTURA MUNDIAL E BRASILEIRA 

 

A era moderna da carcinicultura surgiu na década de 1930, quando no Japão, o Dr. 

Motosaku Fuginaga alcançou a desova da espécie Penaeus japonicus em condições 

controladas, permitindo a produção comercial de pós-larvas em grande escala (CARVALHO 

et al, 2005). Na década de 1970, houve a propagação das técnicas de cultivo em países de 

regiões tropicais e subtropicais. A partir de então, a carcinicultura marinha começou a ganhar 

uma posição importante no cenário internacional. Nos anos 1980, com uma crescente 

demanda e valor econômico em ascenção, a produção de camarões em cativeiro evoluiu 

rapidamente (ABRUNHOSA, 2011).  

Em 2013, alguns países da Ásia e da América Latina, experimentaram um declínio nas 

exportações, devido a problemas relacionados a enfermidades que reduziram a produção do 

camarão cultivado, entre estas, a Síndrome da Morte Súbita, o Vírus da Mionecrose 

Infecciosa e o Vírus da Síndrome da Mancha Branca. Esta redução de abastecimento causou 

uma elevação nos preços do produto em todo o mundo, afetando o consumo nos mercados 

tradicionais desenvolvidos, como a União Européia, Estados Unidos e Japão (FAO, 2014). 

A carcinicultura marinha no Brasil iniciou na década de 1970, baseando-se 

inicialmente em modelos importados do Equador, Panamá e dos Estados Unidos, cujas 

validações e intenso aprimoramento interno, resultaram na definição de uma tecnologia 

apropriada e adequada à realidade nacional (ROCHA, 2011). Seu histórico encontra-se 

dividido em três fases: 

A primeira fase datada do início da década de 1970 é caracterizada pela criação do 

“Projeto Camarão” pelo Governo do Rio Grande do Norte com o intuito de substituir a 

extração de sal, que estava em crise. Este estado realizou os primeiros experimentos com a 

espécie exótica, Marsupenaeus japonicus e, logo em seguida, com as espécies nativas 

Farfantepenaeus subtilis, F. brasilensis e Litopenaeus schmitti. Naquela época, o estado de 

Santa Catarina também desenvolvia pesquisas de reprodução, larvicultura e engorda do 

camarão cultivado, obtendo as primeiras pós-larvas em laboratório da América Latina 

(ABRUNHOSA, 2011). 

A partir de 1984, com o encerramento do prolongado período seco, a ocorrência de 

chuvas intensas e variações de salinidade nas águas estuarinas, ficaram evidenciadas as 

intransponíveis dificuldades para assegurar a maturação, reprodução e sobrevivência do 
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camarão M. japonicus em ambiente tropical, sendo sua viabilidade descartada em 1985/1986 

(ABRUNHOSA, 2011).  

No ano de 1993, outra espécie exótica surgiu para alavancar a carcinicultura no país, o 

camarão Litopenaeus vannamei, capaz de suportar as variações de temperatura e salinidade 

brasileiras (ABCC, 2016).  Também conhecida como camarão branco do Pacífico, esta 

espécie é endêmica do oceano Pacífico, sendo encontrada de Sonora (México) até Thumbes 

(Norte do Peru). Com preferência por fundos lamosos, a espécie pode habitar desde a região 

do infralitoral até profundidades de 72 metros. Na natureza, pode chegar a 23 cm de 

comprimento e apresenta hábito alimentar onívoro. Apesar de exótica, conseguiu se adaptar 

totalmente às condições ambientais de cultivo. Devido a fatores tais como rápido crescimento, 

altas taxas de produtividade e rentabilidade, reprodução em cativeiro e rusticidade unidos à 

facilidade de nutrição e manejo nas mais diversas condições, que fizeram do L. vannamei, a 

espécie mais cultivada no Brasil e no mundo (SANTOS et al., 2009).  

Na segunda fase, com início em 1995, houve a consolidação do L. vannamei devido a 

produção comercial de pós-larvas em laboratórios. Segundo Vidal e Ximenes (2016), entre 

1999 e 2003, a atividade no Brasil crescia mais de 14 mil toneladas/ano, chegando a produzir 

90 mil toneladas em 2003. Nesse período, o principal destino da produção brasileira era o 

mercado externo, com exportações de 58.455 t e US$ 226 milhões de dólares. A 

produtividade deu um salto de 1.015 Kg/ha/ano para 6.084 Kg/ha/ano, colocando o país na 

condição de líder mundial no quesito produtividade, no ano de 2003. (ROCHA, 2011).  

A partir de 2004, inicia-se a terceira fase, quando um conjunto de fatores afetou a 

atividade, caracterizando-se pela redução da produção de camarão no país (ABRUNHOSA, 

2011). Neste período, houve uma ação antidumping imposta pelos Estados Unidos contra o 

camarão brasileiro e uma forte desvalorização do dólar americano, além de surtos de doenças 

virais (ABRUNHOSA, 2011). 

Em virtude das condições climáticas favoráveis ao cultivo, o Nordeste brasileiro é o 

maior produtor nacional de camarão, com 88,6% do total de fazendas e 90,6% da produção 

nacional (ABCC, 2016), sendo o maior polo da carcinicultura, representado exclusivamente 

pelo L. vannamei, onde o Estado do Ceará é o principal produtor (42 mil toneladas), seguido 

do Rio Grande do Norte (KUBITZA, 2015).  

Embora o setor tenha alcançado bom nível de estruturação, os entraves burocráticos 

têm dificultado o acesso ao crédito e, por conseguinte, retardado o crescimento do setor. 

Segundo a ABCC (2016), a produção de camarão em 2015 no Nordeste foi equivalente à 

produção de 2004 (76 mil toneladas) (Figura 1).  
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Figura 1 - Evolução da produção e área cultivada do camarão Litopenaeus vannamei no 

Nordeste brasileiro, entre 2000 e 2015.  

 
 

Nas décadas de 80 e 90, as doenças tiveram um efeito devastador no cultivo de 

camarão marinho, causando um colapso na produção de grandes países produtores e grande 

impacto econômico na indústria (HERNANDEZ; NUNES, 2001). A partir de então, as 

enfermidades passaram a ser vistas como um obstáculo econômico e uma ameaça à 

viabilidade da atividade. Atualmente, a carcinicultura tem enfrentado doenças mais graves, 

que tem arrasado as criações no Brasil e mundo (LIGHTNER, 2012). 

 A aquicultura está embasada na produção lucrativa, na preservação do meio ambiente 

e no desenvolvimento social. A criação de camarões de água doce é uma atividade 

considerada de baixo impacto ambiental e alguns aspectos positivos estão relacionados à sua 

produção, como: menor suscetibilidade a doenças em comparação com camarões marinhos, a 

produção pode ser realizada em locais afastados da zona costeira, evitando conflitos de 

utilização de áreas, maior facilidade na manutenção de reprodutores e produção de pós-larvas, 

a produção pode ser realizada tanto em pequena quanto em larga escala, possibilitando a 

inclusão de comunidades de baixa renda na atividade e existe ainda a possibilidade de 

inclusão em sistemas de policultivo e cultivo consorciado com a agricultura (VALENTI, 

2002). 

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores em termos de produtividade 

e sustentabilidade é atualmente conhecido como Sistema de Bioflocos (Biofloc Technology 

System – BFT) e é utilizado tanto para camarões de água doce quanto de água salgada. O 

princípio básico deste sistema é através do controle dos microrganismos presentes, sendo 

possível reciclar os compostos nitrogenados tóxicos em proteína microbiana que serve como 

fonte de alimento, além de manter a qualidade de água dentro dos limites recomendados para 
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a produção dos crustáceos (FERREIRA et al., 2015). Esse sistema de cultivo de camarão 

super-intensivo funciona estimulando a produção natural e tem surgido como alternativa para 

aumentar a produtividade, reduzindo os custos com captação e renovação de água, bem como 

a eliminação constante de efluentes para os ambientes adjacentes. Teve essa denominação 

devido à aparência de flocos dos aglomerados microbianos que se formam na água do cultivo 

(CRAB et al., 2010). 

Os bioflocos constituem os sólidos em suspensão que permanecem distribuídos em 

toda a coluna de água de acordo com a dinâmica causada pela aeração. Essas partículas 

agregadas distinguem os sistemas de cultivo intensivo dos ambientes naturais pela grande 

quantidade de carbono orgânico particulado distribuído entre diferentes taxa de 

microrganismos (RAY et al., 2010). O carbono orgânico é empregado como fonte de 

nitrogênio e energia por bactérias heterotróficas presentes na água do cultivo, que assimilam a 

amônia ionizada como fonte de biomassa bacteriana que crescem como bioflocos (EBELING 

et al., 2006); além disso, o carbono orgânico possibilita o controle dos compostos 

nitrogenados tóxicos, como amônia e nitrito, provenientes da excreção dos animais e da 

decomposição da matéria orgânica.  

Uma das estratégias para a formação de bioflocos é estimular o crescimento e o 

metabolismo das bactérias heterotróficas pela adição de fontes de carbono orgânico (C), 

equilibrando este substrato com o nitrogênio amônio total (N) através da relação C:N 

(AVNIMELECH, 1999). Pode-se dizer que os bioflocos podem ser divididos em duas fases 

cronológicas: na primeira predominam bactérias heterotróficas e na segunda, bactérias 

quimioautotróficas. Geralmente, o surgimento das bactérias autotróficas acontece entre 15-22 

dias após o início da fertilização orgânica da água (AVNIMELECH, 2012). Entretanto, as 

vias heterotróficas e autotróficas de controle da amônia na água do cultivo não são 

excludentes e podem estar presentes simultaneamente ao longo de todo cultivo.  

O biofloco contém aglomerados de bactérias, além de microalgas, protistas, 

nematódeos e outros pequenos animais, exoesqueletos, fezes de camarões e restos de ração 

(BURFORD et al., 2003). São constituídos pela adição de uma fonte externa de carbono 

orgânico (melaço, farinhas, açúcar, dextrose, etc) na água rica em compostos nitrogenados, 

com suprimento de aeração para oxigenação, movimentação e mistura (DE SCHRYVER et 

al., 2008). Segundo Xu e Pan (2013), o crescimento das bactérias heterotróficas é favorecido 

pela manutenção da relação carbono/nitrogênio (C:N) na água acima de 10:1. 

O biofloco contendo bactérias probióticas pode atuar no cultivo favorecendo no 

incremento das taxas de crescimento e digestão, além de atuar no fortalecimento do sistema 

imunológico e na maioria das vezes não atua apenas em favor do animal cultivado, mas 
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também podem promover o desenvolvimento de várias outras espécies que são comuns no 

sistema heterotrófico como Artemia, Chaetoceros spp., Isochrysis galbana, Skeletonema 

costatum e Brachionus plicatilis contribuindo no aumento da oferta de alimento no sistema 

(PURIVIROJKUL, 2013). 

 A manipulação de bactérias heterotróficas naturalmente presentes nos ambientes 

aquáticos desponta como promissora tecnologia aplicada à sustentabilidade em cultivo de 

camarões, bem como na redução dos custos com a alimentação. Sistemas heterotróficos de 

cultivo vêm sendo desenvolvidos a nível mundial, juntamente com a aplicação de agentes 

probióticos que favorecem a digestibilidade e, consequentemente, absorção dos nutrientes, 

proporcionando melhor resposta imunológica dos camarões (WANG, 2007). Desta forma, se 

torna importante o conhecimento sobre a fisiologia de camarões peneídeos para entender a 

interação bacteriana e absorção dos nutrientes. 

 

2.2 DOENÇAS BACTERIANAS EM ANIMAIS CULTIVADOS E O USO DE 

ANTIBIÓTICOS  

 

O desenvolvimento da criação de camarões marinhos no Brasil diminuiu o ritmo nos 

últimos anos, ocasionada por diversos fatores e, dentre eles, pelo surgimento de enfermidades 

virais e bacterianas, que por consequência, causam graves prejuízos econômicos (ZHANG et 

al., 2014). 

As doenças que acometem os camarões marinhos podem ser causadas por 

praticamente todos os tipos microrganismos existentes como vírus, bactérias, fungos, entre 

outros, ocasionando infecções por um único ou múltiplos agentes patogênicos (QUIAO et al., 

2015). No entanto, as bactérias se destacam por estarem naturalmente presentes na água, 

tendo um papel significativo nos ciclos biogeoquímicos dos ambientes aquáticos e são 

potenciais causadores de doenças de etiologia primaria ou secundária (LAVORANTE et al., 

2009). Segundo Franco e colaboradores (2010), mudanças bruscas no meio ambiente também 

interfere na sanidade dos camarões, pois debilita o sistema de defesa do organismo havendo 

um gasto de energia para sua adaptação às novas condições, podendo tornar-se susceptível a 

patógenos oportunistas (MENDES et al., 2009). 

As principais bacterioses são provocadas por algumas pertencentes ao gênero Vibrio. 

Este gênero de bactéria da família Vibrionaceae, possue forma de bastonetes curvos e são 

Gram negativas, tendo como principais espécies que afetam os camarões Peneídeos: V. 

harveyi, V.anguillarium, V. vulnificus, V. parahemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, V. 

damsela, V. vulnificus (MORALES-COVARRUBIAS, 2008), V. nigripulchritudo 
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(GOARANT et al., 2006) e V. orientalis (ABRAHAM, 2004). Estas bactérias são de origem 

marinha ou estuarina, podendo ainda ser encontradas no estômago, brânquias e cutícula de 

camarões selvagens e de cultivo. São considerados os microrganismos mais importantes na 

aquicultura, pois podem atingir diversos organismos aquáticos, como crustáceos, peixes e 

moluscos (VANDENBERGHE et al., 2003). 

As vibrioses são infecções oportunistas, que ocorrem em todos os estágios de vida do 

camarão. O processo de infecção da vibriose quando localizada, apresenta lesões melanizadas 

na carapaça e/ou abcessos pontuais no hepatopâncreas. O impacto da vibriose é variável, mas 

pode alcançar até 70% da população cultivada (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015). Os animais 

infectados apresentam extrema fraqueza (ficam no fundo do viveiro), nado desorientado, 

opacidade da musculatura abdominal, aumento da pigmentação e grampo na cauda. Esses 

microrganismos formam parte da microflora bacteriana que decompõe os detritos encontrados 

nos sedimentos e na água dos viveiros. O excesso de matéria orgânica, causadora do 

desequilíbrio do sistema de criação, também favorece o crescimento da biomassa destes 

patógenos, que encontram nos indivíduos debilitados condições ideais para a infecção e 

posterior septicemia. Ocorrem quando há estresse no sistema de cultivo, tais como diminuição 

de oxigênio, densidade de estocagem excessiva, manuseio inapropriado do estoque, lesão na 

cutícula dos animais, subalimentação e altas concentrações de compostos nitrogenados no 

ambiente (AGUIRRE-GUZMÁN et al., 2001). 

Mendes e colaboradores (2009) encontraram Vibrio de várias espécies infectando 

camarões de viveiros no litoral de Pernambuco sem que estes apresentassem sinais de 

infecção, determinando um potencial risco aos trabalhadores das fazendas de cultivo que tem 

contato diário com estes animais contaminados. Apesar de ocorrerem naturalmente na água e 

sedimentos marinhos, assim como na microbiota gastrointestinal do camarão, a vibriose tem 

sido associada com alto grau de mortalidade em países produtores (GUIMARÃES, 2008). 

Estudos de Morales-Covarrubias e colaboradores (2010) relataram que nos ambientes de 

cultivo há invasão por bactérias oportunistas em geral da ordem das Vibrionáceas do gênero 

Víbrio e como também das Aeromonas. Segundo Tran e colaboradores (2013), cepas de 

Vibrio parahaemolyticus foram relatadas como agente etiológico da Hepatopancreatite 

Necrosante Aguda (AHPNS/ESM) provocando colapso nos cultivos na Ásia e no México 

(LOMELÍ-ORTEGA; MARTINEZ-DÍAZ, 2014).  

O controle de doenças bacterianas em camarões marinhos é realizado principalmente 

pelo uso de antibióticos, geralmente usados no tratamento contra as vibrioses. No entanto, 

com o uso excessivo destes antibióticos surgiram as cepas de bactérias resistentes 

(KESARCODI et al., 2008). Foi correlacionada a resistência das cepas de V. cholerae com o 
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uso indiscriminado de antibióticos em fazendas de camarões marinhos. Diversos países 

eliminaram o uso de antibióticos no cultivo de camarão marinho, pois além de oferecer um 

risco de resistência bacteriana, ainda existia o problema dos resíduos que eram deixados na 

carne do camarão (VINE et al., 2006). 

Atualmente existe grande pressão dos órgãos oficiais e até mesmo dos consumidores 

quanto ao emprego dos antibióticos nas rações animais. O uso massivo de antibióticos 

aumenta a pressão da seleção sobre os micro-organismos, promovendo o aumento da 

resistência bacteriana. Como uma estratégia no controle de doenças, o uso de bactérias 

benéficas (probióticos) tem sido sugerido em substituição ao uso de antibióticos (RAVI et al., 

2007). 

 

2.3 PROBIÓTICO  

 

 Desde o desencorajamento do uso do antibiótico, os probióticos foram eleitos como 

uma alternativa sustentável e têm sido extensivamente usados na aquicultura em substituição 

aos antibióticos (LAZADO e CAIPANG, 2014).  

O termo probiótico é composto pela preposição “pro”, que significa “para” em latim 

ou “na frente de / antes” em grego, e “biótico”, um adjetivo grego relativo ao substantivo 

“bios” que significa “vida”, que significa “à favor da vida”. Para o nosso conhecimento, o 

termo probiótico foi mencionado pela primeira vez por Kollath (1953), definindo como 

“suplementos orgânicos e inorgânicos necessários para restaurar a saúde de pacientes 

malnutridos”. Estes suplementos foram considerados comuns em alimentos vegetais como 

vitaminas, substâncias aromáticas, enzimas ou possivelmente outras substâncias relacionadas 

com processos metabólicos vitais, sendo o último incluindo bactérias (RUSCH, 2002). Esta é 

talvez a primeira alusão feita ao uso indireto de microrganismos como probióticos. Vergin 

(1954) propôs então que o uso de uma dieta probiótica, incluindo produtos de fermentação, 

pudesse contribuir para o equilíbrio microbiano do corpo perturbado após um tratamento 

antibiótico. Kolb (1955) apoiou esta sugestão que, de certa forma, aborda a definição aceita 

hoje. Mais tarde, Lilly e Stillwell (1965) definiram os probióticos como fatores promotores do 

crescimento produzidos por microrganismos. Fujii e Cook (1973) que definiram os 

probióticos como "compostos que produzem resistência à infecção no hospedeiro, mas que 

não inibem o crescimento de microrganismos in vitro". Então, na época, os probióticos eram 

considerados “compostos e/ou microrganismos com diferentes funções que contribuíam para 

a restauração, a manutenção ou o aprimoramento da saúde através de rotas não relacionadas 

ao antagonismo microbiano ou competição”. Em 1974, Parker refinou a definição de 
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probióticos como agindo para o trato digestivo: "organismos e substâncias que contribuem 

para o equilíbrio microbiano intestinal". Isso pode ser considerado como a primeira menção 

direta de probióticos no contexto da saúde. Elie Metchnikoff é considerado o primeiro 

pesquisador a trabalhar com o conceito de probióticos com a seguinte definição: “micróbios 

ingeridos com o objetivo de promover a boa saúde” (FULLER, 1992). Fuller (1989) ampliou 

a definição para “microrganismos vivos utilizados na alimentação, que afetam beneficamente 

o animal hospedeiro por melhorar seu balanço microbiano intestinal”. Em uma redefinição, 

adaptada para a aquicultura, os probióticos são “células microbianas administradas de tal 

modo a entrar no trato gastrointestinal, sendo mantidas vivas, com o objetivo de melhorar a 

saúde” (GATESOUPE, 1999). Essas células podem proteger seu hospedeiro de patógenos 

pela produção de metabólitos que inibem a colonização ou o crescimento de outros 

microrganismos ou pela competição por recursos como nutrientes ou espaço (VINE et al., 

2006). No entanto, Verschuere e colaboradores (2000) sugeriram outra definição, pois a 

definição para ambientes aquáticos necessitava ser alterada e, segundo estes autores, 

probióticos são “microrganismos vivos que têm efeito benéfico sobre o hospedeiro, seja 

modificando a comunidade microbiana associada ao hospedeiro ou ao ambiente, seja 

melhorando o consumo ou absorção do alimento, seja fortalecendo o sistema imunológico, ou 

ainda melhorando a qualidade do ambiente de cultivo” (Figura 2). 

 

Figura 2 - Desenho esquemático de definição de probiótico.  

 
Fonte: Adaptado de Verschuere et al., (2000). 

 

2.4 MÉTODOS PARA ISOLAR E SELECIONAR CEPAS COM POTENCIAL PARA 

PROBIÓTICOS 

 

 O isolamento de bactérias do sistema digestivo do animal de interesse é o primeiro 

passo para se obter sucesso no desenvolvimento do probiótico (BALCÁZAR et al., 2006). Por 
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não se conhecer as cepas isoladas, há a necessidade se realizar diversos testes de seleção in 

vitro, como: inibição de patógenos, produção de enzimas digestivas, tolerância a sais biliares 

e variações de pH e salinidade, produção de substâncias antimicrobianas, velocidade de 

crescimento e capacidade de adesão do epitélio intestinal (VINE et al., 2006). Os ensaios de 

inibição de patógeno são os mais utilizados e, neste caso, o mais indicado é avaliar o 

probiótico frente às bactérias patogênicas dos próprios organismos aquáticos a serem 

estudados (MOURIÑO et. al., 2010). As cepas com bons resultados devem ser identificadas e 

as que forem patogênicas para espécies aquáticas, descartadas. Se a finalidade for melhorar a 

digestibilidade das dietas oferecidas, o indicado é realizar testes de produção de enzimas 

digestivas, mas nada impede de realizar outros testes in vitro por não saber como estes 

organismos atuam. Vale ressaltar que as bactérias selecionadas no ambiente de cultivo muitas 

vezes não conseguem repetir os resultados in vitro, seja por não se adaptar ao meio ou pela 

ineficiência ao competir com os microrganismos ali presentes (MOURIÑO et. al., 2010). 

 O passo seguinte é a realização de ensaios em escala piloto (in vivo). As bactérias 

probióticas podem ser adicionadas à dieta ou diretamente na água. Neste passo é importante 

avaliar se a bactéria é capaz de colonizar o trato digestivo do animal e se não causa alguma 

patologia ao mesmo. Fatores como melhoria da relação da microbiota intestinal do animal 

(diminuição da carga de bactérias patogênicas), aumento da taxa de crescimento, melhoria da 

digestibilidade da dieta (diminuição da conversão alimentar), melhoria do sistema 

imunológico e maior resistência dos animais contra patógenos são relevantes. Caso a bactéria 

não traga nenhum benefício, deve-se iniciar o processo de seleção de outra cepa bacteriana. A 

última etapa é a avaliação do probiótico em escala comercial (campo), normalmente em 

conjunto com produtores, visando a repetição em condições de cultivo dos ensaios em 

pequena escala (MOURIÑO et. al., 2010). 

 

2.5 BACTÉRIAS PROBIÓTICAS NA CARCINICULTURA E O GÊNERO Bacillus 

 

 A demanda por novos probióticos surgem todos os dias, principalmente os voltados 

para a carcinicultura, sejam eles utilizados na larvicultura ou na fase de engorda. Cepas 

probióticas estão adaptadas, através de processos naturais, para o uso em aquicultura fazendo 

com que o produto alcance o efeito desejado (KESARCODI-WATSON et al., 2008). Os 

microrganismos probióticos possuem capacidade de sobrevivência ao trato gastrointestinal; 

não provoca toxicidade e nem patogenicidade ao homem e nem aos animais; apresentam 

estabilidade durante o período de estocagem, permanecem viáveis por longos períodos em 

condições normais de armazenamento e tem capacidade de competir contra bactérias 
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intestinais não desejáveis, demonstrando efeitos positivos ao hospedeiro (FERREIRA et al, 

2012).  

 Dentre gêneros de microrganismos Gram-negativos utilizados como probióticos, 

encontram-se: Aeromonas, Agarivorans, Alteromonas, Bdellovibrio, Burkholderia, 

Citrobacter, Enterobacter, Neptunomonas, Phaeobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, 

Rhodopseudomonas, Roseobacter, Shewanella, Synechococcus, Thalassobacter, Vibrio e 

Zooshikella; e, dentre os Gram-positivos, encontram-se: Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, 

Brochothrix, Clostridium butyricum, Carnobacterium, Enterococcus, Kocuria, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Microbacterium, Micrococcus, Pediococcus acidilactici, 

Rhodococcus, Streptococcus, Streptomyces, Vagococcus e Weissella (NEWAJ-FYZUL et al., 

2013). 

 Geralmente, microrganismos probióticos são administrados como alimentos vivos 

enriquecidos, adicionados à dieta ou à água de cultivo (PANIGRAHIA et al., 2005). Entre as 

bactérias de interesse testadas para a utilização como probióticos na carcinicultura e em 

formulações comerciais, as espécies do gênero Bacillus são as mais utilizadas como 

probióticos na carcinicultura (VIEIRA, 2010). Pertencem à família Bacillaceae, têm sido 

empregadas na formulação de misturas probióticas e se destacam pela elevada produção 

enzimática de poder inibitório a outros microrganismos, capacidade de competição por 

nutrientes e área de adesão, participação nos estímulos imunes e no aumento do balanço 

microbiano intestinal através da permanência nessa região (XUE et al., 2016). São capazes de 

produzir enzimas que degradam substratos orgânicos, apresentam temperatura ótima de 

crescimento entre 28°C e 35°C, conseguem se multiplicar na faixa de pH que varia de 4,9 a 

9,3. 

 Essas bactérias possuem formato de bastonete, são Gram-positivas, com baixo 

conteúdo de guanina/citocina e formadoras de esporos. Esse gênero pode produzir substâncias 

antibióticas durante a esporulação, com destaque para as bacitracinas, polimixina, tirocidina, 

gramicidina e circulina (MADIGAN et al., 2004). Esses produtos têm sido muito eficientes na 

prevenção de enfermidades, sendo usado um número variável de espécies de Bacillus. Os 

produtos que utilizam esporos em sua composição possuem vantagens, pois os esporos podem 

sobreviver intactos à passagem pelo estômago, além de terem vida útil mais longa 

(MARTINS et al., 2013). Esse gênero é facilmente encontrado em sedimentos marinhos e 

naturalmente presente nas brânquias, cutícula e trato intestinal de organismos bentônicos 

como os camarões (SHARMILA et al., 1996), podendo ainda ser administradas tanto através 

do alimento como diretamente na água de cultivo. 
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 Ainda sobre o gênero, estudos diversos relatam o benefício do uso das espécies 

Bacillus subtilis, B. fusiformis, B. coagulans, B. licheniformis e B. pumilus atuando de 

diversos modos na qualidade do cultivo de camarões Litopenaeus vannamei, Macrobrachium 

rosenbergii, Fenneropenaeus indicus, Penaeus monodon e P. japonicus. Bacillus 

amyloliquefaciens é uma potencial espécie de Bacillus que produz várias enzimas 

extracelulares, incluindo α-amilases, celulase, metaloproteases e proteases que aumentam a 

digestibilidade e a absorção de nutrientes, além da função imune geral do intestino (LEE et 

al., 2008). Os probióticos compostos de esporos de Bacillus amyloliquefaciens são conhecidos 

por produzir α-amilase, que é usado em hidrólise de amido (GANGADHARAN et al., 2008). 

Tem sido relatado que o Bacillus amyloliquefaciens tem efeitos benéficos quando adicionado 

às dietas de peixe (CAO et al., 2011, REDA et al., 2014), e como probióticos em peixes e 

animais terrestres (DAS et al., 2013; KAEWKLOM et al., 2013; AHMED et al., 2014; 

GEERAERTS et al., 2015; THY et al., 2017); no entanto, existe falta de informação de seu 

uso na carcinicultura. 

 

2.6 MECANISMOS DE AÇÃO DE PROBIÓTICOS  

 

Visando o aumento da produtividade de camarões, vários estudos têm sido realizados 

buscando métodos, principalmente profiláticos, para diminuir a mortalidade por doenças, 

aumentar a sanidade, diminuir o consumo de água e produção de efluentes e, ainda, melhorar 

a digestibilidade e conversão alimentar dos animais (BARBIERI et al., 2016). Dentre estas 

novas tecnologias, incluem-se a utilização de probióticos, de imunoestimulantes, de 

fitoterápicos e de ácidos orgânicos (MINE; BOOPATHY, 2011). 

Existem várias hipóteses para explicar o modo de ação dos probióticos, porém, a mais 

aceita é a teoria da “exclusão competitiva”. A exclusão competitiva é a incapacidade de uma 

população de microrganismos, em sua maioria patógenos, de se estabelecerem no intestino do 

animal devido à presença de outras populações desejáveis. Os probióticos, depois de 

ingeridos, encontram-se em meio favorável para sua multiplicação e colonizam o trato 

gastrintestinal (Figura 3). De acordo com a ilustração, surge um equilíbrio microbiano a favor 

da microflora benéfica, possibilitando uma redução de pH, com consequente redução de 

bactérias patogênicas. Este fato contribui para uma diminuição na produção de toxinas e na 

competição por nutrientes. Ocorre também uma estimulação da imunidade com aumento de 

anticorpos (ABCC, 2017). 
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Figura 3 - Modo de ação dos probióticos no trato gastrintestinal dos animais.  

 
Fonte: Adaptado de Gatesoupe (1999). 

 

Dentre os vários benefícios dos probióticos, pode-se citar a prevenção de doenças 

intestinais (NEWAJ-FYZUL et al., 2013), promoção de crescimento e eficiência alimentar 

(VENKAT et al., 2004), seleção de cepas resistentes (VIEIRA et al., 2000), alteração no 

balanço da microbiota intestinal atuando na melhoria da resposta imune e redução de 

populações de bactérias patogênicas em animais durante a fase de cultivo (KESARCODI-

WATSON et al., 2008). 

 

2.6.1 Equilíbrio da microflora benéfica intestinal  

 

A população microbiana do trato intestinal de organismos aquáticos é composta 

predominantemente por bactérias Gram-negativas como dos gêneros Vibrio e Pseudomonas 

(VINE et al., 2006). Os probióticos agem transformando a microbiota intestinal permitindo a 

colonização de bactérias benéficas e, consequentemente, impedindo a colonização por 

bactérias patogênicas no intestino do animal (GOMEZ-GIL et al., 2000). Estratégias como o 

uso de microrganismos probióticos têm inibido bactérias patogênicas por diferentes 

mecanismos: produção de compostos inibitórios como as bacteriocinas, sideróforos, 

lisozimas, proteases, peróxido de hidrogênio, formação de amônia e diacetil, alteração nos 

valores de pH, competição por nutrientes, sítios de adesão e enzimas que resultam no 

melhoramento nutricional do cultivo animal (GÓMEZ et al., 2007). 

A utilização das bactérias ácido-láticas no intuito de reduzir uma dominância de 

bactérias patogênicas em organismos aquáticos tem sido relatada; estas produzem compostos 
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antimicrobianos como bacteriocinas, reuterim, ácidos orgânicos e peróxido de hidrogênio 

(GILLOR et al., 2008). O gênero Bacillus também possui bactérias com grande potencial de 

compostos antimicrobianos como biossurfactantes, bacteriocinas e sideróforos 

(MUKHERJEE et al., 2009). Outros gêneros também têm sido alvo de estudo pela capacidade 

de produção de compostos antimicrobianos, como Arthrobacter e Pseudomonas 

(RATTANACHUAY et al., 2010). 

Vários estudos relatam a inibição do crescimento de bactérias patogênicas in vitro pela 

ação de bactérias probióticas. Kesarcodi-Watson e colaboradores (2008) verificaram que 

probióticos produtores de sideróforos (quelantes de ferro) poderiam deprimir o crescimento de 

patógenos em condições de limitação de ferro. Rengpipat e colaboradores (2000) 

demonstraram que a adição de Bacillus sp. na água de cultivo diminuiu a população de Vibrio 

spp. na água de cultivo e no trato digestório de P. monodon. Gullian e colaboradores (2004) 

verificaram que em L. vannamei a microbiota intestinal foi modificada pela adição na água de 

cultivo de Bacillus P64 e Vibrio P62.  

 É evidente que a maioria dos probióticos para efeito nutricional compreende bactérias 

ácido-láticas, como Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Streptococcus sp. (IRIANTO; 

AUSTIN, 2002), porque estas são componentes importantes da microflora normal do trato 

gastrointestinal de peixes e mamíferos saudáveis (RINGO; GATESOUPE, 1998). Não há 

relatos de bactérias ácido-láticas em Macrobrachium rosenbergii como componente comum 

da microflora (VENKAT et al 2004; KEYSAMI et al., 2005), mas o gênero Bacillus sp. é 

conhecido por colonizar amplamente a microflora normal do M. rosenbergii (COLORNI, 

1985; ANDERSON et al., 1989; KEYSAMI et al., 2005; DEESEENTHUM et al., 2007; 

KEYSAMI et al., 2007; RINISHA et al., 2010; KEYSAMI et al., 2012; SEENIVASAN et al., 

2012c,d; KUMAR et al., 2013; SEENIVASAN et al., 2015). 

 

2.6.2 Melhoria da digestibilidade da dieta 

 

O ambiente aquático influencia de forma significativa na composição da população 

microbiana do trato digestivo. Os animais não regulam a temperatura corporal, e a associação 

de microrganismos no lúmen intestinal pode variar conforme a temperatura. A salinidade é 

outro fator importante na determinação desta população. Assim, a água dos tanques e a 

própria alimentação dos animais pode fornecer microrganismos que se associarão àqueles 

presentes no trato gastrintestinal. 

Vários benefícios são atribuídos ao uso de probióticos como o incremento do estado 

nutricional dos animais através da produção de enzimas digestivas (VINE et al., 2006). O 
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mesmo autor, afirma que a utilização de probióticos na dieta pode fornecer ou estimular a 

produção de enzimas digestivas pelo hospedeiro.  

Em camarões, apenas uma pequena parte das enzimas digestivas do trato digestório é 

proveniente da microbiota (ZIAEI-NEJAD et al., 2006). No entanto, o fornecimento de 

probióticos pode estimular a produção de enzimas pelo hospedeiro (ZHOU et al., 2009). A 

utilização de microrganismos que facilitem a digestão e absorção de proteínas é uma 

alternativa para a diminuição dos custos de produção, uma vez que a proteína é um importante 

nutriente limitante do crescimento para camarões peneídeos e o mais caro na composição das 

rações (LIU et al., 2009). 

Algumas bactérias podem participar do processo digestório dos camarões pela 

produção de enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases (OCHOA; OLMOS, 

2006). Entre proteases específicas, a tripsina e a quimotripsina são consideradas as mais 

abundantes enzimas proteolíticas dos camarões peneídeos e são responsáveis pela maior parte 

da digestão das proteínas dos alimentos. Segundo Dall (1992), a tripsina é a enzima mais 

importante para digestão de proteínas uma vez que esta é capaz de hidrolisar de 50% a 60% 

da proteína consumida pelo animal. 

Alguns trabalhos relataram que bactérias isoladas de animais aquáticos apresentaram 

in vitro a capacidade de digerir quitina, amido, proteínas, celulose e lipídeos (BAIRAGI et al., 

2002). Gullian e colaboradores (2004) relataram que cepas de bactérias de Bacillus P64 e 

Vibrio P62 isolados do trato digestivo de camarões adultos de L. vannamei apresentaram ação 

de exclusão competitiva contra a bactéria patogênica V. harveyi; adicionalmente, estas cepas 

mostraram-se eficientes na estimulação da enzima fenoloxidase. Ziaei-Nejad e colaboradores 

(2006) observaram em Fenneropenaeus indicus que as atividades das enzimas digestivas 

lipase e amilase foram superiores em camarões alimentados com Bacillus spp. Zhou e 

colaboradores (2009) demonstraram que houve um aumento da atividade específica de 

proteases, lipases e amilases em larvas de L. vannamei com a adição B. coagulans na água, 

que pode ter contribuído para uma melhor absorção do alimento e aumento da sobrevivência. 

Em outro estudo, concluiu-se que a adição de B. coagulans à dieta de juvenis de L. vannamei 

também resultou em um aumento da atividade das enzimas amilase, lipase e protease e em um 

significativo ganho de peso dos camarões (WANG et al., 2012). Nimrat e colaboradores 

(2013) encontraram um significativo aumento na atividade da tripsina e um maior ganho de 

peso nos camarões após adicionarem B. subtilis à dieta de juvenis de P. monodon. 

 

2.6.2.1 Enzimas digestivas  
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Em conjunto, enzimas digestivas presentes nos hepatopâncreas de L. vannamei são 

capazes de hidrolisar uma variedade de substratos e vários fatores estão implicados em sua 

regulação. Entre esses fatores destacam-se a dieta (LE MOULLAC et al. 1996; GUZMAN et 

al., 2001; BRITO et al., 2001), variações ontogênicas (LOVETT e FELDER, 1990; LEMOS e 

RODRIGUEZ, 1998), tamanho corporal (LEE; LAWRENCE, 1985), ritmo circadiano 

(GONZALEZ et al., 1995; MOLINA et al., 2000), fases da muda (MOLINA et al., 2000; 

SÁNCHEZ-PAZ et al., 2003) e até mesmo um efeito estimulante da água de tanques tem sido 

reportado (MOSS et al., 2001). 

O êxito no cultivo depende, em grande parte, de uma nutrição adequada e de um bom 

manejo alimentar. As proteases estão entre as enzimas de crustáceos que recebem maior 

atenção (FERNÁNDEZ-GIMENEZ et al., 2002), pois são responsáveis pela digestão de 

proteínas dos alimentos ingeridos, os componentes mais caros da alimentação de camarões 

(SÁNCHEZ-PAZ et al., 2003). Microrganismos produzem vários tipos de proteases que 

podem ser intracelulares (importantes nos processos celulares como esporulação e 

diferenciação, maturação de enzimas, reciclagem de proteínas e manutenção do “pool” de 

proteínas) e extracelulares (importantes na hidrólise de proteínas e habilitam a célula a 

absorver e utilizar os produtos dessa hidrólise) (GUPTA et al., 2002). A produção de 

proteases por microrganismos é grandemente influenciada pelos componentes do meio, como 

carbono, nitrogênio, íons metálicos, fatores físicos como temperatura, pH e tempo de 

incubação (PURI et al., 2002). 

Para a realização da digestão do amido há a atuação de diversas enzimas. A α-amilase 

[EC 3.2.1.1] é uma endocarboidrase encontrada em eubactérias a eucariotos (OUDJERIOUT 

et al., 2003) responsável pela hidrólise de ligações glicosídicas α(1,4) no amido e glicogênio. 

Nesse processo são produzidos oligossacarídeos, α-dextrinas e maltose (VAN 

WORMHOUDT; FAVREL, 1988), que são hidrolisados à glicose pela ação complementar 

da α-glicosidase [EC 3.2.1.20], da sacarase-isomaltase [EC 3.2.1.48] e da α-dextrinase [EC 

3.2.1.20]. Dentre essas, a α-glicosidase está diretamente relacionada à exo-hidrólise de 

ligações glicosídicas α(1,4) da maltose e demais oligossacarídeos formados após a atuação da 

α-amilase (LE CHEVALIER; VAN WORMHOUDT, 1998; DOUGLAS et al., 2000; 

ROSAS et al., 2000). Muitos microrganismos estão relacionados à produção de amilases 

neutras ou ácidas, especialmente do gênero Bacillus (HAGIHARA et al., 2001; IGARASHI 

et al.,1998). Muitas enzimas extracelulares são obtidas a partir de bactérias desse gênero pela 

facilidade de secreção de proteínas para o meio extracelular devido à ausência de uma 

membrana externa (STEPHENSON e HARWOOD, 1998). 
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2.6.3 Imunoestimulação e resistência à infecção por patógenos bacterianos e virais 

 

O estresse ambiental é considerado um importante fator para o surgimento e/ou 

incremento das doenças em crustáceos. As mudanças físico-químicas da água, por exemplo, 

mudanças de temperatura, podem afetar o metabolismo, o crescimento, a sobrevivência e o 

sistema imune dos animais. No entanto, ainda são poucos os estudos que relacionam a 

competência do sistema imune com a susceptibilidade dos organismos a patógenos (LE 

MOULLAC; HAFFNER, 2000). 

Devido às particularidades do sistema imunológico dos peneídeos, os compostos 

biológicos denominados de imunoestimulantes, vêm despontando como perspectiva para 

incrementar a resistência dos camarões frente a infecções de origem viral (VARGAS-

ALBORES et al., 1996). Os imunoestimulantes são produtos orgânicos, inorgânicos ou 

sintéticos, tais como bactérias mortas e produtos bacterianos, glucanos e certas vitaminas e 

hormônios, que operam com o princípio de estimular a imunidade inata; são a primeira linha 

de defesa contra patógenos invasores e levam à melhorias nas condições de saúde e 

resistência a agentes infecciosos. 

Entre os mecanismos de defesa dos camarões está o sistema de ativação da pró-

fenoloxidade (sistema proPO) que desencadeia o processo de melanização induzido pela ação 

da enzima fenoloxidade (PO) em resposta a identificação de intrusos pelos hemócitos 

(PEZZAROLO; BARRACCO, 1997). Estudos demonstram que os probióticos podem 

aumentar a resposta imune (NAVINCHANDRAN et al., 2014) e a resistência à infecção por 

patógenos (ZOKAEIFAR et al., 2012). A microbiota probiótica é capaz de produzir enzimas 

que melhoram a saúde dos organismos de cultivo ao promover estímulos ao sistema imune 

(LI et al., 2015). 

Vários trabalhos relatam a imunoestimulação de camarões pelo uso de probióticos. No 

estudo realizado por Tseng e colaboradores (2009), a dieta suplementada com 10
8
 UFC/Kg de 

B. subtilis aumentou a atividade da PO e a taxa de fagocitose de L. vannamei, aumentando a 

sobrevivência dos animais ao V. alginolyticus. Li e colaboradores (2009) demonstraram que a 

adição de Bacillus OJ na dieta de L. vannamei aumentou a sobrevivência dos animais ao 

desafio contra WSSV; os mesmos observaram que os animais submetidos a um estresse por 

baixa salinidade tiveram o sistema imunológico comprometido e tornaram-se mais 

vulneráveis à infecção por V. alginolyticus, uma vez que houve um aumento da mortalidade 

dos camarões previamente estressados. Zokaeifar e colaboradores (2012) ao suplementarem a 

dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma melhor performance de 

crescimento, de resistência ao V. harveyi e atribuíram esses resultados à um incremento na 



35 
 

 

 

resposta imunológica dos camarões. Em 2014, os mesmos autores demonstraram que após 

oito semanas de administração de B. subtilis a juvenis de L. vannamei houve um aumento da 

expressão dos genes do sistema imunológico proPO, LGBP, PE e SP, neste estudo, após 24h 

de infecção os camarões foram significativamente mais resistentes à injeção de V. harveyi 

(ZOKAEIFAR et al., 2014) 

 

2.6.4 Melhoria nos parâmetros de cultivo  

 

O beneficiamento do probiótico na aquicultura ocorre através dos índices zootécnicos, 

como: maior produtividade, aumento no ganho de peso e melhor conversão alimentar e por 

meio da redução da colonização intestinal por alguns patógenos e proliferação de 

microrganismos benéficos (VERSCHUERE et al., 2000).  

Segundo Gomez-Gil e colaboradores (2000), o fornecimento de dieta suplementada 

com probiótico já no estágio de protozoea pode levar ao estabelecimento de uma microbiota 

bacteriana intestinal favorável, podendo ocupar um espaço que poderia ser ocupado por 

bactérias patogênicas. Podem ser citados alguns estudos, como o exemplo realizado por 

Zokaeifar e colaboradores (2012), que mostrou que os juvenis de L. vannamei que receberam 

a dieta suplementada com cepas de B.subtilis apresentaram valores significativamente 

superiores de peso final, ganho de peso, taxa de crescimento específico e sobrevivência em 

comparação com o grupo controle. Keysami e colaboradores (2012) relatam que um isolado 

bacteriano composto de B. subtilis extraído do intestino do camarão foi administrado na ração 

para juvenis de M. rosenbergii e verificou que as propriedades probióticas desse isolado 

levaram a aumento do ganho de peso, consumo de ração, conversão alimentar e sobrevivência 

desses animais. O uso de B. coagulans melhorou a sobrevivência na larvicultura de L. 

vannamei (ZHOU et al., 2009), assim como Bacillus sp. aumentou a sobrevivência de L. 

vannamei em larviculturas comerciais (DECAMP et al., 2008). Liu e colaboradores (2009), 

utilizando uma dieta suplementada com Bacillus sp., observou uma melhoria no crescimento e 

conversão alimentar de L. vannamei. Wang (2007) utilizando a combinação de bactéria 

fotossintética e o Bacillus sp. em diferentes concentrações, adicionadas ao cultivo de L. 

vannamei, mostrou que todas as dietas suplementadas com probióticos aumentaram a 

performance de crescimento em camarões, com os valores de peso final, ganho de peso diário 

e taxa relativa de ganho de peso superiores aos do grupo controle. 

Em 1991, alguns pesquisadores evidenciaram uma melhoria na qualidade da água e na 

produtividade de camarões de água doce em contato com bactérias nitrificantes e bactérias do 

gênero Bacillus. A introdução destes microrganismos nos tanques reduziu a demanda de 
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oxigênio, a quantidade de amônia e nitrito na água, além de aumentar a sobrevivência de pós-

larvas (ABRUNHOSA, 2011). O sucesso de qualquer organismo aquático depende de vários 

fatores, como: densidade de estocagem, alimentação, condições ambientais e outros. Entre 

esses, podemos ressaltar a manutenção da qualidade da água do viveiro de criação como um 

dos mais importantes. De acordo com Abrunhosa (2011), o manejo das variáveis de qualidade 

de água dos viveiros de camarões influencia de maneira decisiva no processo produtivo dos 

camarões.  

O uso de probióticos também tem sido especialmente associado à melhorias na 

qualidade da água como a remoção de matéria orgânica (SHAILENDER, 2012). Dalmin e 

colaboradores (2001) relataram que o uso de Bacillus sp. melhorou a qualidade da água, as 

taxas de sobrevivência e de crescimento e a saúde de juvenis de Penaeus monodon, além de 

reduzir o víbrios. Wang e colaboradores (2012) também reportaram que no cultivo de L. 

vannamei houve uma diminuição significativa das concentrações de nitrogênio total e de 

carbono total do sedimento, sendo observado também a redução de fósforo total e fósforo 

inorgânico total em certos períodos de cultivos com a aplicação de probióticos comerciais na 

água. Outros autores observaram redução significativa das concentrações de amônia e nitrato 

quando comparados o uso de probióticos com o grupo controle no cultivo da mesma espécie 

(RAHIMAN et al., 2010). Em Macrobrachium rosenbergii, alguns estudos comprovam o 

efeito benéfico de probióticos no desempenho do animal (VENKAT et al. 2004; 

DEESEENTHUM et al. 2007; KEYSAMI et al., 2007; SHINDE et al., 2008; SAAD et al., 

2009; RINISHA et al. 2010; SEENIVASAN et al. 2011; PRASAD et al., 2012; 

SEENIVASAN et al., 2012a, b, c, d, e; ABDEL-HAKIM et al., 2013; GUPTA; DHAWAN, 

2013; KUMAR et al., 2013; SEENIVASAN et al,. 2015). 

 

 

  



37 
 

 

 

3 EFEITO DE DIFERENTES RELAÇÕES CARBONO/NITROGÊNIO NA 

QUALIDADE DE ÁGUA, DESEMPENHO ZOOTÉCNICO E COMUNIDADE 

BACTERIANA EM CULTIVO INTENSIVO DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) 

EM BFT 

 

Carolina Kropniczki Gouveia, Fabiana Penalva de Melo, Rogério William Santos 

Portela, José de Paula Oliveira, Eudes de Souza Correia, Suzianny Maria Bezerra 

Cabral da Silva, Ranilson de Souza Bezerra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 

 

Efeito de diferentes relações carbono/nitrogênio na qualidade de água, desempenho 1 

zootécnico e comunidade bacteriana em cultivo intensivo de Litopenaeus vannamei 2 

(Boone, 1931) em BFT 3 

 4 

Carolina Kropniczki Gouveia
a
, Fabiana Penalva de Melo

b
, Rogério William Santos Portela

a
, 5 

José de Paula Oliveira
c
, Eudes de Souza Correia

d
, Suzianny Maria Bezerra Cabral da Silva

d
, 6 

Ranilson de Souza Bezerra
a* 

7 

 8 

a
Departamento de Bioquímica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 9 

50670-901, Brazil, carolkrop@yahoo.com.br, portela.gene@gmail.com 10 

 11 

b
Centro de Ciências Agrárias, Universidade Estadual do Maranhão, São Luís, Maranhão, 12 

Cidade Universitária Paulo IV, caixa postal 09, Brazil, fabianapenalva@gmail.com 13 

 14 

c
Instituto Agronômico de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 50761-000, Brazil, 15 

jose.paula@ipa.br 16 

 17 

d
Departamento de Pesca e Aquicultura, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Dois 18 

Irmãos, 52171-900, Recife-PE, Brasil, eudes.correia@gmail.com, suzianny.silva@ufrpe.br 19 

 20 

*Corresponding author: tel: +55 (81) 2126-8540, ransoube@uol.com.br (R.S. Bezerra) 21 

 22 

mailto:carolkrop@yahoo.com.br


39 
 

 

 

Resumo  23 

Sistema de cultivo utilizando elevadas densidades de estocagem e, mínima ou nenhuma troca 24 

de água, tem sido usado para uma aquicultura sustentável que integra produtividade e 25 

produção mínima de efluentes. Neste sentido, a promoção de bioflocos sob diferentes relações 26 

carbono/nitrogênio pode induzir à melhora da qualidade da água de Litopenaeus vannamei e 27 

estimular a sucessão microbiológica ao longo do tempo de cultivo. O objetivo do presente 28 

trabalho foi avaliar o efeito de diferentes relações carbono/nitrogênio nas variáveis de cultivo 29 

e contagens microbiológicas de L. vannamei mantidos em sistemas de bioflocos. O 30 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando quatro tratamentos com 31 

três repetições cada, consistindo da adição diária de melaço a fim de alcançar as relações de 32 

C:N de 15:1, 20:1, 25:1 e 30:1. Foram usados animais com peso médio inicial de 1,4 g e 33 

densidade de estocagem de 90 camarões/m
2
. Amostras de água para análises microbiológicas 34 

foram tomadas em três tempos (31, 44 e 53 dias) após início do povoamento, para contagem 35 

de bactérias heterotróficas, quimioautotróficas e de Vibrio spp. O aumento das relações C:N 36 

influenciou significativamente a transparência da água e a concentração de oxigênio 37 

dissolvido (p<0,05). A taxa de crescimento específico atingiu de 3,7 a 4,0%/dia, sem 38 

diferença significativa entre os tratamentos. As relações 25M e 30M proporcionaram um 39 

melhor desempenho em produtividade (máximo de 816,1 g/m
2
) e sobrevivência (máximo de 40 

85%), sendo significativo somente para sobrevivência (p<0,05), cujas médias variaram de 41 

85,2% no tratamento 25M a 63,7% no tratamento 20M. Contudo, maior população de 42 

bactérias heterotróficas (1,57.10
7 

UFC/mL) foi encontrada na relação 15:1 e não houve 43 

relação de população de bactérias autotróficas e Vibrio com as diferentes relações C:N 44 

(p>0,05). Nos três grupos bacterianos foi possível perceber um incremento na população de 45 

cada grupo de acordo com tempo. O melaço pode ser utilizado como fonte de carbono e a 46 

menor relação carbono/nitrogênio foi suficiente para manter os parâmetros físico-químicos da 47 
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água avaliados em níveis satisfatórios e para o estímulo da microbiota bacteriana heterotrófica 48 

durante todo o cultivo intensivo. 49 

Palavras-chave: Litopenaues vannamei, engorda, carbono/nitrogênio, heterotrófico, 50 

bactérias. 51 

 52 

1. Introdução 53 

Um sistema que tem demonstrado resultados promissores no cultivo de camarões é o 54 

atualmente conhecido como Sistema de Bioflocos ou BFT (Biofloc Technology). Neste tipo 55 

de cultivo, através do controle dos microrganismos presentes, é possível reciclar os compostos 56 

nitrogenados tóxicos em proteína microbiana, que serve como fonte de alimento, além de 57 

manter a qualidade de água dentro dos limites recomendados para a produção de crustáceos 58 

(Ballester et al., 2010; Ferreira et al., 2015).  59 

Uma das estratégias para a formação de bioflocos é estimular o crescimento e o 60 

metabolismo das bactérias heterotróficas pela adição de fontes de carbono orgânico (C), 61 

equilibrando este substrato com o nitrogênio amônio total (N) através da relação C:N 62 

(Avnimelech, 1999). Além disso, pode-se dizer que o bioflocos pode ser dividido em duas 63 

fases cronológicas: na primeira, predominam bactérias heterotróficas, e na segunda, bactérias 64 

quimioautotróficas. Geralmente, o surgimento das bactérias autotróficas acontece entre 15-22 65 

dias após o início da fertilização orgânica da água. Entretanto, as vias heterotróficas e 66 

autotróficas de controle da amônia na água do cultivo não são excludentes e podem estar 67 

presentes simultaneamente ao longo de todo cultivo (Avnimelech, 2012). 68 

 Nos sistemas heterotróficos, onde o incremento das populações de microrganismos 69 

(fitoplâncton, bactéria, rotíferas, nematóides e protozoários) é feito através de fertilização 70 

orgânica aliada à inorgânica, o estudo das bactérias reveste-se de grande importância para o 71 

entendimento da dinâmica de mineralização dos compostos orgânicos. Este trabalho objetivou 72 

a avaliação da influência dos nutrientes (carbono e nitrogênio) com diferentes relações sobre a 73 
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qualidade da água e sobre o desempenho de juvenis de Litopenaeus vannamei, além do 74 

estímulo destas variações C:N sobre a concentração de bactérias heterotróficas, 75 

quimioautotróficas e de Vibrio spp. 76 

 77 

2. Material e Métodos 78 

 O cultivo experimental foi realizado na Estação de Aquicultura do Departamento de 79 

Pesca e Aquicultura, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante 52 80 

dias, utilizando doze tanques circulares de fibra de vidro com 800L de volume útil de água 81 

salgada (33 g/L) e supridos por um sistema de aeração contínuo. Durante o período 82 

experimental, não houve renovação de água, apenas reposição das perdas por evaporação. As 83 

análises microbiológicas foram realizadas nos Laboratórios de Biologia do Solo e de Genoma 84 

do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA).  85 

2.1. Preparo e condições experimentais do cultivo 86 

 A preparação da água utilizada no experimento teve início 15 dias antes do 87 

povoamento dos tanques de cultivo. Inicialmente, foi realizada fertilização inorgânica com 88 

monoamônio fosfato - MAP (11% N e 52% P2O5), nitrato de cálcio (15% N) e metassilicato 89 

de sódio (30% SiO2) para alcançar as concentrações de 3-4 mg/L de nitrogênio, 0,15-0,2 mg/L 90 

de fósforo e 1-2- mg/L de silicato. Após a floração das algas, iniciou-se a fertilização orgânica 91 

com melaço para induzir o desenvolvimento bacteriano e, consequentemente, a formação de 92 

bioflocos. 93 

 O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando quatro 94 

tratamentos com três repetições por tratamento, consistindo da adição de melaço nas 95 

diferentes relações C/N de 15/1 (15M), 20/1 (20M), 25/1 (25M) e 30/1 (30M). A quantidade 96 

de melaço adicionada diariamente aos tanques de cultivo para manter as relações C/N, 97 

considerou as concentrações de carbono e N-amônia contidas no melaço e na ração 98 

(Avnimelech, 1999; Ebeling et al., 2006). 99 
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 Em cada tanque foram estocados aleatoriamente 90 juvenis/m
2
 de L. vannamei com 100 

peso de 1,4 ± 0,4 g. Os animais foram alimentados com ração comercial (Carcimax
®

, 35% 101 

proteína bruta, Irca do Brasil), ofertada duas vezes ao dia (8 e 16 horas) em uma quantidade 102 

variando de 8% a 3% da biomassa total por dia, do início ao final do cultivo. A sobra diária da 103 

ração foi coletada e armazenada sob refrigeração para posterior quantificação da matéria seca.  104 

2.2. Análise da qualidade da água 105 

 Durante o período experimental, a temperatura da água, o oxigênio dissolvido 106 

(multiparâmetro: YSI modelo 550A) e o pH (pHmetro digital portátil WTW, 330i) foram 107 

mensurados diariamente (8 e 16 horas), enquanto que a transparência (disco de Sechi) e a 108 

salinidade (refratômetro de salinidade S-10E, Atago) foram aferidas semanalmente.  109 

 Para determinação de nitrogênio amoniacal total (TAN) foi utilizado o método de 110 

salicilato (Hach 10023, Salicylate Method); o nitrogênio-nitrito (N-NO2) foi analisado 111 

segundo o método de diazotização (Hach 8507, Diazotization Method, absorbância a 507 nm) 112 

e o nitrogênio-nitrato (N-NO3) pelo método de redução de cádmio (Hach 8039, Cadmium 113 

Reduction Method; 500 nm). A alcalinidade (expressa em equivalentes de CaCO3) e a 114 

medição dos sólidos suspensos totais foram determinadas por kit colorimétrico e conforme 115 

APHA (1995), respectivamente. Estes parâmetros foram avaliados quinzenalmente utilizando 116 

espectrofotômetro Hach DR2800. 117 

2.3. Contagem de bactérias heterotróficas, quimioautotróficas e Vibrio spp. 118 

 Amostras de água (n=3 por tratamento) para análises microbiológicas foram tomadas 119 

através de tubos falcon de 50 mL, cujo ponto de retirada foi o centro do tanque circular com 120 

aeração, em três tempos: após 31, 44 e 53 dias do início do povoamento dos tanques 121 

experimentais. 122 

 Após homogeneização das amostras em solução salina estéril (NaCl 0,85%), foram 123 

realizadas diluições sucessivas (1:10) em oito vezes (10
-8

). Foram inoculados 30 µL de cada 124 

amostra diluída em placas contendo os meios Ágar Marinho (AM, Himedia
®
) e Agar 125 
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Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia
®
) para contagem de bactérias 126 

heterotróficas e víbrios, respectivamente, e 1mL de cada amostra diluída foi inoculado em 127 

profundidade para o meio sólido específico de bactérias quimioautotróficas (0,5g (NH4)2SO4, 128 

0,5g NaHCO3, 13,5g Na2HPO4 ou K2HPO4, 0,1g MgSO4.7H2O, 0,014g FeCl3.6H2O e 0,18g 129 

CaCl2.2H2O em 1000 mL de água destilada). As placas foram incubadas a 30⁰C por 24h e os 130 

resultados foram expressos em unidades formadoras de colônias (UFC/mL). 131 

2.4. Desempenho zootécnico 132 

Parâmetros de crescimento foram realizados quinzenalmente com amostras 133 

equivalentes a 10% da população de cada parcela experimental para avaliar o desempenho dos 134 

camarões através do ganho de peso (peso final - peso inicial), sobrevivência (nº final de 135 

camarões / nº inicial de camarões) x 100), peso médio final (biomassa final / nº de indivíduos 136 

ao final do cultivo), ganho de biomassa (biomassa final - biomassa inicial), taxa de 137 

crescimento específico [TCE %/dia = (ln peso final - ln peso inicial) / tempo de cultivo x 100] 138 

e produção (biomassa final / volume da unidade experimental).  139 

2.5. Análises estatísticas 140 

 A análise de variância (ANOVA) foi utilizada para avaliar os efeitos da adição de 141 

melaço em diferentes relações C/N, complementada pelo teste de Duncan ao nível de 142 

probabilidade de 5%. Os dados de sobrevivência foram transformados pelas funções arcsen 143 

x
0,5

. Nos casos onde persistiu a heterogeneidade de variâncias, foi aplicada a análise de 144 

variância não-paramétrica de Kruskal-Wallis (p<0,05). As análises estatísticas foram 145 

realizadas de acordo com Zar (1996) e os cálculos foram desenvolvidos com o auxílio do 146 

software SysEAPRO v. 1.0. 147 

 Os dados de quantificação bacteriana foram previamente transformados em log (x). Os 148 

dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) complementada pelo teste de Tukey 149 

(p<0,05) utilizando o software SASM-Agri 8.1. 150 

 151 
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3. Resultados  152 

3.1. Fatores de qualidade da água e desempenho zootécnico  153 

 As variáveis físico-químicas de qualidade da água estão sumarizadas na Tabela 1. 154 

Todas as variáveis estiveram dentro da faixa de conforto fisiológico para L. vannamei e não 155 

foram observadas diferenças significativas (p≥0,05) entre os grupos experimentais. Foram 156 

obtidos os valores médios de temperatura a 27,9°C, oxigênio dissolvido entre 4,9 e 5,2 mg/L, 157 

pH entre 7,6 e 7,8, salinidade em 33 g/L, transparência de 14 a 16 cm, sólidos suspensos entre 158 

0,23 e 0,34 mg/L, alcalinidade entre 107,2 e 142,6 mg CaCO3/L, nitrito entre 0,17 e 0,37 159 

mg/L, nitrato entre 0,57 e 1,21 mg/L e amônia entre 0,47 e 0,75 mg/L. 160 

 Não houve influência das diferentes relações carbono/nitrogênio sobre o peso final, a 161 

taxa de crescimento específico (TCE), o ganho de peso, o ganho de biomassa e a produção até 162 

o final do cultivo (Tabela 2). Os pesos médios finais dos camarões entre os tratamentos 163 

apresentaram peso médio acima de 10 g. O ganho de biomassa nos tratamentos 25M e 30M 164 

apresentaram valores superiores aos demais (699,1 g e 592,0 g, respectivamente). As médias 165 

de TCE (%/dia) variaram entre 3,7 e 4,0; e maior produção em g/m
2 

foi observada no 166 

tratamento 25M, seguida do 30M (Tabela 2). Os dados de sobrevivência diferiram 167 

significativamente (p<0,05) e chegaram a valores de 85,2% e 79,6% nos tratamentos 25M e 168 

30M, respectivamente, e menor média no tratamento 20M com 63,7% de sobrevivência 169 

(Tabela 2). 170 

3.2. Contagem de bactérias da água de cultivo 171 

Devido à fertilização orgânica aplicada, os experimentos conduzidos em sistema 172 

heterotrófico apresentaram elevadas quantificações de bactérias heterotróficas (Tabela 3). 173 

Diferenças significativas de contagem de bactérias heterotróficas totais (BHT), de bactérias 174 

autotróficas totais (BAT) e de Vibrio spp. foram encontradas entre os tratamentos (p<0,05). 175 

Maior concentração de contagem de BHT foi encontrada em tanques onde a relação 176 

C/N foi de 15:1, atingindo uma média de contagem de 1,57.10
7 

UFC/mL (Tabela 3). Tal dado 177 
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implica que não é preciso aumentar a fonte de carbono para atingir relações maiores de C:N a 178 

fim de promover um maior crescimento deste grupo de bactérias. A condição heterotrófica 179 

também favoreceu um crescimento significativo de BAT (1,38.10
6 

UFC/mL no tratamento 180 

30M). A menor concentração de víbrios foi na relação 25:1 (25M) com uma população de 181 

5,16.10
3 

UFC/mL, seguida da 30M (Tabela 3). Avaliando somente as relações C:N (15:1, 182 

20:1, 25:1 e 30:1), as médias de contagem de BHT durante todo o período de cultivo seguiram 183 

a ordem da menor relação para a maior, não sendo observado essa tendência nas médias dos 184 

outros grupos de bactérias (BAT e Vibrio spp.) (Tabela 3). 185 

 O crescimento bacteriano heterotrófico (BHT) apresentou um acréscimo populacional 186 

com o tempo de cultivo, independentemente da taxa de fertilização com melaço aplicada 187 

(Figura 1a); o mesmo aconteceu com bactérias autotróficas e com a população de bactérias do 188 

gênero Vibrio, porém neste último grupo bacteriano avaliado esse acréscimo na contagem 189 

UFC/mL foi mais discreto (Figura 1b,c). Vale ressaltar que a menor variação de BHT com o 190 

tempo foi percebida no tratamento que utilizou a relação 30:1 (30M), que teve um 191 

comportamento quase linear. De acordo com os gráficos, nota-se que a população de BHT 192 

permaneceu mais concentrada durante todo o tempo de cultivo (Figura 1a).  193 

 194 

4. Discussão 195 

 Os valores de pH se mantiveram abaixo de 8 (Pillay, 1990) e, a faixa de temperatura, 196 

próxima da ideal para a espécie L. vannamei, entre 26°C a 33°C (Nunes, 2002). A salinidade 197 

média (33±2,47‰) permaneceu dentro da faixa adequada para o cultivo da espécie (Audelo-198 

Naranjo et al., 2011) e, por se tratar de uma espécie eurihalina, o L. vannamei suporta uma 199 

ampla variação de salinidade (0 a 50‰) (Bett e Vinatea, 2009; Kumlu et al., 2010). 200 

 As concentrações de amônia permaneceram abaixo dos níveis citados por Lin e Chen 201 

(2001) que recomendam uma faixa de segurança para juvenis de L. vannamei entre 3,55-3,95 202 

mg.L
-1

 (salinidade de 25-35‰) após testes de toxicidade aguda; porém, esses níveis mais 203 
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baixos não interferiram no desempenho do animal. De acordo com Samocha et al. (2007), a 204 

adição de melaço é uma ferramenta eficaz para manter baixos níveis de amônia, 205 

provavelmente devido à sua utilização por bactérias nitrificantes A concentração de nitrato 206 

(NO3 mg.L
-1

) é variável e pode mudar com os tipos de gestão de cultivo adotados (Correia et 207 

al., 2014). As tendências gerais ao longo do tempo das concentrações de amônia, nitrito e 208 

nitrato encontradas neste estudo foram esperadas, uma vez que a cultura foi iniciada usando 209 

água clorada limpa, e estas variáveis não se correlacionaram com as diferentes relações C:N.  210 

 A transparência é normalmente usada na aquicultura como parâmetro de 211 

gerenciamento no controle da qualidade de água; é utilizada como indicadora de concentração 212 

de fitoplâncton. Possivelmente, o maior aporte de carbono orgânico no sistema permitiu o 213 

desenvolvimento de flocos bacterianos, aumentando a quantidade de sólidos orgânicos 214 

suspensos, e consequentemente, reduzindo a entrada de luz e a transparência. Nas maiores 215 

relações (25:1 e 30:1), a maior disponibilidade de sólidos suspensos pode estar relacionada 216 

aos melhores valores de ganho de biomassa (g) e produção (g/m
2
) do animal cultivado. Luis-217 

Villaseñor et al. (2015) utilizando sistema BFT com L. vannamei na relação 7.1:1 (C:N) 218 

obteve valor referente à taxa de crescimento específico de 1,40 ± 0,11 (%/dia); neste estudo 219 

variou de 3,7 a 4,0 (± 0,1 %/dia), o que foi melhor devido ao incremento da fonte de carbono. 220 

Ainda em relação aos mesmos autores, foi observada uma sobrevivência de 70% (Luis-221 

Villaseñor et al., 2015). Uma baixa influência no desempenho em sistemas de cultivo de 222 

camarão com troca de água zero ou limitada foi observada por Devaraja et al. (2002) e 223 

Patnaik et al. (2007), indicando que as melhorias de parâmetros zootécnicos em sistemas de 224 

bioflocos podem mudar de acordo com as condições de cultivo, como densidade de 225 

estocagem, por exemplo. Tanto Arantes (2007) quanto Samocha et al. (2007) não encontraram 226 

diferenças nos índices de crescimento e conversão alimentar de L. vannamei com diferentes 227 

fertilizações com melaço e consequente maior disponibilidade de bioflocos (sólidos 228 

suspensos).  229 
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Resultados referentes às contagens bacterianas indicaram predominância de bactérias 230 

heterotróficas na biorremediação da água de cultivo e no possível controle da população 231 

vibrionácea. Devaraja et al. (2002), estudando mudanças em populações microbianas em 232 

lagoas tratadas com e sem probióticos comerciais, encontrou similarmente uma alta 233 

densidade de bactérias heterotróficas em todos os tratamentos. Burford et al. (2003) 234 

obtiveram um total de contagem de bactérias heterotróficas de 5,42.10
7
 (±1,78) UFC/mL em 235 

um período de 47 dias de cultivo na relação C:N de aproximadamente 5:1 do material 236 

particulado encontrado no cultivo de L. vannamei em sistema intensivo, embora neste caso as 237 

bactérias tenham sido contadas por epifluorescência, o que produz valores mais altos do que 238 

o método utilizado neste trabalho (Maki e Remsen, 1981). Também foram encontradas 239 

populações de 8,15.10
6
 (±2,9) UFC/mL de bactérias heterotróficas (meio AM) e de 1,58 .10

4
 240 

(±0,4) UFC/mL de Vibrio na relação 7.1:1 em estudos em sistema BFT com L. vannamei 241 

realizados por Luis-Villaseñor et al. (2015). Resultados de contagem similares foram obtidos 242 

por Arantes (2007) em relação à quantificação de bactérias heterotróficas em sistema 243 

heterotrófico de cultivo de L. vannamei sob as condições 20:1 e 30:1 (C:N), onde atingiu 244 

médias de 1,4x10
7
 e 1,7x10

7 
UFC/mL, respectivamente; nessas mesmas relações, os autores 245 

encontraram uma população de víbrios de 6,1x10
6
 UFC/mL em ambas. No presente estudo, a 246 

população de Vibrio foi menos representativa em todos os grupos experimentais. 247 

Foi observado, também, que não foi preciso aumentar a fonte de carbono para 248 

aumentar o número de bactérias. Apesar das altas entradas de carbono orgânico e nitrogênio, 249 

resultando em relações de C:N mais altas, o crescimento bacteriano pode ter se limitado pela 250 

maior disponibilidade de C, como ocorreu com a população heterotrófica na relação 30:1; 251 

houve, também, menor disponibilidade de oxigênio dissolvido nesta relação, o que não 252 

relaciona ao consumo por bactérias. As bactérias heterotróficas contrubuíram para os 253 

processos de nitrificação seguida de desnitrificação já que foram encontrados valores baixos 254 

de amônia, nitrato e nitrito nos quatro tratamentos. Além disso, o aumento da disponibilidade 255 
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de carbono orgânico se relacionou à diminuição do processo de nitrificação, visto na 256 

condição 30M cuja média para nitrato (mg/L) esteve mais elevada, condizendo com a menor 257 

população heterotrófica neste tratamento. 258 

A concentração de Vibrio é um dos fatores mais importantes que afetam o 259 

desempenho do cultivo, e de acordo com Luis-Villaseñor et al. (2013), várias espécies de 260 

Vibrio presentes no bioflocos não são benéficas para o camarão, o que pode provocar perdas 261 

significativas no cultivo do animal. Concomitantemente, menor população de víbrios foi 262 

encontrada no tratamento 25M onde, no mesmo, foi encontrada a maior média de 263 

sobrevivência (85,2%). Não houve correlação dos melhores índices de sobrevivência (25M e 264 

30M) com parâmetros físico-químicos, tornando possível fazer somente a ligação deste 265 

parâmetro com as menores concentrações de bactérias do gênero Vibrio. Houve o predomínio 266 

da população de bactérias heterotróficas e autotróficas em todos os tratamentos e durante 267 

todo o tempo de cultivo; este fato foi o principal responsável pela ação antagônica para o 268 

controle de Vibrio spp., já que competem pelo ambiente. O surgimento das bactérias 269 

autotróficas acontece entre 15-22 dias após o início da fertilização orgânica da água 270 

(Avnimelech, 2012). Entretanto, as vias heterotróficas e autotróficas de controle da amônia 271 

na água do cultivo não são excludentes e podem estar presentes simultaneamente ao longo de 272 

todo cultivo. Neste estudo, essas populações se mantiveram em uma leitura de 10
7
 e 10

6
 273 

UFC/mL, respectivamente. 274 

Sistema de bioflocos é uma alternativa eficiente contra patógenos, mantém a 275 

qualidade da água em níveis ótimos e aumenta a sobrevivência e o crescimento de camarão 276 

por ser uma técnica que se utiliza de um manejo controlado (Crab et al., 2010; Crab et al., 277 

2012; Xu e Pan, 2013). Sistemas aquícolas baseados no aporte de fontes orgânicas de carbono 278 

demandam uma maior quantidade de oxigênio dissolvido e, portanto, necessitam de um 279 

sistema de aeração bastante eficiente que favorece a degradação de nitrogênio tóxico e outros 280 

compostos pela comunidade bacteriana (Avnimelech, 2009). Este fato explica a importância 281 
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do estímulo do proliferação de microbiota benéfica dentro do sistema de cultivo, atuando na 282 

melhoria da qualidade da água ou na decomposição de matéria orgânica, além de atuar como 283 

biocontrole do aumento populacional de bactérias do gênero Vibrio. Adicionalmente, o 284 

incremento populacional de bactérias heterotróficas está relacionado ao aumento de bioflocos 285 

(agregados microbianos) na água, e este serve de alimento direto para o camarão cultivado 286 

por ser onívoro. 287 

 288 

5. Conclusão 289 

 A concentração de bactérias heterotróficas foi maior nas menores relações C:N e 290 

houve uma tendência à uma sucessão populacional microbiológica de acordo com o tempo de 291 

cultivo. O incremento na abundância de bactérias não contribuiu para aumentar a conversão 292 

alimentar e o crescimento dos camarões. A prevalência de bactérias heterotróficas e 293 

autotróficas provavelmente contribuiu para a baixa populacional de bactérias do gênero 294 

Vibrio.  295 

 296 
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Tabela 1. Médias (± erro padrão) das variáveis de qualidade de água, temperatura (ºC), 385 

oxigênio dissolvido (mg.L
-1

), pH, salinidade (g/L), transparência (cm), nitrito (NO2 mg.L
-1

), 386 

nitrato (NO3 mg.L
-1

), sólidos suspensos totais (mg.L
-1

), amônia (TAN mg.L
-1

) e alcalinidade 387 

(mg de CaCO3.L
-1

) do cultivo do camarão L. vannamei em diferentes relações 388 

carbono/nitrogênio 15:1 (15M), 20:1 (20M), 25:1 (25M) e 30:1 (30M). 389 

Variáveis 

Tratamentos 

15M 20M 25M 30M 

Temperatura (ºC) 27,9 ± 1,6
 

28,0 ± 1,7
 

28,1 ± 1,8
 

27,8 ± 1,7
 

Oxigênio dissolvido (mg/L) 5,2 ± 0,6
 

5,1 ± 0,6
 

4,9 ± 0,8
 

5,1 ± 0,7
 

pH 7,6 ± 0,4
 

7,6 ± 0,4
 

7,6 ± 0,3
 

7,8 ± 1,1
 

Salinidade (g/L) 33 ± 2,5
 

33 ± 2,6
 

34 ± 2,3
 

34 ± 2,7
 

Transparência (cm) 16 ± 7,3
 

15 ± 7,1
 

15 ± 7,7
 

14 ± 8,1
 

Nitrito (mg/L) 0,37 ± 0,32
 

0,34 ± 0,29
 

0,22 ± 0,30
 

0,17 ± 0,22
 

Nitrato (mg/L) 0,78 ± 0,74
 

0,57 ± 0,39
 

0,88 ± 0,55
 

1,21 ± 1,26
  

Sólidos Suspensos (mg/L) 0,23 ± 0,17
 

0,30 ± 0,21
 

0,31 ± 0,22
 

0,34 ± 0,26
 

Amônia (mg/L) 0,69 ± 0,39
 

0,75 ± 0,30
 

0,75 ± 0,34
 

0,47 ± 0,38
 

Alcalinidade (mg CaCO3 /L) 107,2 ± 32,8
 

118,4 ± 34,7
 

123,4 ± 32,5
 

142,6 ± 26,1
 

 390 

 391 

 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 
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Tabela 2. Médias (± erro padrão) para parâmetros de cultivo de L. vannamei em diferentes 398 

relações carbono/nitrogênio: peso inicial, peso final, taxa de crescimento específico (TCE), 399 

ganho de peso, sobrevivência, ganho de biomassa e produção.
1
 400 

Variáveis 

Tratamentos 

15M 20M 25M 30M 

Peso inicial (g) 1,40,2 1,50,1 1,30,1 1,50,1 

Peso final (g) 11,31,6 10,91,2 10,61,1 10,11,0 

TCE (%/dia) 4,00,5 3,80,2
 

4,00,1
 

3,70,1 

Ganho de peso (g) 9,91,7 9,41,1 9,31,1
 

8,61,0 

Sobrevivência (%) 69,34,0
ab

 63,76,8
b 

85,22,3
a 

79,68,0
a
 

Ganho de biomassa (g) 571,3±125,5 489,4±109,2 699,1±105,4 592,0±137,5 

Produção (g/m
2
) 700,3±118,8 622,3±109,4 816,1±110,8 726,1±144,6 

1
Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenças significativas 401 

entre os tratamentos (p<0,05). 402 

 403 

 404 

 405 

 406 

 407 

 408 

 409 

 410 

 411 

 412 

 413 
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Tabela 3. Valores das médias (± erro padrão) de contagem de bactérias heterotróficas totais 414 

(BHT), bactérias autotróficas (BAT) e Vibrio spp. (TCBS) em amostras de água de cultivo de 415 

L. vannamei.
1
 416 

Tratamentos BHT (UFC/mL) BAT (UFC/mL) TCBS (UFC/mL) 

15M 1,57x10
7
 ± 9,81x10

6
 
a
 1,03x10

6
 ± 4,38x10

5
 
ab

 1,59x10
4
 ± 6,23x10

3
 
a
 

20M 1,12x10
7
 ± 8,64x10

6
 
ab

 9,04x10
5
 ± 5,22x10

5
 
b
 

7,53x10
3
 ± 3,08x10

3
 

ab
 

25M 6,04x10
6
 ± 4,32x10

6 bc
 1,19x10

6
 ± 7,28x10

5
 
ab

 5,16x10
3
 ± 3,59x10

3
 
b
 

30M 7,93x10
5
 ± 1,92x10

5
 
c
 1,38x10

6
 ± 8,38x10

5
 
a
 

6,29x10
3
 ± 3,31x10

3
 

ab
 

1
Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenças significativas 417 

entre os tratamentos (p<0,05). 418 

 419 

 420 

 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 
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Legenda da figura 433 

Figura 1. Variação de contagem (UFC/mL) de a) Bactéria Heterotrófica Total (BHT), b) 434 

Bactéria Autotrófica Total (BAT) e c) Vibrio spp. na água de cultivo de Litopenaeus 435 

vannamei utilizando sistema de bioflocos em diferentes relações carbono/nitrogênio e durante 436 

31, 44 e 53 dias. Pontos dos dados simbolizam as médias (± erro padrão). 437 
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Vibrio spp.
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Resumo  19 

Adicionadas à dieta ou diretamente na água, as bactérias probióticas têm sido utilizadas para 20 

controle biológico e aumento da digestibilidade alimentar e do sistema imune de camarão. O 21 

isolamento de bactérias do próprio órgão do animal cultivado é o primeiro passo para a 22 

seleção de um probiótico,  pois demonstra a capacidade desses microrganismos de não serem 23 

afetados pela atividade enzimática do hospedeiro. Partindo desse contexto, o objetivo deste 24 

trabalho foi caracterizar e avaliar cepas isoladas de estômago e hepatopâncreas de 25 

Litopenaeus vannamei cultivado em sistema heterotrófico através de testes in vitro para 26 

seleção de probiótico. Primariamente, foi realizada uma pré-seleção conforme atividades 27 

positivas para protease e amilase, seguida de identificação pelo sequenciamento do gene 16S 28 

rRNA utilizando os primers fD1 e rD1. Os isolados do gênero Bacillus foram caracterizados 29 

morfo-fisiologicamente e bioquimicamente, sendo também testados contra Vibrio 30 

parahaemolyticus (ATCC 17802), V.alginolyticus (IAL 1957), V. mimicus (DBBM/CDC 31 

2279-80) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), e avaliados pela formação de biofilme 32 

em monocultura e em cocultura. Foi obtida uma coleção heterogênea de 107 isolados 33 

bacterianos do hepatopâncreas e estômago de Litopenaues vannamei, porém apenas 20 foram 34 

positivos para as atividades enzimáticas testadas.
 
Os amplicons após sequenciamento do DNA 35 

apresentaram tamanho maior que 1,1Kb e homologia com as bactérias dos gêneros Bacillus e 36 

Shewanella. A cepa IPA 24 (Bacillus amyloliquefaciens) foi satisfatória em relação a 37 

atividades enzimáticas e inibição de Pseudomonas aeruginosa, enquanto as cepas IPA 56 (B. 38 

subtilis) e IPA 58 (Bacillus sp.) tiveram maiores valores de Índice Enzimático para excreção 39 

de amilase e atividade antagônica para o Vibrio mimicus. A cepa IPA 122 (B. pumilus) 40 

apresentou maior IE quanto à excreção de protease e maior atividade de lipase, e IPA 239 (B. 41 

amyloliquefaciens) elevada atividade de lipase. Todas as cepas produziram sideróforos e o 42 
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isolado IPA 58, em monocultura, se destacou pela formação de biofilme. Resultados 43 

indicaram bactérias candidatas a probiótico. 44 

Palavras-chave: Bacillus, enzimas digestivas, composição bioquímica, 16S rRNA, camarão 45 

 46 

1. Introdução 47 

Apesar da rápida expansão da carcinicultura, o surgimento de doenças e deterioração 48 

das condições ambientais têm causado sérios prejuízos econômicos a este setor produtivo. A 49 

indústria do camarão experimentou severos recuos como resultado de surtos frequentes de 50 

doenças epidêmicas, particularmente causadas por Vibrio spp. ou vírus (Zheng e Wang, 51 

2016). 52 

Diante das grandes perdas na produção, desde a década de 1980, os probióticos são 53 

utilizados mundialmente na aquicultura como controle biológico de bactérias patogênicas e 54 

aumento do sistema imune dos camarões cultivados e da digestibilidade alimentar. No último 55 

caso, quando adicionados ao alimento, facilitam a digestão por causa das enzimas produzidas 56 

por estes microrganismos benéficos introduzidos que complementam a atividade enzimática 57 

total no sistema digestivo do animal (Ziaei-Nejad et al., 2006).  58 

Microrganismos probióticos devem possuir a capacidade de sobrevivência no trato 59 

gastrointestinal, não provocar toxicidade e nem patogenicidade ao homem e nem aos animais, 60 

apresentar estabilidade durante o período de estocagem, permanecer viável por longos 61 

períodos em condições normais de armazenamento e ter capacidade de competir contra 62 

bactérias intestinais não desejáveis, demonstrando efeitos positivos ao hospedeiro (Ferreira et 63 

al, 2012). Vários autores confirmam o uso benéfico de microrganismos do gênero Bacillus na 64 

aquicultura pela capacidade de reduzir a quantidade de bactérias patógenas e diminuir as 65 

concentrações de matéria orgânica na água, melhorando o ambiente de cultivo. 66 
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Adicionalmente, algumas espécies colonizam o trato intestinal de organismos aquáticos 67 

quando incorporados às dietas (Mouriño et al., 2010). Uma grande vantagem do uso deste tipo 68 

bacteriano é a sua capacidade de esporular, o que facilita a manipulação e inclusão em dieta 69 

deste microrganismo devido à resistência dos esporos ao processo de peletização. Além disso, 70 

são facilmente produzidos em escala comercial e incorporados em produtos comerciais 71 

(Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006). 72 

As espécies mais utilizadas na carcinicultura são Bacillus megaterium, B. circulans, B. 73 

fusiformis, B. coagulans, B. pumilus, B. licheniformis e, principalmente, B. subtilis. Espécies 74 

de Bacillus amyloliquefaciens são fenotipicamente similares a B. subtilis (Welker e Campbell, 75 

1967). Entretanto, pesquisas que descrevam o uso de B. amyloliquefaciens como probiótico 76 

na aquicultura são escassas. O objetivo desse trabalho foi avaliar e caracterizar cepas 77 

bacterianas isoladas de estômago e hepatopâncreas de L. vannamei através de testes in vitro 78 

de excreção de enzimas, exclusão competitiva, antagonismo a patógenos comuns na 79 

carcinicultura e detecção de formação de biofilme para posterior utilização em cultivo de 80 

camarão em escala piloto. 81 

 82 

2. Material e métodos 83 

As cepas bacterianas foram tomadas de dois cultivos experimentais heterotróficos 84 

distintos realizados na Estação de Aquicultura (Base de Piscicultura) da Universidade Federal 85 

Rural de Pernambuco (UFRPE) e, as análises desta pesquisa, foram realizadas no Laboratório 86 

de Enzimologia (LABENZ) do Departamento de Bioquímica da Universidade Federal de 87 

Pernambuco (UFPE) e nos Laboratórios de Biologia do Solo e de Genoma do Instituto 88 

Agronômico de Pernambuco (IPA).  89 
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 O primeiro cultivo experimental com o camarão marinho Litopenaues vannamei foi 90 

realizado em 2008 na Estação de Aquicultura do Departamento de Pesca e Aquicultura da 91 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante 52 dias, utilizando doze 92 

tanques circulares de fibra de vidro com água salgada (33 g/L), supridos por um sistema de 93 

aeração contínuo e sem renovação de água. Foi adotado um delineamento inteiramente 94 

casualizado composto por quatro tratamentos e três repetições para cada uma das diferentes 95 

relações C:N, 15:1, 20:1, 25:1 e 30:1, usando uma densidade de estocagem de 90 96 

camarões/m
2
 (peso médio de 1,4 g). No segundo cultivo, camarões também da espécie L. 97 

vannamei (peso médio de 1,58 g) foram submetidas a quatro tratamentos e três repetições para 98 

cada por um período de 90 dias, sendo dois tratamentos experimentais em sistema 99 

heterotrófico com o uso de dois probióticos comerciais (HP1 e HP2) e dois controles: um em 100 

sistema autotrófico (Aut) e outro em heterotrófico (Het), ambos sem uso de probióticos.  101 

2.1. Isolamento bacteriano 102 

 Amostras de camarões para isolamento de colônias bacterianas foram tomadas ao final 103 

do experimento em ambos os cultivos. De antemão, apenas as bactérias crescidas e isoladas 104 

de camarões cultivados nos tratamentos sem uso de probiótico foram submetidas às etapas 105 

seguintes ao isolamento, para seleção de bactérias candidatas de acordo com testes in vitro. 106 

 Os animais adultos (n=32) de peso médio final de 10,8 g (média de 10,7 g do primeiro 107 

cultivo e média de 10,9 g do segundo cultivo) foram sacrificados em banho de gelo e o 108 

hepatopâncreas e o estômago foram extirpados em condições estéreis. A desinfecção seguiu 109 

imersão em álcool 70% por 15 segundos, imersão em solução de hipoclorito de sódio (1,5%) 110 

com 0,1% de tween-80 por 15 minutos e enxague por três vezes em água destilada 111 

esterilizada. O conteúdo interno foi semeado em placas contendo os meios Agar Marinho 112 

(AM, Himedia®) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia®), e incubados a 113 
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30°C por 24h em estufa bacteriológica. Todo material microbiológico crescido nas placas foi 114 

coletado por alça de platina, submetido à etapa de diluições sucessivas (1:10) em oito vezes 115 

(10
-8

) em solução salina a 0,85% e foram inoculados 30 µL de cada amostra diluída nos 116 

mesmos meios sólidos para contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC/mL) após 117 

incubação sob as mesmas condições. A partir da diluição 10
-1

 foram escolhidas as placas com 118 

maior diversidade morfológica de colônias para isolamento e, posterior estudo de excreção de 119 

enzimas digestivas e de identificação molecular da microbiota. 120 

2.2. Seleção in vitro da coleção bacteriana 121 

Para caráter de utilização como probiótico, a escolha se baseou prioritariamente pela 122 

excreção extracelular de enzimas como a protease (Price et al., 1982) e a amilase (Buzzini e 123 

Martini, 2002) através da formação de halo transparente ao redor da colônia (halo de 124 

degradação). A avaliação da atividade proteolítica foi realizada utilizando leite desnatado 125 

comercial como substrato e ágar bacteriológico na proporção de 1:1 (v/v) e a excreção de 126 

amilase foi avaliada através de Agar Amido (SA, Himedia®) com a adição de 1 mL de tintura 127 

de iodo após incubação para visualização do halo. Os testes foram conduzidos em triplicata. 128 

A atividade hidrolítica das bactérias para as duas enzimas testadas foi estimada 129 

semiquantitativamente determinando o Índice Enzimático (IE) que expressa a relação direta 130 

do diâmetro do halo de degradação e o diâmetro médio da colônia (Rao et al., 1998).  131 

2.3. Identificação por técnicas moleculares 132 

Inicialmente, os isolados bacterianos com atividade enzimática foram submetidos à 133 

caracterização morfobioquímica através da coloração de Gram. Esta definição foi necessária 134 

para a etapa posterior de extração de DNA cujo protocolo do kit utilizado se diferencia em um 135 

momento para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A bactéria Bacillus subtilis 136 



65 

 

 

 

(ATCC 6633) cedida pelo Departamento de Antibióticos da UFPE foi utilizada como controle 137 

do sequenciamento.  138 

2.3.1. Extração do DNA 139 

A extração de DNA bacteriano foi realizada por kit comercial da Axygen
®
, conforme 140 

as instruções do fabricante, recomendado para o isolamento rápido de até 20µg de DNA a 141 

partir de 1mL de amostra bacteriana (≈10x10
9
 colônias). A integridade do DNA extraído das 142 

bactérias foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampão TBE 1X pH 8,0, 143 

a 76V durante 1 h, com marcador de massa molecular para quantificação de 100pb a 2000pb 144 

(Low DNA mass Ladder Invitrogen
TM

), corado com Syber Gold (Invitrogen
TM

), visualizado 145 

em luz ultravioleta e fotodocumentado (Loccus L-PIX HE). 146 

2.3.2. Amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA 147 

A sequência completa do gene 16S rRNA foi obtida por PCR utilizando os 148 

oligonucleotídeos fD1 (5´-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3´) e rD1 (5´-AAG GAG 149 

GTG ATC CAG CC-3´) para o domínio bactéria, segundo Weisburg et al. (1991). A reação 150 

foi realizada para um volume final de 25µL, contendo: 1x tampão PCR, MgCl2 (2,6mM), 151 

dNTP (0,5mM), 1M de cada primer, Taq DNA-polimerase (2,5U/L Invitrogen
TM

) e DNA 152 

(20ng/L). As reações foram realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler - BioRad), 153 

programado com um ciclo inicial de 3min a 94°C, seguido de 30 ciclos em desnaturação a 154 

92°C por 50 seg, anelamento a 62,3°C por 50seg, e extensão 72°C por 1min e 45 segundos, 155 

finalizando com uma extensão a 72°C por 7min (Weisburg et al., 1991).  156 

Os produtos de PCR foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1,2% (p/v) 157 

com o marcador de peso molecular “100pb DNA Ladder” (Invitrogen
TM

), purificados 158 

segundo Lyra (2001) e sequenciados pela empresa ACTGene Análises Moleculares localizada 159 

no Campus do Vale da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul). 160 
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2.3.3. Análise das sequências 161 

As sequências do gene 16S rRNA obtidas foram comparadas com sequências 162 

depositadas no banco de dados Genbank através do programa BLASTn (NCBI-163 

www.ncbi.nih.gov) para o alinhamento local. Com o auxílio do programa CodonCode Aligner 164 

foi realizada a criação de sequências contigs entre os fragmentos sequenciados. Para a criação 165 

do banco de dados das cepas sequenciadas foi utilizado o programa OligoCalculator 166 

disponível no website http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html. Através deste, foram 167 

obtidas informações sobre tamanho do fragmento do DNA de cada cepa bacteriana, peso 168 

molecular, conteúdo de guanina (G) e citosina (C), e temperatura de fusão (Melting 169 

Temperature) em ºC.  170 

2.4. Caracterização morfofisiológica e bioquímica 171 

Foi realizada uma caracterização dos isolados do gênero Bacillus após sequenciamento 172 

quanto à similaridade morfofisiológica e bioquímica, sendo comparados aos controles, a 173 

dizer: B. amyloliquefaciens (UFPEDA 324), B. subtilis (ATCC 6633), B. subtilis (ATCC 174 

19659) e B. pumilus (ATCC 14884). As duas primeiras foram cedidas pelo Departamento de 175 

Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as duas últimas são 176 

procedentes da coleção do Laboratório de Microrganismos de Referência da Fundação 177 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As bactérias ATCC (American Type Culture Collection) 178 

liofilizadas foram inicialmente recuperadas em meio TSB (caldo triptona de soja) e foram 179 

posteriormente semeadas em placas de Petri com meio de cultura TSA (ágar triptona de soja) 180 

acrescida de 2% NaCl para seguimento dos testes propostos. 181 

A análise morfológica e fisiológica foi realizada em placas de Petri no meio Agar 182 

Nutriente (AN). Foram observadas as seguintes características morfológicas das colônias 183 

isoladas: forma (circular, puntiforme, irregular); borda (inteira, filamentosa, ondulada, lobada, 184 

http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html
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denteada); superfície (lisa, rugosa, lobulada); transparência (translúcida, opaco, transparente); 185 

cor (incolor, branca, creme, amarela, laranja, rosa, etc); elevação (plana, lente, convexa, 186 

pulvinada, umbonada, umbilicada); e tamanho (<1mm, >1mm). Dentre as características 187 

fisiológicas avaliadas, encontram-se: tempo de crescimento (<24h, >24h); formação de muco 188 

(ausente, presente); e alteração no meio (ácido, alcalino, neutro) (Costa Júnior et al., 2009). A 189 

formação de ácidos e álcalis foi obtida através do meio 79 modificado (Reis et al.; 2011) com 190 

indicador azul de bromotimol e pH 7.  191 

Para todas as determinações fisiológicas e/ou bioquímicas dos isolados foram 192 

realizadas três repetições de cada cepa bacteriana avaliada. Os testes realizados foram: 193 

produção de indol e de sulfeto de hidrogênio (H2S), assim como a prova de motilidade (prova 194 

fisiológica) conduzidos usando-se o meio SIM (Sulfito, Indol e Motilidade) semi-sólido 195 

(0,5% de ágar) (Duff et al., 1957); oxidase em fitas comerciais (Probac do Brasil) seguindo 196 

instruções do fabricante (Mac Faddin, 1976); catalase utilizando H2O2 (peróxido de 197 

hidrogênio) a 3% (Yano et al., 1991); atividade da enzima lipase com 0,001% de rodamina B 198 

acrescido de 1% de azeite de oliva ao ágar bacteriológico e avaliação através da irradiação de 199 

luz UV (359nm) com aparecimento de fluorescência ao redor das colônias (Stamford et al., 200 

1998); degradação enzimática da uréia pela urease utilizando caldo de uréia (com vermelho de 201 

fenol e pH neutro) (Roberge e Knowles, 1966); detecção da produção de sideróforos adaptado 202 

de Schwyn e Neilands (1987) em meio TSL 1/10 (meio líquido de Tripticaseína de Soja 203 

diluído 10 vezes para diminuir o teor de ferro), através da incubação sob agitação constante 204 

(180rpm) a 30°C por 24h e adição da solução CAS após procedimento (ver Apêndice 1); e 205 

avaliação da capacidade de esporulação; para esta última, verificou-se a capacidade de 206 

produção de esporos resistentes ao calor baseado no choque térmico com aquecimento a 80⁰C 207 



68 

 

 

 

por 10 minutos e posterior resfriamento em gelo a -10⁰C por 10 segundos para confirmação 208 

do gênero Bacillus sp. (Leuschener et al., 2003) e posterior visualização em microscópio. 209 

O teste qualitativo de crescimento bacteriano em diferentes temperaturas (5
 o

C, 30
 o

C e 210 

50
o
C), pH (6, 7 e 8) e concentrações de cloreto de sódio (0, 17,5% e 35%) foi conduzido em 211 

meio Luria Bertani (LB) sólido.  212 

Também foi realizada a avaliação por coloração do metabolismo bacteriano pelo meio 213 

Ágar TSI (tríplice-açúcar-ferro) distribuído em tubos inclinados e cuja constituição constou de 214 

glicose (0,1%), lactose (1,0%) e sacarose (1,0%), peptonas, aminoácidos, incluindo 215 

sulfurados, tiossulfato de sódio e citrato férrico amoniacal (indicador da produção de H2S), 216 

com pH neutro e um indicador de pH (vermelho de fenol). Após incubação a 37ºC por 24h, 217 

puderam-se observar os processos fermentativos dos açúcares (Edwards e Ewing, 1962).  218 

2.5. Inibição de patógenos in vitro 219 

A análise da produção de metabólitos com capacidade antimicrobiana foi realizada 220 

pelo teste de difusão em poço. Primeiramente, inóculos padronizados em solução salina 221 

0,85% com 10
8
 cél/mL (escala 0,5 MacFarland) de Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), 222 

V.alginolyticus (IAL 1957), V. mimicus (DBBM/CDC 2279-80) e Pseudomonas aeruginosa 223 

(ATCC 15442) procedentes da coleção do Laboratório de Microrganismos de Referência da 224 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foram semeados em superfície em meio Agar TSA 225 

(agar triptona de soja) com 2% de NaCl. Em seguida, culturas das bactérias em estudo foram 226 

crescidas por 24h a 30°C em meio TSA com 2% de sal e suspendidas em solução salina 227 

0,85%, e ajustadas à mesma escala. Uma alíquota de 20µL dessas bactérias foi depositada em 228 

poços (6 mm) feitos com pipeta Pasteur de vidro nas placas com cada bactéria patogênica 229 

previamente semeada. Os testes foram conduzidos em triplicata e as placas foram incubadas a 230 
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uma temperatura de 37°C por 24h. Como controle negativo, foi utilizado 20µL de solução 231 

salina 0,85% para cada cepa patogênica testada. 232 

A inibição de patógenos foi determinada pelo aparecimento de um halo (zona clara) 233 

inibitório produzido ao redor do poço impregnado com as bactérias em estudo. Os diâmetros 234 

dos halos foram mensurados (em mm) com o auxílio de paquímetro digital Zaas Precision® 235 

(300 mm), subtraindo-se o diâmetro dos poços. 236 

2.6. Detecção de formação de biofilme  237 

 Foi realizada através do método de cultura de tecidos em placas (TCP) e de acordo 238 

com Christensen et al. (1985). As cepas de Bacillus IPA24 (B. amyloliquefaciens 239 

MF581452.1), IPA56 (B. subtilis AY905693.1), IPA58 (Bacillus sp. HM021765.1), IPA122 240 

(B. pumilus DQ837545.1) e IPA239 (B. amyloliquefaciens HQ844500.1) foram testadas 241 

separadamente e em possíveis combinações de duas, três e quatro cepas. A escolha dessas 242 

cepas bacterianas se baseou de acordo com os resultados de atividades enzimáticas e da 243 

resposta antagônica aos víbrios testados. 244 

 Foram previamente crescidas em meio Caldo Soja Tripticaseína (TSB, Acumedia
®
) 245 

com 1% de glicose por 24h em estufa a 37⁰C. Em seguida, a biomassa crescida foi diluída 246 

1/100 (volume/volume) em mesmo meio estéril. Os poços da microplaca estéril de 247 

poliestireno de fundo plano foram preenchidos com uma alíquota de 200µL das culturas 248 

diluídas e com o meio estéril sem cultura (controle) para checar esterilidade e ligação não 249 

específica do meio. As placas foram novamente incubadas por 24h a 37⁰C e, após o período, 250 

seguiram as etapas: remoção do conteúdo dos poços com inversão da placa; lavagem com 251 

200µL de tampão salina fosfato (PBS pH 7,2) por quatro vezes; fixação das culturas com 252 

acetato de sódio 2%; e coloração com cristal violeta 0,1% (peso/volume) sendo o excesso de 253 

mancha removido com lavagens com água deionizada. Após secagem, a leitura da densidade 254 
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óptica (Abs 570nm) das bactérias aderentes foi realizada através de método imunoenzimático 255 

(ELISA). Para compensar a absorção de fundo, foi considerada a leitura do meio estéril, 256 

fixador e corante. 257 

2.7. Análise estatística 258 

 Os resultados das atividades enzimáticas avaliadas foram submetidos à análise de 259 

variância unifatorial (ANOVA) e, posteriormente, as médias das variáveis foram comparadas 260 

pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade (p<0,05) através do software SASM-261 

Agri 8.1. 262 

 O experimento de biofilme foi realizado com seis réplicas para cada combinação. As 263 

análises estatísticas foram realizadas com análise de teste de variância unifatorial (ANOVA) 264 

seguida do teste de comparação de médias de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 265 

(p<0,05) através do software SASM-Agri 8.1. 266 

 267 

3. Resultados e Discussão 268 

3.1. Seleção e identificação da microbiota de camarão  269 

 As médias de contagem de UFC/mL de amostras de camarão para quantificação de 270 

bactérias heterotróficas em meio AM e de víbrios em meio TCBS revelaram a presença de 271 

uma concentração de 10
6
 e 10

4
, respectivamente. Existe uma população microbiota dominante 272 

que é representado por bactérias heterotróficas, seguida por uma população sub-dominante de 273 

bactérias láticas e uma população residual composta de uma grande variedade de 274 

microganismos, incluindo víbrios, que pertencem à flora autóctone do meio ambiente marinho 275 

(Albinati, 2012). Vieira et al. (2010) e Mendes et al. (2009) relatam uma população 276 

semelhante desses grupos bacterianos no trato digestivo de L vannamei no início do 277 
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experimento (tempo zero) chegando à uma população heterotrófica de 10
6 

e vibrionácea de 278 

10
5
. 279 

 Do total de 107 bactérias isoladas dos órgãos dos animais cultivados, 280 

aproximadamente 56% (60 cepas) foram do meio AM e, os outros 44 % (47 cepas), do meio 281 

TCBS. Apesar da alta seletividade do meio TCBS para o gênero Vibrio sp., de acordo com os 282 

resultados das análises feitas por identidade das sequências pelo sequenciamento do gene 16S 283 

rRNA (apresentadas posteriormente), observou-se que o meio de cultura não possibilitou 284 

exclusivamente o isolamento do gênero de bactérias para o qual foi determinado, pois 285 

algumas cepas foram identificadas molecularmente como dos gêneros Bacillus e Shewanella.  286 

Das bactérias isoladas, apenas 20 (≈19%) foram positivas para alguma atividade 287 

enzimática testada de acordo com a Tabela 1. De um modo geral, a maioria das cepas 288 

apresentou atividade proteolítica com índices enzimáticos próximos, apesar de haver 289 

diferenças significativas, excetuando apenas os isolados IPA 55 e IPA 272, que não 290 

apresentaram esta atividade. Esta última cepa se mostrou eficiente quanto à excreção de 291 

amilase (IE = 7,67). Adicionalmente, as bactérias que obtiveram os maiores IE para protease, 292 

e que diferiram significativamente das demais, não apresentaram atividade amilolítica. Apesar 293 

de apenas aproximadamente 9% do total de isolados serem capaz de excretar amilase, os 294 

índices foram superiores em sua maioria aos mostrados pela atividade de protease (Tabela 1).  295 

O Índice Enzimático (IE) é um dos parâmetros semiquantitativos mais utilizados para 296 

avaliar a capacidade de produção de enzimas pelos microrganismos em meio sólido, pois o 297 

processo de seleção de microrganismos considerados como produtores de enzimas inclui a 298 

correlação direta entre o diâmetro do halo de degradação e a habilidade degradativa dos 299 

mesmos (Oliveira et al., 2006). Esses autores recomendam um IE ≥ 2,0 para considerar um 300 

microrganismo como produtor de enzimas em meio sólido. Em concordância a estes autores, 301 
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apenas as cepas IPA 34, IPA 54, IPA 264, IPA 273 e IPA 276 não foram satisfatórias quanto 302 

ao IE para uma ou duas atividades testadas e, dessa forma, não foram sequenciadas (Tabela 303 

1). 304 

Em relação à caracterização macromorfológica em placa contendo meio Ágar 305 

Nutritivo, as colônias positivas para as atividades enzimáticas supracitadas (IE ≥ 2,0 para uma 306 

ou duas atividades testadas) se dividiram em apenas dois grupos com diferença na coloração 307 

da colônia entre branca e laranja, com exceção das cepas IPA 17, IPA 55 e IPA 272, cujas 308 

colônias são amarelas, sendo a IPA 17 diferente das outras duas. Dentre as cepas de colônia 309 

branca ou branca transparente, de tamanho médio a grande, borda irregular e variando entre 310 

seca e viscosa encontram-se: IPA 13, IPA 14, IPA 24, IPA 34, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA 311 

122, IPA 239, IPA 240 e IPA 264. As cepas IPA 54, IPA S.252, IPA 273, IPA 275, IPA 276 e 312 

IPA 277 apresentam colônias alaranjadas circulares, bem similares, de borda lisa, tamanho 313 

médio e sem viscosidade. 314 

Os isolados IPA 13, IPA 14, IPA 24, IPA 56, IPA 122, IPA 239, IPA 240, IPA 272 e 315 

IPA 275 foram caracterizados como Gram-positivos e, os demais, como Gram-negativos. A 316 

qualidade do DNA extraído foi vista por meio de eletroforese em gel de agarose e o 317 

aparecimento de uma única banda íntegra de alto peso molecular indicou que o processo foi 318 

bem sucedido. 319 

Todas as cepas apresentaram contigs com tamanho superior a 1100pb, tamanho este 320 

esperado para o gene em questão. Com o programa BLASTn realizou-se uma pesquisa para 321 

comparação com o banco de dados genômicos. Todos os contigs apresentaram homologia 322 

com sequências depositadas no GenBank e cada isolado foi relacionado a uma espécie (acesso 323 

mais bem pontuado) de acordo com o menor valor E (E-value) e a maior similaridade (Tabela 324 
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2). A cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.s.) utilizada como testemunha do 325 

sequenciamento validou os resultados. 326 

As cepas apresentaram similaridade acima de 97%, excetuando-se a IPA 272 que 327 

apresentou 83% de similaridade com as sequências presentes no GenBank para uma bactéria 328 

não cultivável (Tabela 2). Quanto maior o score, melhor a porcentagem de identidade das 329 

cepas às sequências depositadas no GenBank. Segundo López et al. (2006), a identificação 330 

das bactérias em nível de espécie pode ser inferida quando a sequência do fragmento, 331 

comparada às outras sequências de 16S rRNA, apresentar valores acima de 97% de 332 

similaridade (Tabela 2). 333 

No que se refere à identificação dos isolados, erros devido ao sequenciamento 334 

completo do gene 16S rRNA podem ocorrer devido a incongruências taxonômicas já 335 

existentes, como ocorreu com a cepa IPA 272 com 83% de identidade entre a sequência do 336 

isolado do camarão e o microrganismo relacionado do banco de dados (Wang et al., 2007). 337 

Além disso, a alta taxa de transferências horizontais de materiais genéticos em bactérias torna 338 

os genomas dinâmicos ocorrendo comumente perdas e incorporações de materiais genéticos 339 

(Gevers et al., 2005).  340 

Os resultados mostraram dois grupos de bactérias: isolados da ordem Bacillales da 341 

classe Bacilli, dentro do filo Firmicutes, com a presença de apenas uma família, a Bacillaceae, 342 

contendo as cepas: IPA 14, IPA 24, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA 122, IPA 239 e IPA 240; 343 

e isolados do filo Proteobacteria, classe Ɣ-proteobacteria e ordem Alteromonadales que 344 

compreende a família Shewanellaceae com os isolados IPA S.252 e IPA 277. Porém, as 345 

bactérias do filo Proteobacteria não foram consideradas para as etapas seguintes de seleção de 346 

probiótico. 347 
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Todos os isolados bacterianos apresentaram atividade de excreção de protease e a 348 

avaliação da capacidade de produção desta enzima foi determinada pela degradação da 349 

caseína. Proteases produzidas por espécies de Bacillus são de longe o grupo mais importante 350 

de enzimas explorado (Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006). A exigência de proteína para 351 

camarões é uma importante consideração nutricional porque a proteína é o principal nutriente 352 

limitante para o crescimento (Kureshy e Davis, 2002) e o componente caro do alimento para 353 

camarão. Os microrganismos probióticos são frequentemente utilizados como aditivos para 354 

alimentação de animais de fazenda e animais de estimação e o gênero Bacillus é amplamente 355 

empregado para este propósito. Em alimentos para camarão, as bactérias probióticas podem 356 

facilitar a digestão de todas as proteínas constituintes, porque as enzimas produzidas pelas 357 

bactérias podem complementar a atividade da protease do camarão, aumentando 358 

digestibilidade alimentar. Além disso, as enzimas probióticas têm uma gama de pH mais larga 359 

do que as enzimas de camarão, resultando em um prolongamento do tempo de digestão do 360 

hospedeiro (Ochoa-Solano; Olmos-Soto, 2006). Das enzimas digestivas presentes no trato 361 

digestório de camarões, somente uma pequena parte é proveniente da microbiota (Ziaei-Nejad 362 

et al., 2006). Entretanto, o fornecimento de bactérias com essa atividade pode estimular a 363 

produção de enzimas pelo hospedeiro, incrementando o seu crescimento (Zhang et al., 2010). 364 

A produção de amilase pelas bactérias auxilia na quebra do amido em moléculas de 365 

glicose diretamente utilizáveis nas atividades metabólicas celulares. Para esta atividade, 366 

apenas os representantes do Grupo I foram capazes de excretar amilase, exceto a cepa B. 367 

pumilus IPA 122 que não hidrolisa amido. Bactérias do gênero Bacillus, como B. 368 

amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B. liqueniformis destacam-se na 369 

produção de amilases ativadas em altas temperaturas. Por serem da família das endoamilases 370 

e catalisarem a hidrólise de ligações glicosídicas do amido, glicogênio e outros carboidratos, 371 
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estas enzimas possuem um papel importante no metabolismo de carboidratos em animais, 372 

plantas e outros organismos (Sajedi et al., 2005). De acordo com Abate et al. (1999), Bacillus 373 

amyloliquefaciens é uma das espécies mais amplamente utilizadas para a produção de α-374 

amilase e proteases. B.amyloliquefaciens e B. subtilis possuem, em média, de 17 a 36% de 375 

homologia entre as sequências de DNA (Seki e Oshima, 1989) e, apesar de ser eventualmente 376 

confundido com B. subtilis, as amilases que produzem possuem diferentes propriedades 377 

(Priest, 1993). 378 

Informação sobre o metabolismo dos carboidratos dos crustáceos é limitado. Em geral, 379 

carboidratos complexos como amido ou glicogênio têm um maior valor nutricional para 380 

camarões peneídeos do que simples açúcares (Ochoa-Solano e Olmos-Soto, 2006). Por esse 381 

motivo, muitos pesquisadores têm sugerido o uso de carboidratos complexos em dietas de 382 

camarão como o amido, que sofre hidrólise enzimática antes da assimilação (Ochoa-Solano e 383 

Olmos-Soto, 2006). Neste estudo, foram selecionadas bactérias que excretam amilase para 384 

serem usadas como probióticas na dieta de camarão, por serem estas, capazes de induzir à 385 

uma melhor assimilação de carboidratos. O aumento de atividade de protease, amilase e lipase 386 

de protozoeas, misis e pós-larvas em Fenneropenaeus indicus utilizando B. subtilis foi 387 

reportado por Ziaei-Nejad et al. (2006), com resultados semelhantes reportados em L. 388 

vannamei em larvas e juvenis com adição de B. coagulans na água (Zhou et al., 2009). 389 

3.2. Caracterização e avaliação dos isolados do gênero Bacillus  390 

No meio utilizado para a caracterização morfofisiológica, as colônias não 391 

apresentaram variação para forma, transparência, cor e tamanho das colônias entre as cepas 392 

isoladas. Dentre as outras características, das oito cepas isoladas, pôde-se avaliar que: a borda 393 

variou entre borda inteira e ondulada; para a característica da superfície da colônia, apenas a 394 

IPA 56 e a IPA 122 apresentaram superfície lisa; somente duas cepas são Gram-negativas 395 
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(IPA S.51 e IPA 58); e a característica que mais variou foi a elevação da colônia compondo 396 

na maioria na forma umbonada (IPA 14, IPA S.51, IPA 58, IPA 239 e IPA 240), seguida da 397 

lente (IPA 24 e IPA 56) e apenas a IPA 122 apresentou-se com elevação umbilicada (Tabela 398 

3).  399 

Todas as cepas têm um crescimento rápido em estufa a 30ºC com menos de 24h de 400 

incubação. As colônias das bactérias IPA S.51, IPA 56 e IPA 58 apresentaram formação de 401 

muco, sendo ausente nas demais, incluindo as ATCC. A característica que mais variou na 402 

avaliação fisiológica entre as cepas isoladas foi a alteração do meio 79 quanto à acidificação 403 

e/ou alcalinização, ou mesmo mantendo o meio em pH neutro. As cepas IPA 14, IPA 24, IPA 404 

122 e IPA 239 acidificaram o meio de cultura, enquanto que as cepas IPA S.51, IPA 56, IPA 405 

58 e IPA 240, não alteraram o pH (Tabela 3).  406 

Todas as cepas isoladas foram negativas para urease, H2S e indol. Resultados positivos 407 

foram em relação à motilidade, à formação de esporos e à catalase (Tabela 4). A leitura para a 408 

presença indireta de flagelos nas bactérias foi traduzida por motilidade positiva e é tida como 409 

característica do gênero Bacillus em sua maioria. O fenômeno de formação de endosporos 410 

(um só esporo por célula vegetativa) foi visualizado em microscópio e, para todos os isolados, 411 

apresentaram esporo central ou terminal, de forma esférica ou elipsoidal e não deformou a 412 

célula (Tabela 4). As bactérias catalase positiva evitam a toxicidade celular, podendo ser 413 

usadas no combate ao estresse oxidativo e, consequentemente, é considerado como um 414 

mecanismo de proteção (Mbai et al., 2013). 415 

O teste de oxidase para o gênero Bacillus varia muito entre as espécies, porém a 416 

maioria foi oxidase positiva, exceto a cepa IPA 122 (Tabela 4). A oxidase também conhecida 417 

como SOD (superóxido dismutase) está relacionada à proteção contra a toxicidade, assim 418 

como a catalase, e define praticamente se a espécie bacteriana é aeróbia (Mbai et al, 2013). 419 
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Os metabolismos das cepas bacterianas isoladas, juntamente com as bactérias tomadas 420 

como controle, fermentaram somente a glicose (Tabela 4).  421 

Todas as cepas foram capazes de resistir à 50⁰C em estufa bacteriológica, porém 422 

cessaram crescimento após essa temperatura (55-60⁰C) e à 4⁰C quando estocadas em BOD. 423 

As bactérias isoladas foram tolerantes às concentrações de 17,5% e 35% de NaCl, além de 424 

crescerem em diferentes pH (6, 7 e 8) (Tabela 4). 425 

De acordo com Cottrel e Kirchman (2004), existe uma relação entre a abundância de 426 

determinados grupos de bactérias ao longo de um gradiente salino, podendo haver um 427 

crescimento bacteriano lento em condições de alta salinidade. Dependendo da região, época 428 

do ano e índice de pluviosidade, a salinidade nos cultivos pode variar desde valores próximos 429 

a zero até com salinidade superior à oceânica (Araneda et al., 2008). De acordo com os 430 

resultados, as bactérias selecionadas suportam variações de salinidade, o que implica em uma 431 

melhor eficiência em distintos ambientes salinos, ou até em água doce.  432 

Semelhante à salinidade, o pH não é constante em cultivos podendo variar desde 433 

próximo a 6, quando em sistema superintensivo (Vinatea et al., 2010), até 9 sob condição 434 

eutrofizada (Momoyama, 2004). Toro (2005), avaliou o pH do hepatopâncreas de camarões L. 435 

vannamei, submetidos a cultivo experimental, encontrando nestas condições pH variando 436 

entre 3,5 e 3,8. Entretanto, e de acordo com Gibson (1979), o pH do suco gástrico dos 437 

crustáceos decápodas varia do ácido à neutralidade (pH de 4,7 a 7,0). Como as cepas foram 438 

retiradas dos órgãos de camarões L. vannamei cultivados sob condições heterotróficas, supõe-439 

se que também são resistentes à gradientes mais baixos de potencial hidrogeniônico. 440 

O gênero Bacillus é extremamente heterogêneo tanto geneticamente (o conteúdo G/C 441 

das diversas espécies variam de 32% a 69%) quanto fenotipicamente (tipo respiratório, 442 

metabolismo dos açúcares, composição da parede, etc) e é composto por 141 espécies, 443 
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segundo Ash et al. (1991). Porém, não houve tanta variação dos ideótipos encontrados no 444 

interior dos órgaos extirpados do camarão que foram positivas para as atividades de protease e 445 

amilase, escolhidas como critério de seleção. Apesar das cepas IPA S.51 e IPA 58 serem 446 

Gram-negativas, a literatura descreve que uma colônia jovem de qualquer espécie desse 447 

gênero pode também responder como Gram-negativa. Sendo assim, não há como identificar 448 

bactérias por testes bioquímicos, e sim caracterizar. O isolado IPA 14 possui características 449 

morfológicas idênticas às cepas IPA 24, IPA 239 e IPA 240, cujos alinhamentos mais 450 

significativos pelo NCBI/GenBank, sugeriram B. amyloliquefaciens. 451 

Foi verificado que todos os isolados bacterianos apresentaram atividade positiva para a 452 

enzima lipase (Tabela 4), observada pela emissão de fluorescência das colônias sob luz UV, 453 

merecendo destaque as cepas IPA 122 e IPA 239 por terem emitido forte fluorescência dos 454 

cristais formados, seguindo das cepas IPA 14, IPA 24, IPA 56 e IPA S.51, em ordem 455 

decrescente de intensidade de emissão. As estirpes Bs 19659 e Bp 14884 não apresentaram 456 

essa atividade, o que corrobora com a especiação ou perda devido ao processo de liofilização. 457 

Lipases bacterianas são principalmente extracelulares e os gêneros de bactérias produtoras 458 

desta enzima incluem Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus (Jaeger e Arpingy, 1999). A 459 

seleção de bactérias excretoras de lipase e, a inclusão destas na dieta de camarão, poderiam 460 

aumentar a digestibilidade e a assimilação de lipídios. 461 

No método para detecção de produção de sideróforos (quelantes de ferro), a conversão 462 

da cor azul da solução CAS para amarelo dentro de 15min indicou a produção de sideróforos 463 

pelas cepas bacterianas IPA 24, IPA S.51, IPA 56, IPA 58, IPA 122 e IPA 239 (Tabela 4). O 464 

ferro é importante para crescimento da maioria das bactérias, porém é encontrado em baixas 465 

concentrações nos fluidos dos animais e na forma insolúvel F3
3+

 (Verschuere et al., 2000). 466 
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Probióticos produtores de sideróforos podem deprimir o crescimento de patógenos em 467 

condições de limitação de ferro (Kesarcodi-Watson et al., 2008).  468 

 Das cepas isoladas, apenas três apresentaram efeito antimicrobiano frente às cepas 469 

patogênicas testadas: a IPA 24 formou halo inibitório de 9,87±0,34 mm para P. aeruginosa; a 470 

IPA 56 e a IPA 58 inibiram V. mimicus formando halos de 8,71±0,27 e 8,62±0,24 mm, 471 

respectivamente. Semelhante inibição in vitro foi relatada por Bacillus pumilus isoladas de 472 

tilápia (Aly et al., 2008) e Bacillus sp. (P64) isolado de hepatopâncreas de L. vannamei 473 

(Gullian et al., 2004) contra V. harveyi S2 com zona inibitória de 15,3 mm de diâmetro. 474 

Bacillus isolados de intestino de L. vannamei apresentaram atividade antagônica aos 475 

patógenos V. parahaemolyticus e V. vulnificus com zonas de inibição de diâmetro de 11 e 476 

17,5 mm, respectivamente (Luis-Villaseñor et al., 2011). 477 

 A atuação de um probiótico do gênero Bacillus no ambiente como biocontrolador 478 

inibindo o crescimento de bactérias patogênicas pode ser realizada por exclusão competitiva 479 

ou pela liberação de compostos antimicrobianos como biossurfactantes, bacteriocinas e 480 

sideróforos (Mukherjee et al., 2009). 481 

3.3. Formação de biofilme em microplaca  482 

 Todas as culturas estavam numa concentração entre 4,1 x 10
8
 UFC/mL (IPA 56) a 5,8 483 

x 10
8
 UFC/mL (IPA 24) no TSBGLU após 24h de crescimento. Das 30 possíveis combinações 484 

entre as cinco bactérias testadas, os biofilmes de duas, três, quatro e cinco espécies 485 

combinadas estão representadas na Figura 1. As cepas IPA 24, IPA 122 e IPA 239 formaram 486 

menor biofilme quando em monocultura; porém, a IPA 122 quando em combinação com IPA 487 

56 e/ou IPA 58, a formação foi estimulada, apresentando padrão de sinergismo. Tal fato pode 488 

indicar que interações interespecíficas levaram à formação cooperativa de biofilme. Houve 489 

interações nas combinações IPA 56+58, IPA 58+122 e IPA 56+58+122 baseadas na 490 
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densidade celular aumentada quando as culturas individuais IPA 56 e IPA 58 foram 491 

combinadas com a IPA 58, corroborando para a ideia de que o melhor formador de biofilme 492 

domina o biofilme (visto na IPA 58). Na combinação IPA 56+122 houve cooperação 493 

interespecífica. Nas outras combinações (quatro e cinco bactérias) ficou claro que não 494 

cooperaram para a indução de sinergismo (Figura 1). 495 

 A ideia de cooperação entre comunidades bacterianas se baseia na hipótese de ser uma 496 

consequência de espécies que se adaptam à presença uma da outra, levando à uma 497 

comunidade dependente. A habilidade individual de formação de biofilme não é 498 

necessariamente um indicador de potencial de formação de biofilmes com multiespecies 499 

(Burmølle et al., 2006; Bharathi et al., 2011). Esta mudança de padrão de biofilme de fraco 500 

para moderado ou forte pode ser o resultado de interações metabólicas (Møller et al., 1998), 501 

coagregação melhorada (Rickard et al., 2003), distribuição espacial organizada (Skillman et 502 

al., 1998) e/ou por facilitarem a ligação inicial da superfície (Simões et al., 2008; Klayman et 503 

al., 2009). Assim, espécies que não formam biofilmes podem se beneficiar das vantagens 504 

associadas à formação de biofilmes, incluindo proteção aprimorada ao estresse externo e 505 

disponibilidade de nicho expandida, através do engajamento com comunidades 506 

multiespecíficas. As cepas IPA 24 e IPA 239 foram determinantes na redução do biofilme 507 

quando foram combinadas, em comparação com as que melhor formaram biofilme, indicando 508 

alta prevalência de concorrência. 509 

 Lee et al. (2014) abordaram o efeito protetor de espécies resistentes em biofilme com 510 

três espécies de bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas protegens e Klebsiella 511 

pneumoniae). A espécie resistente protege a espécie mais sensível de compostos inibitórios e 512 

o conjunto dessas três permaneceu constante, o que implica que mecanismo de resistência são 513 

adquiridos em biofilmes multiespécies. Os exemplos são todos indicativos de sinergismo na 514 
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formação de biofilme, mas a prevalência e impacto desses efeitos entre as bactérias isoladas 515 

de ambientes naturais ainda não foram abordados. 516 

 Na dinâmica de cultivo de animais aquáticos, a velocidade e facilidade de expansão 517 

populacional de bactérias probióticas aliadas à capacidade de aderência à mucosa intestinal e 518 

à capacidade de formação de biofilme incrementam tanto na produção primária quanto em 519 

benefícios ao hospedeiro pela competição (exclusão competitiva) com patógenos oportunistas. 520 

Porém, não há estudos com bactérias isoladas de camarões para fazer a comparação da 521 

formação de biofilme e eventuais sinergismos entre multiespécies. 522 

 523 

4. Conclusões 524 

Dentre os caracteres avaliados para seleção, as cepas de Bacillus isoladas de 525 

Litopenaeus vannamei cultivados em experimento heterotrófico potencialmente probióticas 526 

mais promissoras foram: (1) IPA 24 (B. amyloliquefaciens) pelas atividades enzimáticas e por 527 

inibir P. aeruginosa; (2) e (3) IPA 56 (B. subtilis) e IPA 58 (Bacillus sp.) por apresentarem 528 

maiores valores de IE para excreção de amilase e por ambas apresentarem atividade 529 

antagônica ao V. mimicus; (4) IPA 122 (B. pumilus) por apresentar maior IE quanto à 530 

excreção de protease e maior atividade de lipase; e (5) IPA 239 (B. amyloliquefaciens) pela 531 

forte atividade de lipase, sendo estas também resistentes a variações de pH e NaCl. 532 

Resultados mostraram que a metodologia adotada para detecção de formação de biofilme 533 

pode servir como uma ferramenta quantitativa confiável para esta determinação, e a cepa IPA 534 

58 atuou como dominante na formação de biofilme mostrando-se com elevada cooperação 535 

interespecífica quando em cocultura. 536 

 537 
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Tabela 1. Valores das médias (± erro padrão) para atividades semiquantitativas de protease e amilase de cepas bacterianas isoladas do 727 

hepatopâncreas e estômago de L. vannamei de acordo com Diâmetro da Colônia (DC), Diâmetro do Halo de Degradação (DHD) e Índice 728 

Enzimático (IE).
1
 729 

Cepa 

Protease Amilase 

DC (mm) DHD (mm)
 

IE
 

DC (mm) DHD (mm) IE
 

IPA13 28,00 ± 0,00 41,33 ± 1,33 1,48 ± 0,05 
de

 16,00 ± 3,06 32,67 ± 3,33 2,18± 0,37 
b
 

IPA14 26,00 ± 1,15 41,33 ± 0,67 1,59 ± 0,05 
cde

 8,33 ± 1,76 25,67 ± 1,33 3,49 ± 0,99
 b
 

IPA17 1,33 ± 0,17 3,10 ± 0,23 2,32 ± 0,01 
a
 - - - 

IPA24 27,33 ± 1,33 39,33 ± 1,33 1,44 ± 0,02 
de

 5,67 ± 0,33 19,67 ± 0,33 3,49 ± 0,16 
b
 

IPA34 4,33 ± 0,33 7,00 ± 0,33 1,63 ± 0,12 
cde

 - - - 

IPAS.51 18,67 ± 0,67 32,00 ± 1,15 1,72 ± 0,03 
cd

 4,44 ± 0,13 12,96 ± 1,22 2,91 ± 0,21
 b
 

IPA54 17,33 ± 0,67 30,00 ± 0,67 1,73 ± 0,03 
cd

 - - - 

IPA55 - - - 2,67 ± 0,33 8,00 ± 0,67 3,00 ± 0,00 
b
 

IPA56 26,67 ± 0,67 42,67 ± 1,76 1,60 ± 0,09
 cde

 5,67 ± 1,67 20,33 ± 0,33 4,11 ± 0,89 
b
 

IPA58 18,67 ± 1,76 34,00 ± 2,31 1,83 ± 0,05 
bc

 4,67 ± 0,33 22,67 ± 1,45 4,87 ± 0,13 
b
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IPA122 6,49 ± 0,46 15,79 ± 1,12 2,43 ± 0,06 
a
 - - - 

IPA239 21,09 ± 0,68 30,56 ± 0,34 1,45 ± 0,03 
de

 7,17 ± 0,44 23,17 ± 0,93 3,26 ± 0,26 
b
 

IPA240 18,04 ± 1,06 28,41 ± 0,49 1,58 ± 0,07
 cde

 5,83 ± 0,44 22,50 ± 0,29 3,91 ± 0,35
 b
 

IPAS.252 5,33 ± 0,33 11,66 ± 0,33 2,20 ± 0,12 
ab

 - - - 

IPA264 5,33 ± 0,67 10,00 ± 0,67 1,89 ± 0,11
 bc

 - - - 

IPA272 - - - 1,50 ± 0,29 11,50 ± 1,15 7,67 ± 1,35 
a
 

IPA273 2,67 ± 0,33 4,47 ± 0,20 1,68 ± 0,01 
cde

 - - - 

IPA275 3,33 ± 0,33 8,46 ± 0,47 2,54 ± 0,22 
a
 - - - 

IPA276 4,00 ± 1,15 7,67 ± 2,19 1,78 ± 0,28 
cd

 - - - 

IPA277 4,67 ± 0,17 10,54 ± 0,13 2,26 ± 0,04 
ab

 - - - 

1
Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenças significativas entre as cepas bacterianas isoladas (P <0,05);

 
“-” 730 

indica ausência de formação de halo. 731 

 732 

 733 

 734 

 735 
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Tabela 2. Identidade da microbiota isolada de hepatopâncreas e estômago de L. vannamei com base na identidade da sequência parcial do gene 736 

16S rRNA realizada pelo programa BLAST no GenBank. 737 

Cepas Tamanho (pb) Max score
1
 Query cover

2
 Identidade

3
 E-value

4
 Acesso

5
 NCBI/GenBank  

IPA14 1142 1969 99% 98% 0.0 KJ906613 Bacillus sp.  

IPA24 1135 1929 98% 98% 0.0 MF581452 Bacillus amyloliquefaciens  

IPAS.51 1442 1434 98% 99% 0.0 JX660686 Bacillus sp.  

IPA56 1479 1400 99% 99% 0.0 AY905693 Bacillus subtilis  

IPA58 1477 1377 99% 99% 0.0 HM021765 Bacillus sp.  

IPA122 1506 1480 97% 99% 0.0 DQ837545 Bacillus pumilus  

IPA239 1475 1445 99% 99% 0.0 HQ844500 Bacillus amyloliquefaciens  

IPA240 1154 1914 97% 97% 0.0 MF581452 Bacillus amyloliquefaciens  

1
Nota atribuída pelo algoritmo e baseado no número de pareamento perfeitos (match) e imperfeitos (mismacht) entre a sequência de entrada e 738 

alguma sequência do banco de dados. O seu valor alto dá uma indicação da qualidade do alinhamento; 
2
Porcentagem da sequência de entrada que 739 

alinhou com as sequências do banco de dados; 
3
Número de pares de bases porcentagem de identidade entre a sequência do isolado de camarão e 740 

o organismo relacionado; 
4
Probabilidade do alinhamento ser real ou obtido meramente ao acaso entre as sequências de entradas e a do banco de 741 
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dados. Quanto mais próximo de zero, mais significativo é o alinhamento; 
5
Número de acesso mais bem pontuado da sequência do organismo 742 

relacionado. 743 

 744 

 745 

 746 

 747 

 748 

 749 

 750 

 751 

 752 

 753 

 754 

 755 

 756 

 757 
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Tabela 3. Caracterizações morfológica e fisiológica de cepas bacterianas: forma, borda, superfície, transparência, cor, elevação, Gram, tamanho, 758 

tempo de crescimento, formação de muco e alteração no meio. 759 

Cepa 

Caracterizações morfológicas 

Cepa 

Caracterizações fisiológicas 

FOR BOR SUP TRP COR ELE GRA TAM TCR FMC ALM 

IPA14 CI ON RU OP BR UO GP >1mm IPA14 <24h AU AC 

IPA24 CI IN RU OP BR LE GP >1mm IPA24 <24h AU AC 

IPAS.51 CI IN RU OP BR UO GN >1mm IPAS.51 <24h PR NE 

IPA56 CI IN LI OP BR LE GP >1mm IPA56 <24h PR NE 

IPA58 CI ON RU OP BR UO GN >1mm IPA58 <24h PR NE 

IPA122 CI IN LI OP BR UI GP >1mm IPA122 <24h AU AC 

IPA239 CI ON RU OP BR UO GP >1mm IPA239 <24h AU AC 

IPA240 CI ON RU OP BR UO GP >1mm IPA240 <24h AU NE 

Legenda: FOR: forma da colônia (CI – circular); BOR: borda da colônia (IN – inteira, ON – ondulada, FI – filamentosa); SUP: superfície (LI – 760 

lisa, RU – rugosa); TRP: transparência (OP – opaco); COR: cor da colônia (BR – branca); ELE: elevação (PL – plana, LE – lente, UO – 761 

umbonada, UI – umbilicada); GRA: Gram (GP – Gram positiva, GN – Gram negativa); TAM: tamanho da colônia; TCR: tempo de crescimento; 762 
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FMC: formação de muco (PR – presente, AU – ausente); ALM: alteração no meio (AC – ácido, NE – neutro, ALC – alcalino).  IPA 14 (Bacillus 763 

sp.); IPA 24 (B. amyloliquefaciens); IPA S.51 (Bacillus sp.), IPA 56 (B. subtilis); IPA 58(Bacillus sp.); IPA 122 (B. pumilus); IPA 239 (B. 764 

amyloliquefaciens); IPA 240 (B. amyloliquefaciens). 765 
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Tabela 4. Determinações fisiológicas e/ou bioquímicas de cepas de Bacillus isoladas de 766 

hepatopâncreas e estômago de L. vannamei. 767 

Característica 

Cepas 

IPA14 IPA24 IPAS.51 IPA56 IPA58 IPA122 IPA239 IPA240 

Urease - - - - - - - - 

Hidrólise de 

lipídio 

+ + + + + + + + 

Oxidase + + + + + - + + 

Catalase + + + + - + + + 

H2S - - - - - - - - 

Indol - - - - - - - - 

Motilidade + + + + - + + + 

Sideróforos - + + + + + + - 

Formação de 

esporos 

+ + + + + + + + 

Crescimento:         

pH 6 + + + + + + + + 

pH 7 + + + + + + + + 

pH 8 + + + + + + + + 

NaCl 0% + + + + + + + + 

NaCl 10% + + + + + + + + 

NaCl 35% + + + + + + + + 

5
⁰
C - - - - - - - - 

30
⁰
C + + + + + + + + 
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50
⁰
C + + + + + + + + 

Fermentação de 

açúcares: 

        

glicose + + + + + + + + 

sacarose - - - - - - - - 

lactose - - - - - - - - 

Os campos com sinal (+) indicam reação positiva e os campos com sinal (-) indicam reação 768 

negativa. Legenda: IPA 14 (Bacillus sp.); IPA 24 (B. amyloliquefaciens); IPA S.51 (Bacillus 769 

sp.), IPA 56 (B. subtilis); IPA 58 (Bacillus sp.); IPA 122 (B. pumilus); IPA 239 (B. 770 

amyloliquefaciens); IPA 240 (B. amyloliquefaciens). 771 

 772 

 773 

 774 

 775 

 776 

 777 

 778 

 779 

 780 

 781 

 782 

 783 

 784 

 785 
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Legenda da figura 786 

Figura 1. Formação de biofilme de cinco cepas selecionadas em monocultura e cocultura. 787 

Biofilme formado pelos isolados IPA 24 (Bacillus amyloliquefaciens), IPA 56 (Bacillus 788 

subtilis), IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 122 (Bacillus pumilus) e IPA 239 (Bacillus 789 

amyloliquefaciens subs. amyloliquefaciens) quando alíquotas iguais das culturas diluídas 790 

foram incubadas em coculturas de dois, três, quatro e cinco isolados. Ensaios para detecção de 791 

efeito sinérgico foram realizados com seis réplicas. Barras representam as médias (± erro 792 

padrão) de seis réplicas. 793 
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Resumo  21 

A carcinicultura é uma atividade que pode provocar graves impactos ao meio ambiente. 22 

Tendo em vista que o controle de microrganismos patogênicos é fundamental para o sucesso 23 

da produção, a adição de probióticos auxilia na qualidade do cultivo. Adicionalmente, esta 24 

prática almeja o incremento na produtividade e desempenho do animal. Duas cepas de 25 

bactérias do gênero Bacillus isoladas de Litopenaues vannamei foram suplementadas em 26 

dietas experimentais em concentrações de 1,0 x 10
9
 UFC/mL para avaliar a capacidade de 27 

colonização e modificação da microbiota de hepatopâncreas e intestino de PL de 28 

Macrobrachium rosenbergii. Os camarões foram alimentados por um período de 30 dias e 29 

foram determinados parâmetros qualidade da água e desempenho zootécnico de M. 30 

rosenbergii. A cepa IPA 58 (Bacillus sp.) e a IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) foram 31 

adicionadas na ração separadamente e em cocultura (IPA 58+239). Um probiótico comercial 32 

(PROB) foi utilizado como controle positivo no cultivo experimental. Hepatopâncreas e 33 

intestino dos animais foram coletados a cada 15 dias, para quantificação de bactérias totais, 34 

Bacillus spp. e Vibrio spp. A análise de variância (ANOVA) revelou que as cepas probióticas 35 

selecionadas, em monocultura e em cocultura, influenciaram na diminuição efetiva da 36 

microbiota de Vibrio nos órgãos avaliados durante o tempo de cultivo, quando em 37 

comparação com o experimento com PROB. Nos experimentos, IPA 58 manteve-se presente 38 

em maior concentração UFC/mL tanto no hepatopâncreas quanto no intestino, concluindo ser 39 

mais eficiente na aderência do trato. Resultados indicam que a suplementação na dieta de 40 

Bacillus pode manipular a microbiota intestinal e do hepatopâncreas. O efeito de B. 41 

amyloliquefaciens IPA 239 foi observado no biocontrole de Vibrio, tanto da água quanto dos 42 

órgãos avaliados, e a dieta tratada com esta bactéria parece melhorar a sobrevivência, o 43 

crescimento e a produtividade de PL de M. rosenbergii. Portanto, concluiu-se que a cepa 44 
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testada pode ser um probiótico promissor para M. rosenbergii incorporado à ração comercial 45 

de camarão. 46 

Palavras-chave: Bacillus sp.; Bacillus amyloliquefaciens; probiótico; crescimento; 47 

Macrobrachium rosenbergii. 48 

 49 

1. Introdução 50 

 A aquicultura evoluiu como um dos sistemas de produção de alimentos que mais 51 

cresce no mundo, sendo grande parte da produção aquícola global atribuída ao cultivo de 52 

crustáceos (FAO, 2016). A carcinicultura é uma das mais destacadas atividades dentro da 53 

aquicultura devido ao grande potencial econômico (Marques e Moraes-Valenti, 2012). Os 54 

dados mais recentes da Food and Agriculture Organization indicaram produção mundial de 55 

mais de 4 milhões de toneladas de camarões produzidos em cativeiro no ano de 2013, sendo 56 

571.152 toneladas de camarões de água doce, o que movimentou cerca de US$ 3 bilhões no 57 

mercado (FAO, 2016). 58 

 Apesar da sua grande importância, a carcinicultura é uma atividade que pode provocar 59 

graves impactos ao meio ambiente pela liberação de efluentes ricos em nitrogênio e fósforo 60 

aos corpos de água naturais (David et al., 2015). Macrobrachium rosenbergii (de Man, 1879) 61 

é uma espécie de camarão conhecida como Gigante da Malásia e é originária do Sul e Sudeste 62 

da Ásia e parte da Oceania e é uma espécie de camarão economicamente importante e 63 

cultivada. Apresenta desenvolvimento favorável em regiões tropicais e subtropicais devido às 64 

suas características de rusticidade e adaptação aos sistemas de produção em cativeiro, pelo 65 

rápido crescimento, pela alta demanda do mercado e por ser citado com resistência à maioria 66 

das doenças virais responsáveis por grandes devastações de cultivos de camarões marinhos 67 

(Kumar et al., 2013).  68 



103 

 

 

 

 O grande problema enfrentado pela indústria da aquicultura é relacionado à doenças 69 

causadas tanto por fatores bióticos quanto abióticos (Bondad-Reantaso et al., 2005). Em 70 

condições de cultivo, os microrganismos apresentam importante papel, particularmente, com 71 

respeito à produtividade, ciclagem de nutrientes, nutrição dos animais, qualidade da água, 72 

controle das enfermidades e impacto ambiental dos efluentes. Tendo em vista que o controle 73 

de microrganismos é fundamental para o sucesso da produção, a adição de probióticos, que 74 

são definidos como microrganismos benéficos que podem atuar como biocontroladores, 75 

biorremediadores ou trazendo diretamente contribuições nutricionais e para a saúde do 76 

hospedeiro, pode auxiliar na qualidade do cultivo (Xue et al., 2016; Kumar et al., 2013). 77 

 As bactérias probióticas do gênero Bacillus são encontradas naturalmente no ambiente 78 

terrestre e aquícola e têm sido empregadas na formulação de misturas probióticas por não 79 

serem consideradas patógenas humanas e se destacam pela elevada produção de enzimas e de 80 

poder inibitório a outros microrganismos, pela capacidade de competição por nutrientes e área 81 

de adesão, pela participação nos estímulos imunes e pelo aumento do balanço microbiano 82 

intestinal através da permanência nessa região (Xue et al., 2016). 83 

 Estudos comprovaram efeitos benéficos de probióticos em pós-larvas de M. 84 

rosenbergii (Keysami et al., 2007; Rinisha et al., 2010; Seenivasan et al., 2011; Seenivasan et 85 

al., 2012b,d; Abdel-Hakim et al., 2013; Gupta e Dhawan, 2013; Seenivasan et al., 2015). 86 

Portanto, o presente trabalho objetivou a avaliação do efeito de duas cepas selecionadas 87 

(Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA 239) no crescimento e na microbiota 88 

de hepatopâncreas e intestino de PL de M. rosenbergii. 89 

 90 

2. Material e Métodos 91 

 O cultivo experimental com os probióticos isolados e selecionados foi realizado no 92 

Laboratório de Sanidade de Animais Aquáticos (LASAq) do Departamento de Pesca e 93 
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Aquicultura da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As análises 94 

microbiológicas foram realizadas nos Laboratórios de Biologia do Solo do Instituto 95 

Agronômico de Pernambuco (IPA) e, as análises de enzimas, foram realizadas no Laboratório 96 

de Enzimologia (LABENZ) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 97 

2.1. Cepas bacterianas candidatas  98 

 Foram utilizadas as cepas isoladas de hepatopâncreas e estômago de camarões adultos 99 

saudáveis (peso médio de 11,2 ± 1,4 g) de Litopenaeus vannamei submetidos a cultivos 100 

experimentais heterotróficos. O conteúdo dos órgãos foi retirado em condições estéreis. As 101 

amostras foram homogeneizadas e submetidas às diluições sucessivas em meio Agar Marinho 102 

(AM, Himedia
®
) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia

®
), de onde foram 103 

isoladas as colônias bacterianas diferentes. A seleção das bactérias candidatas se baseou 104 

primariamente pela capacidade de excreção das enzimas extracelulares protease e amilase. 105 

Paralelamente foram caracterizadas utilizando o gene 16s rRNA e as sequências foram 106 

comparadas com o banco de dados GenBank através do programa BLASTn 107 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). As cepas bacterianas IPA 58 (Bacillus sp.) e IPA 239 (Bacillus 108 

amyloliquefaciens) selecionadas de acordo com as atividades enzimáticas e com resultados de 109 

detecção de formação de biofilme foram crescidas em Caldo Soja Tripticaseína (TSB, 110 

Acumedia
®
) em agitador a 30⁰C por 24 horas e em seguida foram preservadas a -80⁰C em 111 

TSB com 25% (volume/volume) de glicerol a 60% e mantidas no Laboratório de Biologia do 112 

Solo do IPA. A escolha das cepas foi de acordo com a melhor e a pior formação de biofilme 113 

(IPA 58 e IPA 239, respectivamente).  114 

2.2. Condições experimentais do cultivo 115 

 O delineamento experimental foi inteiramente casualizado utilizando cinco 116 

tratamentos com quatro repetições cada. Pós-larvas de M. rosenbergii (0,10 g ± 0,05) foram 117 

aleatoriamente estocados a 1 pl.L
-1

 em 10L em tanques cilíndricos plásticos contendo água 118 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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clara a 30⁰C ± 1⁰C. Os tanques foram supridos por um sistema de aeração contínuo e houve 119 

renovação diária de 50% da água. Os tratamentos diferiram quanto à utilização do probiótico 120 

candidato IPA 58 (Bacillus sp.), do IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens), do IPA 58+239 e 121 

do probiótico comercial (PROB). A água utilizada no experimento foi previamente clorada 122 

(30ppm de cloro ativo) e, vinte e quatro horas antes de sua utilização no sistema, foi realizada 123 

a remoção do cloro através do uso de aeração constante. Ao fim desse processo, a água foi 124 

submetida a teste colorimétrico para detecção de resíduos de cloro e, quando necessário, foi 125 

realizado o ajuste da alcalinidade e dureza através da utilização de bicarbonato de sódio 126 

(NaHCO3) e calcário dolomítico (CaCO3-MgCO3). 127 

2.2.1. Preparo e suplementação do probiótico na dieta 128 

 As cepas candidatas de Bacillus foram crescidas em TSB a 30⁰C por 24h sob agitação 129 

contínua (200 rpm) na concentração de 10
9
 UFC/mL para suplementação na ração comercial 130 

(In Vivo
®
, 40% proteína bruta) ofertada três vezes ao dia (às 10, 13 e 16 horas) em uma 131 

quantidade correspondente a 16% da biomassa total por dia, sendo realizado o ajuste da ração 132 

com base na verificação do consumo. O probiótico comercial foi adicionado à ração na 133 

proporção indicada pelo fabricante, 2g do produto por kg de ração, e em sua composição em 134 

níveis de garantia por kg do produto, constam: Bacillus toyoi 4,0 x 10
11

 UFC/kg, Bacillus 135 

subtilis 4,0 x 10
11

 UFC/kg, Bifidobacterium bifidum 3,5 x 10
11

 UFC/kg, Enterococcus 136 

faecium 3,5 x 10
11

 UFC/kg, Lactobacillus acidophilus 3,5 x 10
11

 UFC/kg, 137 

mananoligossacarídeo 10,0 g, lisina 5.000 mg, metionina 2.500 mg, colina 2.000 mg, 138 

vitamina C 10 g, vitamina E 2.500 UI e dextrose 50 g. 139 

 A viabilidade e estabilidade das duas cepas candidatas IPA 58 e IPA 239 e do 140 

probiótico comercial testado, seguiu leitura de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 141 

após diluições sucessivas (1:10) em oito vezes (10
-8

) por até 96 horas em estufa a 37⁰C, após 142 

incorporação na ração na proporção 1:1 (peso/volume), sendo realizadas leituras a cada 24 143 
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horas de 0,5 g de ração suplementada com cada tipo de probiótico em placas contendo os 144 

meios Agar Marinho (AM, Himedia
®

) e Agar Gema de Ovo Polimixina Manitol (MYP Agar 145 

Base, Himedia
®

). Como controle inicial e, durante todo o tempo do cultivo, foi realizada uma 146 

leitura da densidade óptica (DO 660nm) das cepas bacterianas e do probiótico comercial para 147 

padronização da concentração bacteriana (1,0 x 10
9
 UFC/mL) suplementada na ração. 148 

 A contagem inicial na biomassa após 24h de cultivo em meio TSB (tempo 0h) e ao 149 

final de 96h após inoculação das culturas IPA 58 e IPA 239 e do probiótico comercial 150 

(PROB) na ração se mostraram estáveis. Apesar de ocorrerem pequenas variações, durante o 151 

tempo de avaliação da viabilidade da bactéria na ração, comprovou-se que foi possível ofertar 152 

a ração inoculada numa concentração de 10
9
 UFC/mL por até quatro dias. O inóculo do 153 

probiótico comercial (g do produto/kg ração) após 24h de crescimento em TSB estava em 154 

uma concentração abaixo (10
6 

UFC/mL) da descrita no rótulo; na segunda leitura, atingiu a 155 

concentração de 10
8 

UFC/mL, e de 10
9
 UFC/mL ao final das 96h, mas não chegou à de 10

11
 156 

UFC/mL como descrita pelo fabricante. 157 

2.3. Análise da qualidade da água  158 

 Diariamente, pela manhã e à tarde, foram mensurados o pH e a temperatura através da 159 

utilização de um multiparâmetro (Akso - combo 5). O oxigênio foi mensurado duas vezes na 160 

semana com o auxílio de um oxímetro (Alfakit - AT170). As determinações de amônia, nitrito 161 

e dureza foram realizadas semanalmente, enquanto que, a alcalinidade, foi determinada por 162 

kits colorimétricos (Labcon), diariamente. 163 

2.4. Contagem de bactérias totais, Bacillus sp. e Vibrio spp. nos juvenis e na água  164 

 Uma amostragem inicial de camarões juvenis (n=8) foi retirada do tanque matriz antes 165 

de serem transferidos para as 16 unidades experimentais separadas. Amostras aleatórias de 166 

camarões de cada tanque (n=4 por tratamento) foram tomadas em dois tempos, após 15 e 30 167 

dias do início do povoamento. Os animais foram inicialmente desinfestados com imersão em 168 
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álcool 70% por 15 segundos, imersão em solução de hipoclorito de sódio (1,5%) com 0,1% de 169 

tween-80 por 15 minutos e enxague por três vezes em água destilada esterilizada. O conteúdo 170 

interno do hepatopâncreas e do intestino de cada exemplar foram semeados separadamente 171 

em placas contendo os meios Agar Marinho (AM, Himedia
®
), Agar Gema de Ovo Polimixina 172 

Manitol (MYP Agar Base, Himedia
®
) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, 173 

Himedia
®

) para contagem de bactérias totais, de bactérias do gênero Bacillus sp e de 174 

vibrionáceas, respectivamente. Após homogeneização das amostras em água peptonada 175 

alcalina (APA pH 8,6), foram realizadas diluições sucessivas (1:10) em cinco vezes (10
-5

) e 176 

foram inoculados 30 µL de cada amostra diluída. Amostras de água foram tomadas por tubos 177 

falcon de 50 mL no início do experimento (tanque matriz) e em quatro tempos, obedecendo 178 

ao cronograma de 7, 15, 22 e 30 dias após o povoamento das unidades experimentais, e foram 179 

realizadas diluições sucessivas (1:10) em cinco vezes (10
-5

) em água peptonada alcalina (APA 180 

pH 8,6) e placas contendo os meios AM e TCBS foram inoculados com 30 µL de cada 181 

amostra diluída. As placas foram incubadas a 30⁰C por 24h e os resultados foram expressos 182 

em unidades formadoras de colônias (UFC/mL).  183 

2.5. Desempenho zootécnico  184 

 Parâmetros de crescimento foram realizados ao final de 30 dias de cultivo 185 

experimental incluindo sobrevivência (nº final de camarões / nº inicial de camarões) x 100), 186 

peso médio final (biomassa final / nº de indivíduos ao final do cultivo), ganho de biomassa 187 

(biomassa final - biomassa inicial), taxa de crescimento específico [TCE %/dia = (ln peso 188 

final - ln peso inicial) / tempo de cultivo x 100], taxa de crescimento semanal (ganho de 189 

biomassa / semanas de cultivo), fator de conversão alimentar (FCA = quantidade de ração 190 

ofertada / ganho de biomassa) e produtividade (biomassa final / volume da unidade 191 

experimental) com todas as pós-larvas remanescentes. 192 

2.6. Análises estatísticas  193 
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 Para análise dos dados de qualidade de água e desempenho zootécnico foram 194 

verificadas a normalidade e homogeneidade das variâncias pelos testes de Krolmogorov-195 

smirnov e Cochran, respectivamente, sendo utilizado o transformador log (x+1) para o fator 196 

de conversão alimentar (FCA). Para a análise estatística utilizou-se a análise de variância 197 

(ANOVA), seguida do teste de comparação de médias de Tukey (p < 0,05). O teste de 198 

Kruskal-Wallis (p< 0,05) foi aplicado para os dados não normais, referentes às concentrações 199 

de amônia e nitrito. Todos os dados foram analisados através do software ASSISTAT versão 200 

7.6. 201 

 Os dados de quantificação bacteriana foram previamente transformados em log (x+1). 202 

Análise de variância com parcelas subdivididas no tempo foi utilizada para avaliação 203 

microbiológica dos órgãos dos camarões durante experimento e os dados foram submetidos à 204 

análise de variância, seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software SASM-Agri 205 

8.1. 206 

 207 

3. Resultados 208 

3.1. Fatores de qualidade da água 209 

 Os valores das variáveis físico-químicas estão apresentados na Tabela 1. A 210 

temperatura se manteve a 28⁰C, o pH em 8,1, o oxigênio dissolvido entre 6,40 e 6,60 mg.L
-1

, 211 

a alcalinidade entre 68,02 e 76,97 mg CaCO3.L
-1

, a dureza (mg Ca e Mg.L
-1

) em níveis de 50 212 

a 100, a amônia total entre 0,063 e 0,113 mg. L
-1

 e o nitrito entre 0,013 e 0,050 mg. L
-1

. Não 213 

houve diferenças significativas (p>0,05) entre os grupos experimentais. 214 

3.2. Contagem de bactérias totais e Vibrio spp. na água 215 

 As médias de valores de contagem de bactérias totais utilizando o meio AM não 216 

diferiram quanto ao tratamento e nem quanto ao tempo (dias) de cultivo do M. rosenbergii 217 

(Tabela 2). Em todos os momentos mostrou uma população de 10
4
 UFC/mL, independente do 218 
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emprego de cada tipo bacteriano, mantendo a concentração aproximada à da coleta inicial do 219 

tanque matriz que foi de 3,33 x 10
4 

UFC/mL.  220 

 Houve diferenças significativas na contagem de Unidades Formadoras de Colônias 221 

(UFC/mL) de Vibrio spp. na água de cultivo durante o tempo e entre os tratamentos (Tabela 222 

2). De acordo com a média de todos os tempos de coleta, o tratamento com a cepa probiótica 223 

IPA 239 obteve menor concentração de bactérias vibrionáceas (1,52 x 10
2
 UFC/mL); em 224 

contrapartida, maior média pôde ser observada no tratamento que utilizou o probiótico 225 

comercial testado que manteve uma população equiparada à leitura inicial da água de 1,17 x 226 

10
3 

UFC/mL. A maior média foi encontrada também no grupo PROB aos 22 dias de cultivo 227 

com 5,96 x 10
3 
UFC/mL. 228 

3.3. Contagem de bactérias totais, Bacillus sp. e Vibrio spp. nas pós-larvas 229 

3.3.1. Hepatopâncreas 230 

 Nas amostras iniciais (amostras de camarões do tanque matriz) de hepatopâncreas dos 231 

camarões recolhidos para análise das contagens de bactérias totais, de Bacillus spp. e de 232 

Vibrios spp. foram encontrados valores médios representados por 6,65 x 10
1 

UFC/mL, 4,29 x 233 

10
1 

UFC/mL e 4,76 x 10
1 
UFC/mL, respectivamente. 234 

 A contagem de bactérias totais (BT) no hepatopâncreas dos crustáceos aos 15 e 30 dias 235 

nos tratamentos com uso de probióticos foi, em geral, menor do que a população presente na 236 

água (10
4
 UFC/mL), sendo detectado nos grupos PROB aos 15 dias (1,24 x 10

4
 UFC/mL) e, 237 

IPA 58 aos 30 dias (4,75 x 10
3
 UFC/mL), as maiores médias de unidades formadoras de 238 

colônias no órgão isolado. Menor média foi encontrada no tratamento IPA 58+239 (2,50 x 10
1
 239 

UFC/mL) também aos 30 dias. No mesmo tempo, as populações dos grupos PROB e IPA 239 240 

foram de 10
2
 UFC/mL. Adicionalmente, a concentração de bactérias totais não variou 241 

significativamente com o tempo de cultivo, porém foi possível observar um decréscimo 242 

populacional com o tratamento que utilizou o probiótico comercial (Tabela 3). 243 
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 O comportamento da quantificação no hepatopâncreas das bactérias crescidas no meio 244 

MYP referentes às do gênero Bacillus foi semelhante ao das que cresceram no meio AM. 245 

Igualmente, não houve diferença significativa (p>0,05) do crescimento do número de 246 

bactérias em relação ao tempo de cultivo do animal para todos os tratamentos. O tratamento 247 

com a cepa isolada IPA 58 aumentou a sua população aos 30 dias do início do experimento 248 

(6,68 x 10
3 

UFC/mL) e, o grupo do probiótico comercial, comportou-se de forma antagonista 249 

em relação ao tempo, diminuindo a população aos 30 dias. A menor média de contagem no 250 

MYP também foi vista no grupo que utilizou a combinação IPA 58+239 (2,50 x 10
1 

UFC/mL) 251 

aos 30 dias (Tabela 3). 252 

 A média de colônias de víbrios no hepatopâncreas de amostras de camarões tomadas 253 

do tanque matriz foi menor que a encontrada na água. Em relação ao uso do probiótico 254 

comercial (PROB), as concentrações populacionais de Vibrio no hepatopâncreas e na água 255 

foram equiparadas, e foram significativamente maiores que os grupos que utilizaram as cepas 256 

IPA 58, IPA 239 e IPA 58+239 (Tabela 3). Não houve diferença significativa (p>0,05) na 257 

contagem em relação ao tempo de cultivo em cada tratamento avaliado (Tabela 3). Os grupos 258 

com as cepas IPA 58, IPA 239 e IPA 58+239 apresentaram as menores contagens desde a 259 

primeira coleta, com contagem menor que a inicial supracitada, diferentemente do tratamento 260 

com o probiótico comercial (2,01 x 10
3 
UFC/mL).  261 

3.3.2. Intestino 262 

 Na avaliação de intestinos de camarões no tempo inicial (amostra composta do tanque 263 

matriz) foi encontrada uma microbiota de 6,57 x 10
2 

UFC/mL, 1,74 x 10
2 

UFC/mL e 1,48 x 264 

10
2 

UFC/mL referentes às contagens de bactérias totais, de Bacillus spp. e de Vibrio spp., 265 

respectivamente. Estas populações foram mais elevadas quando em comparação às 266 

encontradas no hepatopâncreas no tempo inicial e foram menores que as encontradas na água. 267 



111 

 

 

 

 Todas as médias de BT dos tratamentos distintos foram menores aos 15 dias após 268 

início do experimento às encontradas no hepatopâncreas. Ao final de 30 dias, todas as médias 269 

de todos os grupos foram maiores em relação às médias aos 15 dias de cultivo; porém, não foi 270 

significativo em relação ao tempo (Tabela 4); o tratamento que utilizou a cepa IPA 58 271 

incorporou uma microbiota de 1,06 x 10
3 

UFC/mL na última contagem do intestino. Nos 272 

tratamentos IPA 58 e IPA 58+239, as contagens de BT no intestino foram aproximadas às 273 

encontradas no hepatopâncreas; já nos grupos PROB e IPA 239, foram maiores (Tabela 4). 274 

 Toda avaliação das bactérias crescidas no meio AM supracitada foi observada no meio 275 

MYP: não houve variação significativa com o tempo (p>0,05), porém em geral as contagens 276 

no tempo de 30 dias foram maiores, excetuando o grupo IPA 58+239 que manteve uma 277 

população aproximada de 10
1
 UFC/mL. O tratamento IPA 58 aumentou de 2,5 x 10

1 
UFC/mL 278 

para 1,28 x 10
3 

UFC/mL aos 30 dias. 279 

 A carga na amostra composta inicial de Vibrio encontrada no intestino foi maior (10
2
) 280 

que a do hepatopâncreas (10
1
), mas menor que a da água (10

3
). Houve diferenças 281 

significativas na contagem (p<0,05) no tempo (dias) para o tratamento PROB, apresentando 282 

um acréscimo da população chegando à contagem de 7,76 x 10
3 

UFC/mL. Os tratamentos IPA 283 

58, IPA 239 e IPA 58+239 mantiveram e/ou apresentaram médias iguais a zero, dados que 284 

corroboram com a característica de biocontrole contra patógenos e de extrema importância 285 

para a aquicultura. 286 

3.4. Desempenho zootécnico 287 

 Não houve diferença significativa entre o uso dos probióticos selecionados (IPA 58, 288 

IPA 239 e IPA 58+239) e em comparação ao grupo PROB sobre a sobrevivência, peso final, 289 

ganho de biomassa, taxa de crescimento específico, taxa de crescimento semanal, fator de 290 

conversão alimentar e produtividade até o final do período de cultivo (Tabela 5). O grupo IPA 291 

239 apresentou maior sobrevivência (90 ± 7%), maior ganho de biomassa (8,74 ± 1,96 g), 292 
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melhor índice de fator de conversão alimentar (1,69 ± 0,41) e maior produtividade (0,97 ± 293 

0,19 kg.m
-3

). Menor taxa de crescimento específico (TCE) foi encontrada no IPA 58+239 294 

(5,90 ± 0,69% ao dia). Nos grupos IPA 58, IPA 239 e PROB, as médias de peso final 295 

(aumentado em 10x em 30 dias de cultivo) e taxa de crescimento semanal foram iguais (1,07 296 

g e 0,18 g.sem
-1

, respectivamente) (Tabela 5). 297 

 298 

4. Discussão 299 

 Valores das variáveis físico-químicas da água monitoradas durante o experimento 300 

foram estáveis e dentro da faixa recomendada para o cultivo de M. rosenbergii (New et al., 301 

2010). O uso de probióticos na carcinicultura pode proporcionar uma melhoria nos parâmetros 302 

utilizados para avaliar a qualidade da água através do equilíbrio das principais variáveis 303 

físicas e químicas (Souza et al., 2012). Temperatura, pH, concentração de oxigênio 304 

dissolvido, alcalinidade e dureza permaneceram dentro dos níveis seguros de criação de M. 305 

rosenbergii, sendo temperatura entre 25-28⁰C, pH entre 7,0-8,0, de 6-8 mg/L para o oxigênio 306 

dissolvido e alcalinidade e dureza entre 20 e 100 mg/L (Kumaresan et al., 2016; Ribeiro e 307 

Logato, 2016). As variáveis de amônia e nitrito permaneceram dentro da faixa indicada 308 

(Arana, 2010) e, não diferenciaram significativamente, entre os tratamentos com uso de 309 

probiótico.  310 

 Em relação à carga total bacteriana (BT) na água de cultivo, não foi possível detectar 311 

diferença significativa na quantificação de unidades formadoras de colônias entre os 312 

tratamentos. Adicionalmente, em todos os grupos experimentais, a contagem se manteve 313 

constante durante todo o tempo de cultivo devido, talvez, à troca diária de metade da água dos 314 

tanques circulares, não permitindo uma progressão. De acordo com avaliação morfológica 315 

prévia, foi possível constatar a prevalência na água dos tipos bacterianos selecionados (IPA 316 

58 e IPA 239) e inoculados através de suplementação na ração em cada tratamento; este fato 317 
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pode ser atribuído à capacidade de competição por nutrientes destas bactérias (Zokaeifar et 318 

al., 2013).  319 

 Ao comparar os tratamentos IPA 58 e IPA 239 ao grupo tratado com o probiótico 320 

comercial até o final dos 30 dias de cultivo foi possível observar uma concentração menor de 321 

Vibrio spp.; porém quando em combinação (IPA 58+239), a população UFC/mL se eleva 322 

durante o tempo tornando menos efetivo como biocontrolador. Tal fato pode ser explicado 323 

pela competição pelo espaço entre si das duas cepas de Bacillus atuando de forma antagônica, 324 

já que ambas foram positivas para o teste de sideróforos. A bactéria Bacillus 325 

amyloliquefaciens (IPA 239) foi mais eficiente como biocontroladora, diminuindo 326 

significativamente a média de Vibrio spp. na água.  327 

 Amostras de hepatopâncreas de M. rosenbergii dos tratamentos com Bacillus sp (IPA 328 

58) e Bacillus amyloliquefaciens (IPA 239) e quando estavam combinadas (IPA 58+239) 329 

apresentaram menores valores médios de população de víbrios, o que significa dizer que as 330 

cepas de Bacillus competem pelo espaço e atuam como biocontrole. Adicionalmente, foram 331 

mais eficientes na diminuição da carga vibrionácea que o grupo que utilizou o probiótico 332 

comercial (PROB). Na avaliação de bactérias totais e de bactérias do gênero Bacillus no 333 

hepatopâncreas após 30 dias de cultivo, a cepa IPA 58 mostrou-se eficaz na aderência ao 334 

órgão em estudo quando em comparação aos outros grupos experimentais. A IPA 239 335 

colonizou melhor o hepatopâncreas que quando em combinação com a IPA 58 (IPA 58+239). 336 

Tais resultados estão de acordo com a capacidade de formação de biofilme que mostraram 337 

que não se comportam de forma sinérgica, e sim de forma competitiva quando em cocultura.  338 

 A população inicial de bactérias no intestino foi maior que a encontrada no 339 

hepatopâncreas. Em todos os tratamentos houve um incremento da concentração bacteriana 340 

total (BT) e de Bacillus sp. ao final do experimento, implicando em uma melhoria na 341 

colonização do trato intestinal. Em relação à IPA 58 e, assim como no hepatopâncreas, 342 
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mostrou que a eficiência na colonização do trato, implicando em maior aderência e 343 

permanência no órgão. Concomitantemente, a IPA 239 foi melhor na colonização 344 

isoladamente que quando em cocultura (IPA 58+239) e se aderiu mais ao intestino do que ao 345 

hepatopâncreas. Vale ressaltar o caráter de biocontrole das cepas IPA 58 e IPA 239 da flora 346 

intestinal; em contrapartida, o grupo do probiótico comercial foi ineficaz contra Vibrio spp. no 347 

intestino. O gênero Bacillus spp. é conhecido pelo sucesso de aderência na mucosa intestinal 348 

de organismos aquáticos e consequente produção de substâncias antibióticas (polimixina, 349 

bacitracina e gramicidina) que têm atividade contra um amplo espectro de bactérias aeróbicas 350 

e anaeróbicas (Keysami et al. 2012). Autores defendem que a contínua adição e a dosagem 351 

adequada (dose-efeito) de probióticos na água de criação favorecem o sucesso da colonização 352 

pelos microrganismos e otimiza a formação da comunidade microbiana que necessita de 353 

tempo para estabelecer-se (Xue et al., 2016). Quando probióticos são administrados em doses 354 

efetivas, se estabelecem e colonizam o trato digestivo e aumentam a microflora natural e a 355 

resistência do hospedeiro à doenças (Gullian e Rodriguez, 2002). O aumento do efeito 356 

promotor de incremento da concentração de microflora benéfica no trato digestivo também 357 

está condicionado à concentração de bactérias probióticas na ração, sendo importante a 358 

estabilidade de células viáveis (UFC) pelo tempo de administração do probiótico na 359 

alimentação (Keysami et al., 2012).  360 

 As bactérias presentes em ambientes aquáticos influenciam a composição da 361 

microbiota intestinal e vice-versa (Seenivasan et al., 2015). Neste ambiente, a microbiota 362 

bacteriana intestinal do animal é dominada principalmente por bactérias gram-negativas 363 

pertencentes aos gêneros Aeromonas e Pseudomonas (Vine et al., 2006), e vários estudos 364 

demonstraram que essa microbiota pode ser modificada pela suplementação de bactérias 365 

gram-positivas (Ziaei-Nejad et al., 2006; Vieira et al., 2008; Vieira et al., 2010). No presente 366 

estudo, os resultados corroboram com a capacidade de exclusão competitiva da microflora 367 
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microbiana gram-negativa por bactérias do gênero Bacillus sp. Outros pesquisadores 368 

observaram um incremento na concentração do probiótico testado no trato digestivo e no 369 

hepatopâncreas de M. rosenbergii (Kumar et al., 2013; Zhang et al., 2011; Zokaeifar et al., 370 

2013). Foi relatado por Keysami e Mohammadpour (2012) colônias de Bacillus estabelecidas 371 

em intestino de PL de M. rosenbergii alimentado com dieta suplementada com Bacillus 372 

subtilis. Da mesma forma, Seenivasan et al. (2012d) observaram que as colônias bacterianas 373 

probióticas se estabeleceram no intestino de PL de M. rosenbergii na concentração de 332 x 374 

10
4
 células (UFC) quando alimentado com Bacillus subtilis incorporada à dieta em 10

7
. 375 

Adicionalmente, Seenivasan et al. (2015) fizeram outro cultivo com BS (Bacillus subtilis) e 376 

SC (Saccharomyces cerevisiae), ambas incorporadas à ração (40% de proteína) na 377 

concentração de 10 x 10
7
 UFC/mL, e obtiveram uma leitura de UFC/mL do intestino após 90 378 

dias de cultivo de PL30 de M. rosenbergii em água clara de 120 x 10
4
 UFC de células viáveis 379 

de BS.  380 

 Em alguns trabalhos que envolvem testes com probióticos contendo o gênero Bacillus 381 

sp. foram avaliados experimentalmente espécies de camarões marinhos, como Litopenaeus 382 

vannamei (Ferreira et al., 2015), Farfantepenaeus brasiliensis (Souza et al., 2012), F. 383 

duorarum (Emerenciano et al., 2013), ou foram adicionados diferentes probióticos na fase de 384 

larvicultura de M. rosenbergii em água salobra (Kennedy et al., 2006; Keysami et al., 2007). 385 

De acordo com Decamp et al. (2008), nestas pesquisas as contagens mais altas de bactérias 386 

desse gênero foram obtidas pois corroboram com a teoria de afinidade de Bacillus sp. com o 387 

meio salino, como forma de exclusão de outros microrganismos que não se adaptam em 388 

ambientes com salinidade. 389 

 Em termos de desempenho zootécnico, o tratamento IPA 239 apresentou uma 390 

promissora produtividade em kg/m
3
, sendo interessante reproduzir experimento com esta 391 

bactéria probiótica em cultivos em escala comercial. Na maioria dos tratamentos 392 
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experimentais, exceto no tratamento IPA 58+239, o uso de bactérias selecionadas em 393 

monocultura e do probiótico comercial resultou em animais que tiveram um incremento de 10 394 

vezes o seu peso inicial em 30 dias, atingindo média de 1,07 ± 0,16 g. Em comparação, o 395 

melhor e o pior desempenho no ganho de peso de PL de M. rosenbergii alimentado com ração 396 

suplementada com B. subtilis (10
7
) por 90 dias foi de 1,10 ± 0,07 g e 0,79 ± 0,06 g 397 

(Seenivasan et al., 2012d). Probióticos podem melhorar a atividade digestiva pela síntese de 398 

vitaminas e cofatores, bem como a atividade enzimática (Wang, 2007). Bacillus sp. produz 399 

uma variedade de proteases e outras enzimas que permitem degradar uma variedade de 400 

substatos naturais e contribuir para a ciclagem de nutrientes (Gullian et al. 2004). Essas 401 

propriedades podem ser a causa do aumento de peso, melhorando a digestão ou a absorção de 402 

nutrientes.  403 

 Adicionalmente, os parâmetros de crescimento de PL de M. rosenbergii, como 404 

sobrevivência, ganho de biomassa, fator de conversão alimentar e produtividade, foram 405 

maiores nos tanques com IPA 239 incorporada à dieta quando em comparação aos outros 406 

grupos experimentais. Nos grupos IPA 239 e IPA 58+239, foram observados ótimos índices 407 

de sobrevivência (90% e 85%, respectivamente). Estudo utilizando B. subtilis (BS) 408 

suplementada em 10
7
 à dieta de PL de M. rosenbergii em água clara resultou em aumento 409 

significativo (p<0,05) da sobrevivência entre os tratamentos, onde a maior taxa foi de 90 ± 410 

2,50 % no tratamento utilizando 3% de BS na ração com 40% de proteína (Seenivasan et al., 411 

2012d). Rahiman et al. (2010) sugeriram que o uso de bactérias probióticas isoladas dos 412 

próprios camarões podem permitir resultados mais promissores quanto aos relação aos 413 

parâmetros zootécnicos do que o uso de outros probióticos. De acordo com os últimos 414 

autores, ao utilizar dieta suplementada com Bacillus NL110, houve aumento significativo no 415 

ganho de peso e na TCE em M. rosenbergii sem qualquer aumento significativo na 416 

sobrevivência. Concomitantemente, Kumar et al (2013) descreveram aumento significativo 417 
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dos parâmetros de crescimento (ganho de peso e TCE) e não constataram diferenças 418 

significativas na sobrevivência. Keysami e Mohammadpour (2012) notaram que probióticos 419 

incorporados à dieta melhorou o desempenho na sobrevivência e no crescimento de PL de M. 420 

rosenbergii.  421 

 Uma possível explicação para o aumento do desempenho como resultado da adição de 422 

probiótico é a melhoria na digestibilidade, o que pode, por sua vez, explicar o melhor fator de 423 

conversão alimentar e o aumento da taxa de crescimento específico (Seenivasan et al., 2015). 424 

Seenivasan et al. (2012d) reportaram que B. subtilis suplementada (1,0 x 10
7
 UFC/mL) em 425 

ração peletizada ofertada por 90 dias à PL30 de M. rosenbergii resultou em aumento 426 

significativo (p<0,05) da TCE e do FCA em relação à um controle sem probiótico. No estudo 427 

destes autores, o menor índice de FCA foi de 2,47 ± 0,21 g no tratamento com 3% de BS 428 

incorporado à ração. Neste presente trabalho, FCA chegou a 2,65:1 (IPA 58+239), dados 429 

satisfatórios e compatíveis com a literatura, visto que o sistema foi conduzido em água clara 430 

com renovação diária e foi somente alimentado com ração suplementada com as bactérias 431 

probióticas. O melhor e promissor índice de FCA foi encontrado no tratamento com Bacillus 432 

amyloliquefaciens IPA 239 em monocultura (1,69 ± 0,41 g). De acordo com Moraes-Riodades 433 

e Valenti (2004), o fator de conversão alimentar (FCA) pode variar de 2,5:1 a 1,8:1 ao cultivar 434 

o M. rosembergii utilizando sistema de cultivo tradicional de água clara e com renovação, e 435 

com utilização de outras técnicas como bandejas. Keysami et al (2012) apontaram diferenças 436 

significativas em cultivo em sistema convencional utilizando Bacillus subtilis como 437 

probiótico quando em comparação ao controle, porém, a melhor taxa de crescimento (TCE) 438 

foi de 2,10 %/dia, contra 6,39 %/dia encontrado com a utilização da cepa IPA 239 e do 439 

probiótico comercial (PROB), e 6,38 %/dia com a IPA 58. Ou seja, os camarões cultivados 440 

nas condições deste trabalho, e com as bactérias isoladas e selecionadas do trato digestivo de 441 

L. vannamei, em especial a IPA 239, estavam crescendo de forma satisfatória e 442 
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potencializada, além da taxa de crescimento estar equivalente à uma mistura de bactérias 443 

probióticas em maior potência (10
11

), juntamente com outros ingredientes, do probiótico 444 

comercial. 445 

 A qualidade e eficácia do probiótico é influenciada pela composição não-446 

bacteriológica da mistura probiótica, pelas espécies de microrganismos que o compõe, assim 447 

como a concentração da UFC/g, uma vez que, a elevada concentração de UFC/g é mais 448 

efetiva que adição em quantidades elevadas de probiótico (Xue et al., 2016). Luis-Villaseñor 449 

et al. (2011) constataram que probióticos compostos por duas ou mais estirpes de Bacillus 450 

podem provocar diferenças significativas no desenvolvimento de camarões em relação à um 451 

controle sem probiótico, mas não apresentam variação significativa quando comparados a 452 

probióticos compostos por apenas uma espécie de Bacillus. Neste trabalho ocorreu de forma 453 

semelhante, pois não houve diferenças significativas entre todos os grupos estudados 454 

utilizando uma cepa ou cepas combinadas. Probióticos com multiespécies são mais eficazes e 455 

consistentes que os homólogos com apenas uma espécie de bactéria uma vez que culturas 456 

mistas podem apresentar propriedades sinérgicas (Nayak, 2010). Contudo, as cepas de 457 

Bacillus sp. e Bacillus amyloliquefaciens como espécies em monocultura representaram 458 

performance e controle da microbiota de Vibrio melhor que o probiótico comercial que 459 

contém multiespécies de bactérias e outros nutrientes. 460 

 461 

5. Conclusão 462 

 Nas condições de cultivo, resultados das análises microbiológicas mostraram que a 463 

cepa Bacillus sp. IPA 58 quando suplementada na dieta colonizou, aderiu à mucosa, com 464 

sucesso o hepatopâncreas e intestino e/ou estimulou o crescimento da microbiota, 465 

corroborando com a potencial formação de biofilme. Foi eficaz, na concentração adotada de 466 

1,0 x 10
9
 UFC/mL, no controle da microbiota de Vibrio spp. dos órgãos avaliados. A 467 
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competição com bactérias do gênero Vibrio foi vista, também, com a utilização da cepa 468 

Bacillus amyloliquefaciens IPA 239 quando suplementada na ração, responsável pela 469 

eliminação de bactérias patogênicas tanto na água quanto nos órgãos avaliados. Bacillus 470 

amyloliquefaciens colonizou o trato digestivo e promoveu o crescimento de PL de M. 471 

rosenbergii. As cepas isoladas e selecionadas colonizaram melhor ou igual ao probiótico 472 

comercial e foram mais competitivas. Por fim, Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus 473 

amyloliquefaciens IPA 239 podem ser utilizadas como probiótico em cultivo de PL de M. 474 

rosenbergii. 475 
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Tabela 1. Valores das médias (± desvio padrão) das variáveis de qualidade de água, 616 

temperatura (ºC), pH, oxigênio dissolvido (mg.L
-1

), alcalinidade (mg de CaCO3.L
-1

), dureza 617 

(mg de Ca e Mg.L
-1

), amônia total (NH3 mg. L
-1

) e nitrito (NO2 mg. L
-1

). 618 

Variáveis 

Tratamentos 

PROB IPA58 IPA239 IPA58+239 

Temperatura 28,0 ± 0,4 28,10± 0,5 28,1 ± 0,5 28,0 ± 0,5 

pH 8,11 ± 0,17 8,12 ± 0,18 8,11 ± 0,18 8,11 ± 0,17 

Oxigênio dissolvido 6,40 ± 0,60 6,45 ± 0,68 6,60 ± 0,46 6,45 ± 0,43 

Alcalinidade 71,75 ± 12,77 76,97 ± 12,47 71,60 ± 10,20 68,02 ± 8,68 

Dureza 50 - 100 50 - 100 50 - 100 50 - 100 

Amônia total 0,08 ± 0,06 0,12 ± 0,10 0,15 ± 0,11 0,09 ± 0,08 

Nitrito 0,02 ± 0,01 0,07 ±0,05 0,10 ± 0,05 0,05 ± 0,04 

 619 
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Tabela 2. Valores das médias (± erro padrão) e média de todos os tempos (dias) de contagem em meio TCBS de amostras de água durante o 620 

cultivo de M. rosenbergii, durante 7, 15, 22 e 30 dias nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus 621 

amyloliquefaciens) e IPA 58+239.
1
 622 

 Contagem TCBS (UFC.mL
-1

) 

Tratamentos 

Dias de cultivo 

Média 

07 15 22 30 

PROB 1,59 ± 1,10x10
2
 
abc

 1,92 ± 1,59x10
2
 
abc

 5,96 ± 4,12x10
3
 
a
 3,36 ± 2,30x10

3
 
ab

 2,42x10
3 A

 

IPA58 5,82 ± 3,43x10
1
 
abc

 8,30 ± 8,30 
bc

 8,42 ± 4,26x10
2
 
ab

 6,68 ± 6,68.10
1
 
abc

 2,44x10
2 AB

 

IPA239 0,0 ± 0,0 
c
 8,30 ± 8,30 

bc
 2,58 ± 1,30x10

2
 
abc

 3,42 ± 2,36x10
2
 
abc

 1,52x10
2 B

 

IPA58+239 1,67 ± 0,96x10
1
 
abc

 8,30 ± 8,30 
bc

 1,13 ± 0,71x10
3
 
ab

 1,02 ± 0,77x10
3
 
ab

 5,44x10
2 AB

 

1
Diferentes letras minúsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,05). Diferentes letras 623 

maiúsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,05).  624 

 625 

 626 

 627 

 628 
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Tabela 3. Valores das médias (± erro padrão) de contagem nos meios AM, MYP e TCBS de amostras de hepatopâncreas de M. rosenbergii 629 

durante 15 e 30 dias de cultivo nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) e IPA 58+239.
1
 630 

 Contagem BT (UFC.mL
-1

) Contagem Bacillus (UFC.mL
-1

) Contagem TCBS (UFC.mL
-1

) 

 Dias de cultivo Dias de cultivo Dias de cultivo 

Tratamentos 15 30 15 30 15 30 

PROB 1,24 ± 1,24x10
4
 
a
 8,55 ± 7,14x10

2
 
b
 1,67 ± 1,67x10

4
 
a
 2,17 ± 1,57x10

3
 
ab

 2,01 ± 1,99x10
3
 
a
 7,34 ± 6,48x10

2
 
ab

 

IPA58 5,14± 2,75x10
2
 
b
 4,75 ± 4,39x10

3
 
ab

 6,14 ± 3,05x10
2
 
ab

 6,68 ± 6,21x10
3
 
ab

 8,3 ± 8,3 
bc

 8,3 ± 8,3 
bc

 

IPA239 1,83 ± 1,02x10
2
 
b
 1,99 ± 1,67x10

2
 
b
 2,08 ± 0,95x10

2
 
ab

 3,14 ± 2,59x10
2
 
ab

 0,0 ± 0,0 
c
 0,0 ± 0,0 

c
 

IPA58+239 2,08 ± 2,08x10
2
 
b
 2,50 ± 1,60x10

1
 
b
 2,66 ± 2,54x10

2
 
ab

 2,50 ± 1,60x10
1
 
b
 1,67 ± 1,67 

bc
 0,0 ± 0,0 

c
 

1
Diferentes letras minúsculas do sobrescrito na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,05).  631 

 632 

 633 

 634 
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Tabela 4. Valores das médias (± erro padrão) de contagem nos meios AM, MYP e TCBS de amostras de intestino de M. rosenbergii durante 15 e 635 

30 dias de cultivo nos diferentes tratamentos: PROB, IPA 58 (Bacillus sp.), IPA 239 (Bacillus amyloliquefaciens) e IPA 58+239.
1
 636 

 Contagem BT (UFC.mL
-1

) Contagem Bacillus (UFC.mL
-1

) Contagem TCBS (UFC.mL
-1

) 

 Dias de cultivo Dias de cultivo Dias de cultivo 

Tratamentos 15 30 15 30 15 30 

PROB 1,18 ± 1,16x10
3
 
ab

 2,00 ± 0,99x10
4
 
a
 1,75 ± 1,64x10

2
 
ab

 3,34 ± 1,75x10
4
 
a
 0,0 ± 0,0 

bB
 7,76 ± 5,74x10

3
 
aA

 

IPA58 8,30 ± 8,30 
b
 1,06 ± 0,28x10

3
 
ab

 2,50 ± 0,83x10
1
 
b
 1,28 ± 0,29x10

3
 
ab

 0,0 ± 0,0 
b
 0,0 ± 0,0 

b
 

IPA239 1,42 ± 1,31x10
2
 
ab

 1,03 ± 0,99x10
3
 
ab

 1,75 ± 1,53x10
2
 
ab

 1,64 ± 1,56x10
3
 
ab

 8,30 ± 8,30 
ab

 0,0 ± 0,0 
b
 

IPA58+239 8,30 ± 8,30 
b
 4,16 ± 2,10x10

1
 
ab

 8,30 ± 8,30x10
1
 
ab

 5,80 ± 2,50x10
1
 
b
 0,0 ± 0,0 

b
 0,0 ± 0,0 

b
 

1
Diferentes letras minúsculas do sobrescrito na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p <0,05). Diferentes letras 637 

maiúsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os dias de cultivo (p <0,05). 638 

 639 
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Tabela 5. Valores das médias (± desvio padrão) para os parâmetros de cultivo: sobrevivência, 640 

peso médio final, ganho de biomassa, taxa de crescimento específico (TCE), taxa de 641 

crescimento semanal (TCS), fator de conversão alimentar (FCA) e produtividade. 642 

Variáveis 

Tratamentos 

PROB IPA58 IPA239 IPA58+239 

Sobrevivência (%) 82,5 ± 4 75 ± 5 90 ± 7 85 ± 17 

Peso final (g) 1,07 ± 0,13 1,07 ± 0,16 1,07 ± 0,16 0,92 ± 0,21 

Ganho biomassa (g) 7,89 ± 1,55 7,06 ± 1,50 8,74 ± 1,96 7,07 ± 2,96 

TCE (%.dia
-1

) 6,39 ± 0,32 6,38 ± 0,39 6,39 ± 0,39 5,90 ± 0,69 

TCS (g.sem
-1

) 0,18 ± 0,02 0,18 ± 0,03 0,18 ± 0,03 0,15 ± 0,04 

FCA (g) 1,84 ± 0,32 2,07 ± 0,43 1,69 ± 0,41 2,65 ± 1,69 

Produtividade (kg.m
-3

) 0,89 ± 0,16 0,81 ± 0,15 0,97 ± 0,19 0,81 ± 0,29 

 643 
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6 CONCLUSÕES 

 

 As menores relações C:N foram suficientes para o incremento de uma biota 

heterotrófica no sistema de bioflocos, não existindo influência das diferentes relações sobre os 

níveis ideais dos parâmetros físico-químicos da água e de desempenho de L. vannamei.  

 Cepas de Bacillus isoladas são capazes de produzir enzimas para a indústria de 

alimentação de animais aquáticos, e inclusive podem ser também empregadas em outras 

aplicações industriais. A inoculação de bactérias probióticas na ração deve ser estimulada 

junto aos produtores, com a finalidade do probiótico atingir a cadeia produtiva como um todo. 

 Através de resultados da técnica de detecção de formação de biofilme e de sinergismo 

entre as cepas foi possível sugerir que a técnica pode avaliar previamente a capacidade de 

adesão destas aos órgãos dos animais cultivados, podendo ser adotada como um pré-teste 

antes do ensaio com cultivo piloto utilizando um probiótico selecionado. Pesquisas voltadas 

para compreensão dessas interações sociais e forças seletivas que geram biofilme de 

comunidades bacterianas no ambiente aquático de criação de camarão se mostram 

necessárias.  

 As cepas Bacillus sp. IPA 58 e Bacillus amyloliquefaciens IPA239 demonstraram 

caráter de biorremediação e/ou biocontrole. Sendo assim, a utilização de produtos probióticos 

utilizando cepas selecionadas pode auxiliar o problema da presença das enfermidades na 

carcinicultura brasileira e para a melhoria no rendimento nutricional e no incremento dietário. 

Portanto, o resultado deste estudo recomenda a inclusão de B. amyloliquefaciens na 

formulação de rações para o desenvolvimento sustentável do cultivo de camarão de água 

doce, além de estudos para uma concentração mais eficaz para cultivo em escala comercial e 

de cooperação interespecífica com outras espécies de bactérias. Outro ponto importante a ser 

abordado é a substituição e/ou minimização do uso de bactérias exóticas de produtos 

probióticos comerciais que são em sua maioria importados, e cuja eficácia nas condições de 

cultivo nacional pode ser comprometida. 
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APÊNDICE A - PROTOCOLO DE PRODUÇÃO DE SIDERÓFOROS 

 

a) Meio líquido de tripticaseína de soja (tryptic soy) diluído 10 vezes (1/10 TSL): diluir 3 a 4 

g do meio, dependendo do fabricante, em 1L de água destilada (H2Od); 

b) Solução indicadora de cromo azurol S (CAS): Em um balão volumétrico de 100 mL, 

adicionar 6 mL da solução de HDTMA 10 mM e um pouco de H2Od. Adicionar, lentamente e 

sob agitação, 1,5 mL da solução férrica Fe3+ (FeCl3.6H2O 1 mM e HCl 0,01M) e 7,5 mL de 

uma solução aquosa de cromo azurol S 2 mM (12,2mg em 10mL de H2Od). Dissolver, 

separadamente, 4,307g de piperazina anidra em 20 mL de H2Od adicionando 6,25mL de 

HClconcentrado (36,5% a 38%) com cuidado. Essa solução tampão (pH = 5,6) é, então, 

transferida para o balão volumétrico e o volume é completado para 100 mL com H2Od; 

b.1) Solução de brometo de hexadeciltrilamônio (HDTMA10 mM): em um balão volumétrico 

de 1L, dissolver 3,645 g de HDTMA em um pouco de H2Od, agitar e completar o volume; 

b.2) Solução de FeCl3,6H2O 1 mM: em um balão volumétrico de 1L, dissolver 0,270 g de 

FeCl3.6 H2O em um pouco de H2Od, agitar e completar o volume; 

b.3) Solução de HCl 0,01M: em um balão volumétrico de 1000 mL, adicionar um pouco de 

H2Od,em seguida, adicionar 0,82 mL de HClconcentrado (36,5% a 38%), agitar e completar o 

volume com H2Od; 

b.4) juntar os tópicos b.2 e b.3 para fazer a solução férrica Fe3+. 

Após cultivo das bactérias em frascos erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de 1/10 TSL, 

centrifugar a suspensão de células a 12.000 g por 10 min, transferir 1 mL do sobrenadante 

para um tubo de ensaio, adicionar 1 mL da solução de CAS e visualizar a mudança na 

coloração. 
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ANEXO A - MATERIAL ADICIONAL/DADOS COMPLEMENTARES 

 

Figura adicional 1 

Figura: Formação de biofilme de cinco cepas selecionadas em monocultura e cocultura. Biofilme formado pelo 

isolado IPA24 (Bacillus amyloliquefaciens), IPA56 (Bacillus subtilis), IPA58 (Bacillus sp.), IPA122 (Bacillus 

pumilus) e IPA239 (Bacillus amyloliquefaciens subs. amyloliquefaciens) quando alíquotas de 40 µL das culturas 

diluídas foram incubadas em coculturas de dois, três, quatro e cinco isolados e completadas com meio TSB 

estéril em volume final de 200µL. Ensaios para detecção de efeito sinérgico foram realizados com seis réplicas. 

Barras representam as médias (±erro padrão médio) de seis réplicas. 
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ANEXO B - GUIA PARA AUTORES PARA SUBMISSÃO DE MANUSCRITOS AO 

PERIÓDICO INTERNACIONAL “AQUACULTURE” 
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