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RESUMO

Processos biologicos tém sido muito utilizados para tratamento de efluentes, devido a alta
taxa de degradacdo da matéria organica e custo relativamente baixo. O sistema de lodos
ativados ¢ um dos mais adequados para tratar efluentes da carcinicultura. Paralelamente, este
sistema pode gerar bioflocos adequados para suplementar as necessidades nutricionaisdos
camardes. O objetivo deste trabalho foi produzir biofloco em um reator de sistema de lodos
ativados, em escala de laboratorio, que tratava efluentes da carcinicultura, analisar sua
composicdo bromatoldgica e investigar a presenca de Bacillus spp. no lodo gerado A dgua
residuaria do cultivo experimental de camardees foi enriquecida com melago de cana-de-
acucar, nitrogénio e fosforo (100C:5N:1P) cujos parametros fisico-quimicos, pH, oxigénio
dissolvido, solidos suspensos volateis, sélidos sedimentaveis e remocao de DQO foram
analisados. Bacillus spp. foram quantificados por Contagem Padrao de Placas. Estes foram
encontrados em todas as etapas do reator (afluente ao sistema, tanque de aeragdo, decantador
e efluente ao sistema), mesmo que em pequenas quantidades. A eficiéncia de remocgao de
DQO foi, em média, de 68 + 0,19 %; pH médio de 7,6, oxigénio dissolvido variou entre 0,6 e
4,5 mg/L, média dos sélidos suspensos volateis de 2,88 + 1,40 g /L . O biofloco apresentou
45,82 % proteina bruta, 20,57 % umidade e volateis, 1,54 % extrato etéreo, 0,22 %, fibra
bruta ¢ 8,71 % matéria mineral. A quantidade de proteina bruta foi compativel com a
exigéncia nutricional dos camardes marinhos, sendo uma alternativa de obtengdo de biofloco
que requer estudos mais aprofundados. Além disso, a remocdo de matéria orgénica foi
suficiente para atender a legislagdo ambiental. Quanto aos Bacillus spp., 0s mesmos podem
ser incorporados ao biofloco gerado em sistemas de tratamento aerdbio, constituindo uma

possivel fonte alternativa para probioticos acrescentados a cultivos de L. vannamei.

Palavras-chave: reator bioldgico, Bacillus sp, lodo heterotrofico



ABSTRACT

Biological processes have been widely used to treat effluents due to the high rate of organic
matter degradation and relatively low cost. The activated sludge system is one of the most
suitable for treating shrimp effluents. In parallel, this system can generate suitable biofloc to
supplement the nutritional needs of shrimp. The objective of this work was to produce biofloc
in an activated sludge system reactor in laboratory scale, while treating eftfluents of the shrimp
farming, to analyze its bromatological composition and to investigate the presence of Bacillus
spp. The wastewater from the experimental shrimp culture was enriched with sugarcane
molasses, nitrogen and phosphorus in the proportion 100C: 5N: 1P. The physical and
chemical parameters such as pH, dissolved oxygen, volatile suspended solids, sedimentable
solids, and Removal of COD were analyzed. Bacillus spp. were quantified by Standard Plate
Count. These were found in all stages of the reactor (affluent to the system, aeration tank,
decanter and effluent to the system), even in small amounts. COD removal efficiency was, on
average, 68 + 0.19%; Mean pH 7.6, dissolved oxygen ranged from 0.6 to 4.5 mg / L, mean
volatile suspended solids of 2.88 + 1.40 g / L. The biofloc presented 45.82% crude protein,
20.57% moisture and volatile, 1.54% ethereal extract, 0.22%, crude fiber and 8.71% mineral
matter. The amount of crude protein was compatible with the nutritional requirement of the
marine shrimp,sugesting it as an alternative to obtain biofloc that requires more studies. In
addition, the removal of organic matter was sufficient to comply with Brazilian environmental
legislation. As for Bacillus spp. they can be incorporated into the biofloc generated in aerobic
treatment systems, constituting a possible alternative source for probiotics added to L.

vannamei cultures.

Key words: biologic reactor, Bacillus spp., activated sludge



LISTA DE FIGURAS E TABELAS
Figura 1- Cultivo de camardo Litopenaeus vannamei no Centro de Estudos de Aquicultura
Costeira- CEAC/LABOMAR. ... .ottt 40
Figura 2- Mini sistema de lodos ativados em escala de bancada, montado no Laboratorio de
Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical e usado nesta pesquisa. ........... 41
Figura 3-Filtragem com bomba a vicuo de lodo obtido no sistema de lodos ativados para
producao de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura...........ccccovevveiiiieiiieeiinnnns 46
Figura 4- Teste de solidos sedimentaveis utilizando cone de Imhoftf de lodo obtido no sistema
de lodos ativados para producdo de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura. ....52
Figura 5- Esquema de realizagdo do ensaio microbiolAgiCo ...........cccceevvereiieneiniic e 64

Figura 6- Placa de 4gar nutriente inoculada com afluente do reator, evidenciando crescimento

T o1 ) W 33T J PRSP RTPRRIN 65
Tabela 1- Composi¢ao da solugdo de nutrientes adicionada a0 reator. ..........cocceeveeriueesveninenne 42
Tabela 2- Composi¢ao do afluente utilizado na alimentacao do reator. ..........ccccvveevveerivennnn 43
Tabela 3- Parametros operacionais do sistema de 10dos ativados .........cccccevviviniiieiiiiesiieennn, 45

Tabela 4-Resultados operacionais do sistema de lodos ativados para producdo de bioflocos e
tratamento de efluentes de CarciNICUITULA ..........ovvieiiiiiiiiiie e 47
Tabela 5- Resultados obtidos durante a operacao do sistema de lodos ativados para produgdo
de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura. Valores médios para cada etapa. ....48
Tabela 6- Perfil bromatoldgico do biofloco obtido no sistema de lodos ativados para produgao
de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura, montado no Laboratério de
Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical e usado nesta pesquisa. ........... 53
Tabela 7- Resultado da contagem padrdao de placas (UFC/mL) de amostras coletadas no
sistema de lodos ativados em escala de bancada, tratando efluente de carcinicultura, montado

no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical. ................... 66



SUMARIO

TINTRODUGAOQ ..ottt ettt sttt ettt a et a et e st et s st et n st n et en s et s e setenenaans 11
P20 33 J O N L0 1 T 14
2.1 OBJETIVO GERAL ....cciiiiutttiitte et ieiittttete e e s s s eiabbaetseessssiatbaassesesssiabbbaseeseessabbbbbeeeeessansbbbbeeseessaasabbbeeseeens 14

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..eeiiitviieiiteiieiittee e s sttt e s ettt e s seatesssssbeeessabaesssasaesssssbesessabbassssssesesssresssssensesns 14
REFERENCIAS ....ooeoeeeeeeeeeeeete ettt e et ee et ettt ettt ee et et et et e et et e e et et e ee et es et et e e et et et es e eees e et enee et e et et eneeeeees 15
CAPITULO T oottt ettt ettt ettt et et et et e et ettt et et et et et et et et ettt e e et e ee e s e et et e et ee et et eneeeeees 17
1.1. REVISAQ BIBLIOGRAFTICA .....o.oooooeeeeeeeeeeeee e e e e oo eee s s seeeeseses e eesesesees et et eseeeseseseseesessesaseeseseseasesereens 17
1.1.1 DESAFIOS DA CARCINICULTURA .11uutvuuttstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 17

1.1.2 IMPACTOS CAUSADOS PELA CARCINICULTURA ......vvieeiiutiieiittiiesitteessssteesssssesesssasessssssesssssssssssnns 20

1.1.3 USO DE PROBIOTICOS NA CARCINICULTURA ...vveeiitttieeitteeesesteeesssbaeesssstaesssssessssbanesssssasssssesssssnnes 20

1.1.3.1 Género Bacillus utilizado como ProbiOtiCo .............cccouuciiiiiiiniiiiiiie e 22

1.1.4 HABITOS ALIMENTARES E EXIGENCIA NUTRICIONAL DE PENEIDEOS .....cociiiuiiiiiitiieesiriee e 24

1.1.5 SISTEMA DE BIOFLOCOS ...uvututuuuuttususussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssmmne 25

1.1.6 LLODOS ATIVADOS ..uvuvuvutusssussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 26
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt et ettt ettt e st st ettt et et e e et et ee et et et et et et es e eeeseees e ee et es et et eeeeeeeae 29
CAPITULO 2 .ottt ettt ettt ettt ettt et et s et ettt et et e ee e et e et et et ettt et es e ettt e s et e et st eseeeeeeeae 36

ATIVADO PARA TRATAMENTO DE EFLUENTE DE CARCINICULTURA .........c.c..cooiiiiiieeeei, 36
RESUMO ...ttt e e e e et e e e e e e e e sttt e e e e e e e e e s e st b e e e eeeeee s s s baeeeeeeeeeaasaebbeeeeeeseantbeeeeeeeeeannnranees 36
DN 3 S 2 N A ST SPRRR 37
20 INTRODUGAQ ...ttt en et s s st en et n s s s s s ensn s enan e 38
2.2 MATERIAL E METODOS...........cooviiiiiieioeieeeeeee s seestes s n st 40
2.2.0 AGUA RESIDUARIA ........cooooiiiiiiieeieeoeeeeee et 40
2.2.2 SISTEMA DE LODOS ATIVADOS ....tvvttieeeiiiittteteeeesaiittssseesesssisssssssssssssnssssessesssansssssessssssssssssesseees 41

2.2 3 INOCULO ..eceuveeitee ettt et e et e et e et e e ebe e e be e e ebeeebe e e ebeeeebee e abeeebaeaabeeesbseeabeeebeeesbeeebseesbeeetseesbeeeseeens 42

B N 31 11 25 N1 170X 0 43

2.2.5 PARAMETROS OPERACIONAIS E VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS .....cccvviiiiitiiie ettt e sviee e 44

2.2.6 Analise Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) ...........cccccovviiiioiniiniiiiieiiese e 45

2.2.7 Determinacdo de Solidos Suspensos VOIALers ...........cccccuvveviiiiiiiniiiiiieniie st 45

2.2.9 Andlise bromatolOgica do 10do .................ccccoviiiiiiiiiiiiiei e 46

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ottt et e et et e et e e e st et e seeeees e et ees e eeseeeeneeneeenens 47



2.4 CONCLUSOES ..o oottt e ee et et e e et et et et e e e et et e et et et et et et et eeeesesee et et et et et et eeeeeeeae e e e e et eseeseseneneees 56
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et et et et e s et ee et et et et e s e e et et e e et et et et e e e e et e s et et et et e eaeeee et et et et eeeaeeneseeeaes 57
CAPITULO 3 ..ottt ettt ettt ettt e et e e et et et et et s e et e e et et et et e e et et et et et ee e e ee et et et et e reeeens 59

BACILLUS SPP. EM SISTEMA DE LODOS ATIVADOS TRATANDO EFLUENTE DE

CARCINICULTURA .....ooooiiiiiitiieiieeis sttt 59
RESUMO ......oovmitiieeiiecietee ettt s st s s n e eenes 59
ABSTRACT ..ottt ettt 60
BAINTRODUGAOQ ..ottt ettt sttt s et et n sttt s et st et en et s enss s e, 61
3.2 MATERIAL E METODOS............cooiiiiiiieeieieeiesteeseeses e es s saa s 63

3.2.1 ENSAIO MICROBIOLOGICO .....uvviiiitiieeiittiiesitessesistessssstteesssbasssssssessssssessssssassssssssssssssessssssssssssnnes 63
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ..........cooiiiiiiiiiiiiitsiiieis e 65
34 CONCLUSAQ ..ot 69
CONSIDERACOES FINAIS.........cooviiiiiiiiisiesie et 70

L2 O 0 D8 2 DA 1N TSR 71



11

1 INTRODUCAO

A partir da década de 1950, o aumento no consumo de animais marinhos foi
estimulado pelo aumento na demanda de alimentos para suprir a crescente populagao humana
e pelas comprovacdes dos beneficios do consumo dos mesmos a satude, tornando-os escolhas
mais frequentes por parte da populagdo (OLSEN, 2015). Somando-se a isso, o
desenvolvimento de equipamentos e técnicas que permitiram aos barcos localizar cardumes
com mais precisdo e captura-los em maior quantidade, houve aumento da pesca predatoria,
provocando redugdes drasticas no estoque pesqueiro mundial dos oceanos, tornando essa
atividade insustentavel (WILSON, 2015).

A aquicultura como alternativa para sustentar o mercado pesqueiro mundial, tem
aumentado rapidamente. No entanto, a medida que essa demanda aumenta, os sistemas
aquicolas devem ser cada vez mais produtivos e sustentaveis, estimulando o desenvolvimento
de tecnologias que aumentem a eficiéncia e diminuam os riscos de perdas econdmicas, que
podem ser acarretadas por mortalidade por patogenos, alteragcdes climdticas ou crises no
mercado (NATORI ef al., 2011). Em relatorio divulgado pela Organizacdo das Nagdes
Unidades para Alimentacao e Agricultura (FAO) em 2015, foi relatado que América Latina e
Caribe devem apresentar expansdo importante na producdo aquicola até 2025, podendo
chegar a 3.700.000 t, um crescimento de 39.9% em rela¢do ao periodo de 2013 a 2015, em
que foram produzidas em média 2.700.000 de t/ano.

Segundo a FAOQ, a pesca extrativista ndo deve aumentar muito nos proximos oito
anos e a producao total de peixes da regido (aquicultura + capturas) deve registrar 16.200.000
t em 2025, 12,6% a mais que o nivel alcancado entre 2013 e 2015. Em ambito global, a
producdo deve aumentar até alcangar 195.900.000 t em 2025, um aumento de 17% em
comparag¢do a producdo de 2013 a 2015, de 166.800.000 t, apds 2014 registrar, pela primeira
vez, aumento na producao aquicola para o consumo direto em relacdo as capturas por pesca.
Isso significa que no ano 2025 serdo produzidos, mundialmente, 29.000.000 t a mais de
pescadoem comparagdo ao periodo entre 2013 e 2015 e quase todo esse aumento vai ocorrer
em paises em desenvolvimentoatravés da aquicultura.

Apesar disso, muitas questdes foram levantadas a respeito do impacto dessas
atividades ao meio ambiente, como a liberacdo de efluentes ricos em matéria organica em
ecossistemas costeiros importantes, como os estuarios. Dessa forma, um dos desafios ¢
reduzir a0 maximo a descarga de nutrientes e de matéria organica no ambiente de forma a

manter o sistema viavel e rentavel (BURFORD et al., 2003).
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Como alternativa menos agressiva ao meio ambiente, surgiu o uso de sistemas
heterotréficos fechados, praticamente sem renovagdo de agua, para substituir o sistema
intensivo convencional de engorda de camardes (WASIELESKY et al., 2010). No entanto, em
cultivos intensivos fechados ha a preocupacao com o acumulo de excretas nitrogenadas que
reduzem a qualidade da 4gua e, consequentemente, aumentam o estresse facilitando o
desenvolvimento de enfermidades por patdégenos e prejudicando o desempenho do cultivo
(LARA et al., 2014). Os principais responsaveis pelas taxas elevadas de mortalidade no meio
s30 0s patdgenos e, a presenca destes, requer custos mais elevados para manter a qualidade e
tratamento adequado causando muitos problemas econémicos (LIGHTNER, 2011).

A tecnologia de cultivo em sistema de bioflocos surgiu como alternativa para
aumentar a produtividade, reduzindo custos com captagdo e renovagdo de dgua, sem perda da
qualidade da agua e sem proliferagao de patogenos (BURFORD et al., 2003; LARA et al.,
2014). Nos sistemas com bioflocos ha adicao de carboidratos para aumentar a relacdo C/N e
estimular o crescimento de microrganismos, principalmente bactérias (CRAB et al., 2007),
que se agregam formando flocos microbianos que podem apresentar efeitos probidticos,
dependendo de sua composi¢do microbioldgica (CRAB et al., 2010; HASLUN et al., 2012;
ZHAO et al., 2012). Esses flocos microbianos podem ainda servir como complemento
proteico na alimentacdo dos camardes, podendo promover redugdo de gastos com ragdo
(CRAB et al., 2009; KUHN et al., 2009).

Algumas bactérias probidticas podem ser adicionadas ao meio de cultivo e
incorporadas ao biofloco como alternativa ao uso de antibidticos para combater organismos
patogénicos por inibicdo competitiva (HONG et al., 2005; DA SILVA et al., 2012),
melhorando o sistema imunoldgico e digestivo dos camardes ou a qualidade da agua do
cultivo, atuando na decomposicdo de matéria orginica na 4gua e nos sedimentos
(BOOPATHY et al.,, 2015).

Diversos estudos com bactérias do género Bacillus ssp. demostram seus efeitos
probidticos, por exemplo alternativamente ao tratamento com antibioticos contra Vibrio
(HONG et al., 2005; LIU et al., 2010; BOOPATHY et al., 2015).

O biofloco pode ser obtido também, a partir do tratamento do efluente das
proprias fazendas de cultivo (EMERENCIANO et al., 2013). Por exemplo, o tratamento
utilizando o sistema de lodos ativados, em que os lodos podem ser manipulados para serem
reaproveitados na alimentacdo dos camardes.

O sistema de lodos ativados para tratamento de &4guas residudrias ¢ uma

alternativa bastante utilizada para diminuir o impacto dos efluentes no meio ambiente. Nesse
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tipo de sistema sdo formados flocos microbianos compostos por bactérias, fungos,
protozoarios e algas unicelulares, capazes de remover grande parte da matéria organica
presente na agua residuaria (CORDI et al., 2007). No sistema de lodos ativados, parte dos
bioflocos formados ¢ recirculada para o reator para aumentar a biomassa no sistema e, assim
melhorar a eficiéncia do tratamento (SOARES et al., 2014). Dessa forma, o floco produzido
no sistema de lodos ativados pode ser aplicado no cultivo de camardes em sistema fechado,
podendo servir como suplemento alimentar e fonte proteica.

Neste trabalho procurou-se otimizar a geragdo da biomassa microbiana e avaliar o
perfil bromatolégico do biofloco produzido em sistema de lodo ativado tratando agua
residuaria de tanques de cultivo de camardo em sistema fechado. Ao mesmo tempo foi

analisado o potencial probiotico, identificando a presenca de Bacillus spp. no lodo formado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Gerar bioflocos com potencial para serem utilizados como suplemento nas ragdes de
camardes através do tratamento de efluentes de carcinicultura por meio de um sistema de

lodos ativados em escala de bancada

2.2 Objetivos especificos

Maximizar a geragdo de bioflocos produzidos em sistema de lodos ativados em escala
de laboratdrio tratando efluentes de carcinicultura provenientes de cultivos do Centro de
Estudos em Aquicultura Costeira;

Analisar o perfil bromatolégico do biofloco produzido em sistema de lodos ativados;

Quantificacdo de Bacillus spp. na biomassa microbiana do lodo ativado.
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CAPITULO 1

1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Desafios da Carcinicultura

O crescimento populacional trouxe consigo um dos grandes problemas mundiais:
falta de alimentos para suprir essa demanda crescente. A previsao ¢ de que até 2050 a
populagdo mundial ultrapasse os 9.000.000.000 de habitantes (FAO, 2016). O mercado de
pescado tem como objetivo buscar a seguranca alimentar para toda a populagio e, o consumo
de peixes e outros organismos marinhos tém aumentado bastante, de 9,9 kg/hab em 1960 para
19,7 kg/hab em 2013, superando 20 kg/hab em 2015 (FAO, 2016).

A captura de peixes pela pesca nao ¢ suficiente para acompanhar esse crescimento
na demanda. Praticas predatorias tém levado a redugdo dos estoques pesqueiros em todos os
oceanos, tornando essa atividade insustentavel. A quantidade de peixes capturados teve pouco
crescimento desde 1980, o que impulsionou o desenvolvimento da aquicultura para suprir
essa necessidade. Em 1974, 7% do pescado consumido provinha da aquicultura, aumentando
para 26% em 1994 e 39% em 2004. Em 2014 pela primeira vez, a produgdo de pescado para
consumo humano pela aquicultura superou a da pesca (FAO, 2016).

A aquicultura tem sido a melhor alternativa para suprir o mercado de pescado. A
producdo anual de peixes e frutos do mar pela aquicultura aumentou de 55.700.000 t em 2009
para 73.800.000 t em 2014. Até 2013, essa atividade ja era responsavel por 42,1% da
producao de peixes consumidos mundialmente (FAO, 2016).

A carcinicultura ¢ uma das principais atividades em termos de valor de producao
dentre os diversos tipos de cultivos aquicolas (FAO, 2010), pois os camardes sdo iguarias de
valor comercial elevado (ANAND et al., 2014). No entanto, o répido crescimento e a
expansao da carcinicultura, e da aquicultura, vém acompanhados de uma preocupagdo,
também crescente, com a sustentabilidade ecoldgica, principalmente com os danos causados
pelos efluentes liberados sem tratamento nos corpos d’agua. Diversos estudos analisaram o
impacto de excesso de nutrientes e patogenos liberados no meio (BAZARRA-GUARDADO
et al. 2013, SUAREZ-ABELENDA e al. 2014), contaminagio por metais pesados
(LACERDA et al. 2011), alteracdes na salinidade, dentre outros.

Para contornar os problemas ambientais causados pela carcinicultura e aumentar a

producdo, foram implantados sistemas superintensivos de producdo de camardes com pouca
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ou nenhuma renovacao de agua. Porém, essas condi¢des podem contribuir para a degradacao
da qualidade da 4gua e aparecimento de organismos patogénicos capazes de causar
mortalidade e perdas econdmicas graves (SCOPEL et al., 2011).

No Brasil, a espécie de camardo mais cultivada ¢ o Litopenaeus vannamei, espécie
exotica introduzida na década de 1980, a partir da qual a carcinicultura brasileira comegou a
obter resultados satisfatorios para se desenvolver como atividade comercial (SANTOS, 2009).
Essa espécie apresenta caracteristicas que lhe permitem se adaptar melhor aos diferentes tipos
de cultivo, é capaz de suportar ampla faixa de salinidade (5 a 55) facilitando seu cultivo tanto
em dareas costeiras quanto no interior. Possui ainda crescimento rapido, alta taxa de
produtividade e rentabilidade, rusticidade, facilidade no manejo e nutricdo, sendo capaz de
aproveitar dietas com niveis protéicos de 20 a 40% (NUNES, 2005).

A maior produgdo dessa espécie no Brasil ocorreu em 2003, com noventa mil
toneladas (SANCHES, 2008). No entanto, a partir de 2004, muitas fazendas de camardo
enfrentaram perdas econdmicas devido a problemas com enchentes, propagacio de patdégenos
como o virus da mionecrose infecciosa (IMNV), e o virus da mancha branca
(WSSV)descobertos em 2002 e 2005, respectivamente exigindo que fossem realizadas
mudangas no modelo de produg¢do (NATORI et al. 2011)

O IMNYV afetou principalmente o nordeste do pais em fazendas no Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba ¢ Pernambuco, o que parece ser explicado pelas condigdes de
cultivo, incluindo alta densidade de estocagem (>35 camardes/m?), redugdo da temperatura
média (27°C para 24°C) e da salinidade durante o periodo chuvoso. Estes atuaram como
fatores estressores, reduzindo a imunidade e favorecendo a manifestacao da doenca aliado a
época chuvosa no nordeste que confere condi¢des para maior agcao do virus (NUNES, 2005).

Concomitante com o surgimento das enfermidades, o Brasil foi incluido em uma
acdo antidumping® desencadeada por produtores dos Estados Unidos, devido as exportagdes
durante o periodo de 2000 a 2003 e pelo seu potencial de expansao de areas (ABREU et al.,
2011). Como consequéncia, as exportagdes brasileiras foram reduzidas e a produgdo de

camarao passou a se voltar para o mercado interno (NATORI et al., 2011; ROCHA, 2013).

Y Dumping é a pratica de exportar um produto a prego inferior ao praticado no mercado interno do pais
exportador com o objetivo de conquistar mercados ou dar vazdo a excessos de produgdo. Essa pratica ¢
condenada pelo artigo VI do Acordo Geral sobre Aduanas e Comércio, incorporado a Organizacdo Mundial de

Comeércio (MATTKE, 2010).
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Um dos maiores problemas relacionados a qualidade de &gua em sistemas
intensivos é o acumulo de compostos nitrogenados toxicos, amdnia total e nitrito, resultantes
da excrecdo dos animais cultivados e mineralizacdo dos detritos organicos como fezes e restos
de racdo (AVNIMELECH, 1999).

O actmulo de ambnia no meio causa reducdo na taxa de crescimento, aumento no
consumo de oxigénio e excrecdo de amonia, alteracdo na composicdo proteica e de
aminoacidos no meio e pode provocar altas taxas de mortalidade (BARBIERI, 2010; KUHN
etal., 2010).

Existem ainda patégenos oportunistas que infectam os camardes com imunidade
comprometida pelo IMNV. As bactérias do género Vibrio sdo oportunistas e podem causar
enfermidades em condi¢des subotimas de cultivo, sendo responsaveis por causar mortalidade
em grande quantidade durante a producdo de pds-larvas. Elas podem ser encontradas na agua
do cultivo, na microbiota intestinal de larvas e no alimento consumido pelos camardes
(DECAMP et al., 2008).

Muitos antibidticos, acrescentados a agua de cultivo, ja foram testados para
combater esses patogenos. No entanto, em grande parte dos casos, esses antibioticos podem
ser liberados em corpos d’agua juntamente com o efluente, poluindo-os e infiltrando no solo
(LE et al., 2003). Varios estudos mostram que os antibidticos podem persistir no solo ou no
ambiente aquatico por meses apds serem liberados, podendo trazer consequéncias graves
como favorecer o desenvolvimento de bactérias super-resistentes a antibioticos (BAQUERO
et al. 2008, KUMMERER, 20009).

Para superar esses problemas um novo modelo de producdo vem sendo
disseminado desde 2005, em substituicdo as técnicas convencionais de cultivo. Sdo os
sistemas heterotroficos com manipulagdo de massa bacteriana, denominada biofloco. Essa
tecnologia baseia-se na manipula¢do da relagio C/N no meio de cultivo, adicionando-se
fontes extras de carboidratos (CRAB et al. 2010), como por exemplo o melago. A adicao de
fontes de carbono aumenta a concentragdo de carbono no meio, favorece o desenvolvimento
das bactérias heterotroficas que assimilam a matéria organica presente no cultivo, diminuindo

as concentragdes de compostos nitrogenados no meio (NUNES, 2005).
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1.1.2 Impactos causados pela carcinicultura

O crescimento acelerado e a rapida expansdo econdmica da carcinicultura em
diversos paises provocaram a intensificagao dos sistemas de produgao, visando ao aumento da
produtividade, sem a preocupacdo com a biosseguranca dos cultivos, sem regulamentacio e
consequentemente gerando grandes impactos ambientais. (IBAMA, 2005).

Os efluentes de carcinicultura, muitas vezes sao despejados sem tratamento prévio
em ecossistemas aquaticos (RIBEIRO et al., 2014). Varios estudos apontam que esses
efluentes alteram a concentragdo de nutrientes nos ecossistemas receptivos, modificando o
estado trofico, podendo causar eventos toxicos e até andxicos (PIN()N-GIMATE et al.,2009;
SUAREZ-ABELENDA et al., 2014, CARDOSO-MOHEDANO et al., 2016).

Além disso, um dos maiores impactos causados pelos cultivos de camarao em
estuarios ¢ o efeito da liberagdo de efluentes ricos em nutrientes na produtividade de
manguezais e na biogeoquimica do solo, em especial o ciclo do carbono (SUAREZ-
ABELENDA et al,. 2014). Florestas de mangues sdo consideradas sumidouros de carbono,
pois sdo capazes de acumular grandes quantidades de carbono organico no solo, superiores a
outras florestas como a boreal, a temperada e a tropical (DONATO et al., 2011).

De acordo com SUAREZ-ABELENDA et al. (2014) os efluentes provenientes da
carcinicultura aumentam a atividade microbiana, reduzindo a concentragdo de carbono
organico no solo. Além disso, grandes quantidades de nitrogénio sdo adicionadas aos cultivos,
na alimentacdo, e parte dessas ¢ assimilada pelos tecidos dos organismos e parte ¢
metabolizada em NH; e eliminada, posteriormente as bactérias nitrificantes convertem NH;
em NO; e, em seguida em NOs.

Concentragdes elevadas de NO; mediam a oxidagdo de pirita por bactérias no
solo. O excesso de NOs causa modificagdes nas condi¢cdes anodxicas do solo e a pirita €
degradada, liberando carbono organico, diminuindo a capacidade dos manguezais de reter o

carbono no solo (SUAREZ-ABELENDA et al. 2014).

1.1.3 Uso de probioticos na carcinicultura

Durante mais de trinta anos carcinicultores tém acrescentado antibidticos a racao

ou dgua de cultivo com inten¢do de controlar o surgimento de doengas e até para aumentar o
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crescimento e a conversao alimentar (PANDIYAN et al., 2013). Muitos o fazem diariamente,
de forma profildtica, pois em cultivos intensivos a manipulagdo e contato com muitos
individuos sao fatores que causam muito estresse e acabam por enfraquecer o sistema
imunologico dos camardes (CABELLO, 2006; THUY et al., 2011).

No entanto, diversos trabalhos apontam que grandes quantidades de antibidticos
ndo sdo assimiladas pelos organismos alvos (THUY et al., 2011) podendo ser liberadas nos
efluentes, nos corpos d’agua adjacentes, ou acumular-se no solo de manguezais e outros
ecossistemas. Em alguns casos, dependendo do antibidtico utilizado, entre 60-85% das drogas
podem ser excretadas pelos organismos sem sofrerem nenhuma modificagdo e acabarem
sendo ingeridas por animais silvestres que podem também servir para consumo humano
(THUY et al., 2011).

Até mesmo antibiodticos autorizados por 6rgdos reguladores sdo potencialmente
toxicos para organismos silvestres e algas (FERREIRA et al., 2007). Além disso, a presenga
dessas drogas no ambiente pode induzir a selecao de bactérias resistentes a antibidticos, que
podem atingir os humanos, através da cadeia alimentar e causar severos problemas de satide
(CABELLO, 2006; SORUM, 2006; DA COSTA et al., 2013; TANWAR et al., 2014).

Por outro lado, esses antibidticos podem inibir ou matar a microbiota benéfica
presente no trato digestivo de peixes silvestres e até em humanos, prejudicando a nutrigao,
fisiologia e imunidade (REKECKI et al., 2009; MAYNARD et al., 2012).

Na presenca do antibidtico estressor, as bactérias sdo capazes de evoluir
rapidamente, devido a alta taxa de mutagdo e a propriedade de resistir as drogas, geralmente
codificada por genes do plasmidio, que podem ser transferidos de uma espécie para outra por
transferéncia lateral de genes (JACKSON et al., 2011; BANERJEE e RAY , 2017).

Por esses problemas, tem-se estudado a introdugdo de probidticos nos meios de
cultivo para melhorar as praticas de manejo e biosseguranca, reduzindo ou eliminando a
utilizacao dos antibidticos e contribuindo para uma pratica sustentavel (DA SILVA et al.,
2012; PANDIYAN et al., 2013; BENERJEE e RAY, 2017).

O termo probiotico tem sido definido de formas diferentes e, atualmente, alguns
autores concordam que “sdo microrganismos vivos que, quando administrados na quantidade
correta, conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO, 2006; KECHAGIA et al., 2013).

Os primeiros registros do uso de probidticos na aquicultura datam da década de
1980, desde entdo pesquisas tém se aprofundado com intuito de mostrar que estes sdo mais

sustentaveis e menos poluentes que os antibidticos (BANERJEE e RAY, 2017).
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Para que um organismo possa ser utilizado como probidtico na aquicultura deve
obedecer a uma série de critérios como: ser organismos ndo patogénicos e nao virulento para
o organismo cultivado, ndo apresentar gene de resisténcia a antibidticos codificados no
plasmideo (GUEIMONDE et al., 2013), tolerar variagcdes de pH para sobreviver no trato
digestivo do hospedeiro, ser capaz de colonizar a superficie da mucosa do trato digestivo,
possuir atividade antagénica contra patdogenos, como producdo de bacteriocinas ou outros
compostos antimicrobianos, produzir enzimas extracelulares e vitaminas para o hospedeiro,
ser natural do interior de outros organismos para adaptagdo mais facil no interior do
hospedeiro (BANERJEE e RAY, 2017).

Bactérias do género Bacillus ja tém sido bastante utilizadas e estudadas como
probiotico em meios de cultivo de camardao (RENGIPAT et al,. 2000; ZIAEI-NEJAD et al,.
2006; LIU et al,. 2010). Os beneficios apontados sdo o aumento da taxa de sobrevivéncia,
melhoria no desenvolvimento, maior resisténcia ao estresse, melhoria da imunidade (LIU et

al.,2010) e melhoria na qualidade da 4gua (BOOPATHY et al., 2015).

1.1.3.1 Género Bacillus utilizado como probidtico

O género Bacillus é bastante heterogéneo genética e fenotipicamente, pertence ao
grupo de microrganismos mais amplamente distribuidos na natureza e pode ser isolado a
partir de amostras de solo e dgua. Seus representantes sdo aerobios ou aerdbios facultativos e
possuem forma de bastonetes (PRIEST, 1989).

Muitas espécies do género Bacillus sdo comercialmente importantes, pois sdo
responsaveis pela producdo de uma gama de produtos, dentre eles enzimas, antibioticos e
inseticidas. A grande parte ndo apresenta riscos ao ser humano e a outros animais, com
excegdo de alguns patdégenos conhecidos como B. anthracis que causa o anthrax e B. cereus
que pode causar intoxicagao alimentar (PRIEST, 1990). A seguranga da utilizacdo de Bacillus
spp. ja foi extensivamente estudada (SCAN, 2000a; ISHIBASHI ¢ YAMAZAKI, 2001;
LOGAN, 2004; SANDERS et al., 2003), comprovando que a maioria das espécies do género
aparenta ndo causar efeitos colaterais no ser humano.

A maioria das espécies de Bacillus ¢ capaz de formar esporos para sobreviver em
condigdes ambientais extremas. A esporulagdo ¢ ativada quando ha declinio na
disponibilidade de nutrientes no ambiente que cerca a célula bacteriana vegetativa,
desencadeando um processo composto por varios estagios com duragdo média de oito horas

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008, SELLA et al., 2014b). Durante a esporulagdo cada célula
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germinativa origina uma estrutura dormente, o esporo, que apresenta maior resisténcia as
condi¢cdes fisicas e quimicas adversas, aumentando também a longevidade da célula no
ambiente (VESSONI PENNA et al., 2003).

O esporo liberado consiste em um nucleo com cromossomo inativo, cortex
formado por peptideoglicanos e uma capa protéica. Essa estrutura faz com que o esporo seja
capaz de resistir a radiacdo ultravioleta, a temperaturas elevadas (80 a 85 °C), exposicao a
solventes e a algumas enzimas (NICHOLSON et al., 2000). O esporo ¢ desidratado e germina
quando ¢ exposto aos nutrientes necessarios, permitindo a entrada de agua e removendo as
camadas externas do esporo para o crescimento de uma célula vegetativa (MOIR, 2006).

Provavelmente, a capacidade de formacdo de esporos ¢ o principal motivo da
utilizagdo de Bacillus spp. como probioticos, pois facilita a estocagem a temperatura ambiente
sem que haja perda da viabilidade. Bacillus sdo capazes de sobreviver em valores baixos de
pH, caracteristicos de sistemas digestivos que, em geral, sdo impeditivos para a sobrevivéncia
de microrganismos (BARBOSA et al., 2005; SPINOSA et al., 2000). Dessa forma, ha
garantias de que, ao ser ingerido, o probiotico alcangara o intestino intacto.

Esporos de Bacillus clausii tém sido utilizados como probioticos no trato
digestivo humano desde 1958 com a producao da Enterogermina, um suplemento medicinal
produzido na Itdlia. Na carcinicultura, cepas do género Bacillus t€ém sido utilizadas para
proteger os camardes contra patdogenos, melhorar seu crescimento e para melhorar as
condi¢des da dgua de cultivo. As espécies mais utilizadas com esses propositos sdo Bacillus
subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans e Bacillus licheniformis
(CUTTING, 2011).

Esporos do género Bacillus sdo frequentemente encontrados em amostras de solo
e durante muito tempo acreditou-se ser esse seu habitat principal. No entanto, estudos
revelaram a presenca de esporos no trato digestivo de humanos, de insetos e de outros animais
(BARBOSA et al., 2005; FAKHRY et al., 2008; HONG et al., 2009a), bem como nas fezes de
diversos animais, em quantidades que sugerem ndo serem resultado apenas da ingestdo, mas
de um possivel estabelecimento nesse habitat (HONG et al., 2009).

O efeito probiotico conferido aos esporos em germinagdo foi identificado em
varios estudos com ratos, em que se observou uma resposta imunologica no trato gastro-
intestinal a presenga desses esporos que poderia conferir maior resisténcia a patdgenos
(HONG et al., 2004).

La Ragione et al. (2001) observaram o efeito probiodtico de B. subtilis em aves

recém nascidas livres de patdgenos inoculadas inicialmente com suspensao de esporos de B.
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subtilis e, em seguida, apds 24 h, com cepa virulenta de E. coli. Resultados mostraram
supressao da Escherichia coli em até mil vezes com relagdo aos individuos sem o probidtico.
Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos para supressao de Clostridium
perfringens (LA RAGIONE; WOODWARD, 2003).

Gullian et al. (2004) reportaram efeitos inibitdrios de uma cepa de Bacillus P64
isolada do hepatopancreas de L. vannamei contra V. harveyi S2, formando um halo inibitorio
de 15,3 mm de didmetro.

Os efeitos inibitorios de Bacillus spp. sdo atribuidos a sua habilidade de secretar
substiancias como toxinas, enzimas bacterioliticas, metabdlitos secundarios, substincias
antibidticas e bacteriocinas que podem provocar efeitos bacteriostaticos ou bactericidas em
grande variedade de individuos gram-positivos e gram-negativos, como também podem
causar efeitos inibitorios em Vibrio (SCHULZ et al., 2005). As bactericinas abrangem um
grupo heterogéneo de peptideos sintetizados por ribossomos, com composi¢do variando de
trinta a sessenta aminoacidos. Também variam em atividade, mecanismos de a¢do, massa
molecular, propriedades bioquimicas e origem genética (CLEVELAND etal.,
2001; GALVEZ et al., 2008).

1.1.4 Habitos alimentares e exigéncia nutricional de peneideos

Os camardes da familia Penaeidae sdo considerados onivoros, alimentando-se
basicamente do que estiver disponivel no ambiente, sendo que os componentes principais da
alimentagdo, no ambiente natural, sdo algas, detritos e presas. Geralmente, sdo classificados
como onivoros na fase juvenil, e na faze adulta podem ser onivoros, detritivoros, oportunistas,
carnivoros ou predadores, alimentando-se continuamente ou frequentemente durante periodos
de atividade alimentar (NUNES, 2005).

Em cultivos, ¢ comum ainda o consumo de poliquetas, anfipodos, copépodos,
restos de outros decapodos e de diferentes crustaceos, foraminiferos, nematoides, moluscos,
dentre outros(NUNES, 2005)..

Tan et al. (2005) relatam que a dieta de camardes pode chegar a constituir cerca
de 40 a 60% do valor total dos custos de producao, de ragdes comerciais que geralmente tém
alto custo, onerandoa atividade aquicola. Esse alto custo se d4, principalmente, devido ao
componente proteico presente nas ragdes (BENDER et al., 2004).

A racdo apropriada deve conter quantidades balanceadas de aminoécidos, acidos

graxos e minerais (SUAREZ et al., 2009), por ser essencial ao cultivo, sua demanda crescente


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302493#bib11
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provoca aumento dos pregos, dificultando a rentabilidade do processo. Essa necessidade

estimula pesquisas por fontes alternativas mais baratas e viaveis (SALZE et al., 2010).

1.1.5 Sistema de Bioflocos

A tecnologia de biofloco (BFT) comegou a ser estudada por volta de 1970,
desenvolvida com objetivo de promover beneficios econdOmicos € ambientais pelo aumento da
biosseguranga ¢ reducao no uso de agua, no descarte de efluentes ¢ na quantidade de
alimentacdo artificial utilizada (WEI et al., 2016).

A utilizacao do sistema de bioflocos para a carcinicultura ¢ uma das formas de
melhorar a produgdo e retengdo de nutrientes nos cultivos, que pode ser amplificada pela
manipulacdo da propor¢do carbono:nitrogénio no meio (AVNIMELECH, 1999). Essa
propor¢ao pode ser balanceada para o desenvolvimento da biomassa bacteriana, pela adicao
de fontes de carbono como glicose, amido, sucrose, etc. (AVNIMELECH, 1999; CRAB et al.,
2007; HARGREAVES, 2006).

Quando a relacdo entre carbono e nitrogénio estd bem balanceada, amodnia e
excretas nitrogenadas podem ser convertidas em biomassa bacteriana; a adi¢do de
carboidratos estimula o crescimento de bactérias heterotroficas, aumentando o consumo de
compostos nitrogenados para sintese proteica bacteriana (AVNIMELECH, 1999,
SCHNEIDER et al., 2005; CRAB et al., 2012).

Bactérias heterotroficas utilizam carboidratos como fonte de energia para sintese
proteica, crescimento e divisdo celular. Esses microrganismos sdao responsaveis pela
imobilizacdo do nitrogénio do meio, uma vez que utilizam nitrogénio inorganico disponivel
para realizar a sintese proteica (AVNIMELECH, 1999). Porém, para que este processo seja
eficiente, a relagdo carbono:nitrogénio no meio deve ser maior que 10:1 (MORIARTY, 1997).

No entanto, o sistema BFT apresenta algumas dificuldades, pois nas primeiras
semanas do cultivo, devido a auséncia de uma comunidade microbiana heterotrofica
estabelecida, pode ocorrer aumento na concentracdo de amodnia, causado pelas excretas e
excesso de racdo acumulados na agua. Nesse inicio, as bactérias autotréficas sdo responsaveis
pela metabolizagdo da amonia, mas o fazem lentamente convertendo-a em nitrito. O nitrito
pode causar alta mortalidade e inibir o crescimento dos camardes. Entretanto, no meio
existem grupos de bactérias autotroficas que metabolizam nitrito em nitrato, menos toxico,
porém sdo bactérias de crescimento lento, permitindo que o nitrito se acumule (LARA ef al.,

2014).
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Portanto, o objetivo do cultivo com biofloco € estimular o estabelecimento de uma
comunidade heterotréfica estavel, para isso adiciona-se uma fonte de carbono orgéanico, como
o melaco (SAMOCHA et al., 2007), dextrose (KRUMMENAUER et al., 2012), farinha de
mandioca (FROES et al., 2012) entre outros, em propor¢des de 15 a 20:1, ao meio de cultivo,
para que o nitrogénio amoniacal seja assimilado pelas bactérias heterotroficas para formagao
de biomassa, reduzindo a metabolizagdo do mesmo em nitrito (LARA et al., 2014).

. Para minimizar o problema gerado pelo possivel acimulo de nitrito no meio, até
que ocorra a estabilizacdo do sistema, que pode demorar algumas semanas, o biofloco pode
ser for formado externamente ao tanque de cultivo e adicionado ao meio.

Estudos como os de Arnold et al. (2009) e Megahed (2010) sugerem que bioflocos
podem melhorar a taxa de crescimento de camardes, se forem utilizados como suplemento
alimentar em cultivos. O consumo de bioflocos aumenta a eficiéncia no consumo alimentar,
pois ocorre a reciclagem de residuos de alimentos e fecais que podem ser reutilizados de um
ciclo de cultivo para outro. O sistema de biofloco ja tem sido utilizado com resultados

bastante favoraveis em fazendas de camardo (BAUER et al., 2012).

1.1.6 Lodos ativados

O crescimento industrial e a evolugdao dos processos de producdo tornaram-se
imprescindiveis na sociedade moderna. No entanto, apesar de sua importancia a atividade
industrial € frequentemente apontada como causadora de diferentes tipos de poluicdo do meio
ambiente, gerando residuos que precisam ser descartados de alguma forma (FREIRE et al.,
2000). Diferentes formas de tratamento foram desenvolvidas para diferentes tipos de rejeitos
de acordo com sua natureza (liquidos, sélidos ou gasosos) (MAZZER e CAVALCANTI,
2004).

O tratamento de efluentes pode ser realizado por processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos. Tratamentos baseados em processos biologicos sdo mais frequentemente
utilizados, pois permitem tratar grandes volumes de efluentes a custos comparativamente mais
baixos (FREIRE et al., 2000; DA MOTTA et al., 2003).

O fundamento deste tipo de tratamento ¢ a utilizacdo de matéria organica como
substrato para o crescimento e desenvolvimento microbiano. Os processos de degradagdo
podem ser aerdbios ou anaerdbios, dependendo do aceptor de elétrons disponivel no meio. No

caso de meios aerobios, onde hé disponibilidade de oxigénio molecular, 0 mesmo atua como
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aceptor, produzindo CO, e H,O; quando nao hé oxigénio disponivel sdo utilizados outros
compostos como carbono, enxofre ou nitrogénio com consequente producdo de CHy e CO;
(FREIRE et al., 2000).

O tratamento bioldgico consiste na remoc¢ao da matéria organica presente nos
efluentes, principalmente rejeitos industriais e usualmente, o monitoramento do desempenho
do sistema ¢ feito por determina¢des de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda
quimica de oxigénio (DQO) ou carbono organico total (COT) (BRITTO e RANGEL, 2008).

Na busca de um sistema de tratamento eficiente para esgotos municipais Arden e
Lockett, (1914) descobriram que a aeracdo das dguas residudrias em sistemas de tratamento
por sedimentagdo, resultava na remog¢ao do material orgdnico ao mesmo tempo em que se
formavam flocos microbianos macroscopicos de facil remogao por sedimentagao, produzindo
um lodo biolégico (VAN HAANDEL E MARALIS, 1999). Posteriormente, constataram que ao
coletar e adicionar esse lodo a outra batelada de agua, o processo de remo¢ao da matéria
organica era acelerado e a quantidade de lodo aumentava, sendo chamado lodo ativado (VAN
HAANDEL E MARALIS, 1999). Dentre os processos aerobios o sistema de lodos ativados € o
mais utilizado para efluentes complexos, pois opera com pouco substrato auxiliar (JENKINS
et al., 2003).

O lodo consiste em uma massa microbiana composta por varias espécies de
bactérias, fungos, protozoarios ¢ outros microrganismos que degradam a matéria organica,
principalmente através da respirag@o celular que promove a oxidagdo de compostos organicos
com quebra de moléculas complexas, transformando-as em moléculas mais simples e estaveis
(FREIRE et al., 2000).

O sistema de lodos ativados consiste basicamente em um tanque de aeragdo, no
qual o efluente ¢ introduzido e misturado ao lodo ativado (licor misto) sob aeragdo mecanica
constante para que ocorra a oxidagdo da matéria organica, e um tanque de decantacdo
adjacente onde ocorre a sedimentacdo dos flocos de microrganismos. Uma parte dos flocos
sedimentados ¢ recirculada para o tanque de aeragdo e o efluente clarificado ¢ conduzido para
desinfec¢do ou disposi¢do final. A recirculagdo da biomassa permite um tempo maior de
residéncia do lodo no sistema, facilitando o processo de oxida¢do dos compostos organicos
(FREIRE et al., 2000). Com a recirculagdo € possivel manter a massa e a concentragao de
lodo constantes, para isso € necessario realizar o descarte do lodo excedente, que na
capacidade maxima do reator é feita na mesma quantidade em que o lodo cresce.

Os principais inconvenientes associados ao tratamento biologico com lodo

ativado, sdao o alto custo de implementagdo e a formagdao de grandes quantidades de lodo
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excedente. O lodo em excesso deve passar por um processo de tratamento e disposicao final,
para evitar criar um novo problema. Esse lodo passa por um processo de estabilizacdo para
reduzir a fragdo de matéria viva, em seguida ¢ realizada a remogdo de agua, formando um
produto final sélido ou semi-solido que pode ser utilizado na agricultura, ser enterrado ou
incinerado. Algumas pesquisas apontam usos alternativos como a reutiliza¢do desta biomassa
para adubo ou sua utilizagdo na dieta de camardes (KUHN et al., 2009).

Para suprir as necessidades da carcinicultura varias técnicas de cultivo e tipos
diferentes de tratamento de dgua tém sido estudadas. O sistema de bioflocos tem sido umas
das principais formas de manter o cultivo sem recirculacdo de 4gua, consequentemente
reduzindo a liberacdo de efluentes (NUNES, 2010).

Quando o efluente ¢ tratado por processo biologico aerdbio, € possivel produzir o
lodo que formaré o biofloco (KUHN et al., 2009) o qual pode ser acrescentado no cultivo com
o intuito de evitar a mortalidade de camardes, durante o periodo inicial do cultivo BFT,
acelerando a estabilizacdo da comunidade bacteriana heterotrofica. A produgdo de biofloco
em reatores pode ser uma forma de otimizar a produgao e manipular, conforme a necessidade,
a produgao de proteina bruta, o pontecial probiotico, quantidade de lipidios. Isso vai depender,
por exemplo, da fonte de carbono fornecida ao reator, do oxigénio dissolvido e da presenca de
compostos nitrogenados (WEI ef al., 2016).

Nesse trabalho foi analisada a presenca de Bacillus spp. no sistema de lodos
ativados, no biofloco formado, e a composi¢dobromatoldgica do biofloco, além da remog¢ao

de matéria organica do sistema.
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CAPITULO 2

Avaliacao do perfil bromatoldgico do biofloco gerado em sistema de lodo ativado para

tratamento de efluente de carcinicultura

RESUMO

Os efluentes de carcinicultura sdo ricos em matéria organica dissolvida e particulada,
compostos nitrogenados, antibidticos, fertilizantes e outros compostos quimicos. Por esse
motivo, se liberados sem tratamento no ambiente, podem causar grandes alteragdes
ecoldgicas. Esses efluentes podem ser tratados em sistemas aerobios como em sistemas de
lodos ativados, produzindo biofloco para suplementar a ragdo de camardes. Assim, neste
trabalho, avaliou-se o perfil bromatologico do biofloco gerado em sistema de lodos ativados
com o objetivo de suplementar a alimentacdo do camardo branco do Pacifico, Litopenaeus
vannamei. Para isso foi utilizado um sistema de lodos ativados, em escala de bancada,
alimentado com 4gua residuaria de cultivo do camardo, Lifopenaeus vannamei, com
reaproveitamento de agua. Foram determinados: pH, oxigénio dissolvido (OD), demanda
quimica de oxigénio (DQO), solidos suspensos volateis (SSV) e solidos suspensos
sedimentaveis (SSS). Determinou-se, no biofloco, proteina bruta, umidade e volateis, extrato
etéreo, fibra bruta e matéria mineral. A remoc¢ao média de DQO foi de 68 + 0,19 % em pH
médio 7,69 £ 0,71. Encontrou-se 45,82%, de proteina bruta, 20,57% umidade e volateis,
1,54%, extrato etéreo e 0,22% fibra bruta e de 8,71% matéria mineral. O biofloco produzido
no sistema de lodos ativados tem teor prot€ico elevado, embora a eficiéncia de remocao de

matéria organica tenha sido relativamente baixa para esse tipo de sistema.

Palavras-chave: sistema aerobio, reaproveitamento de agua, melaco, cultivo superintensivo
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Evaluation of the bromatological profile of the biofloc generated in activated sludge system
for treatment of shrimp farming effluent

ABSTRACT

Shrimp farming effluents are rich in dissolved and particulate organic matter such as nitrogen
compounds, antibiotics, fertilizers and other chemical compounds. For this reason, if released
untreated in the environment, they can cause major ecological problems. These effluents can
be treated in aerobic systems like activated sludge system, with production of biofloc that can
be used to supplement the shrimp feed. Thus, in this work, the bromatological profile of the
biofloc generated in activated sludge system was evaluated in order to supplement the feeding
of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei. For this, a system of activated sludge was
used in a laboratory scale fed with Litopenaeus vannamei culture water, with reuse of water.
PH, dissolved oxygen (OD), chemical oxygen demand (COD), volatile suspended solids
(SSV) and sedimented suspended solids (SSS) were determined. Crude protein, moisture and
volatiles, ethereal extract, crude fiber and mineral matter were determined in the biofloc. The
mean COD removal was 68 = 0.19% and mean pH 7.69 £ 0.71. It was found 45.82% crude
protein, 20.57% moisture and volatile, 1.54%, ethereal extract and 0.22% crude fiber and
8.71% mineral matter. The biofloc produced in the activated sludge system has high protein
content, although the organic matter removal efficiency has been relatively low for this type

of system.

Key words: aerobic system, water reuse, molasses, superintensive shrimp culture
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2.1 INTRODUCAO

Os efluentes provenientes de cultivos de camardo sdao ricos em matéria organica
seja na forma dissolvida ou na particulada. A particulada pode ser dividida em sélidos
sedimentados no fundo, sélidos suspensos na coluna d’agua, solidos finos e, geralmente sao
provenientes de restos de alimentos ou fezes que podem causar deplecao de oxigénio e
toxicidade pelo acamulo de aménia (CAO et al., 2007).

Urina e fezes podem causar acumulo de amodnia e aumento da demanda
bioquimica de oxigénio (DBO). A amonia ¢ produzida pelo metabolismo dos organismos e
excretada no meio. No processo de nitrificagdo a amodnia ¢ oxidada a nitrito e posteriormente
a nitrato que € a forma menos toxica. No entanto, excesso de nitrato e outros nutrientes pode
promover eutrofizagdo e bloom de algas que podem causar problemas ambientais graves
(CAO et al., 2007).

Os efluentes podem conter ainda grandes quantidades de produtos quimicos como
estabilizadores pigmentos incorporados em alimentos, desinfetantes e medicamentos como
antibioticos (CAO et al., 2007).

Por outro lado, a estabilizagdo da comunidade heterotrofica em cultivos pode
demorar até algumas semanas, causando mortalidade dos camardes. Para superar esse
problema, os bioflocos podem ser gerados em sistemas externos, como o sistema de lodos
ativados usado para tratar efluentes de carcinicultura, por exemplo.

Alguns trabalhos, como o de Kuhn et al. (2009), relatam a obten¢do de biofloco
gerado em sistema de tratamento de efluentes de carcinicultura. Segundo os autores, o
biofloco produzido em reatores sequenciais em batelada (SBR) tem composicao
microbioldgica diferente das encontradas diretamente na 4dgua de cultivo, pois sdo
manipulados em reatores fechados durante o tratamento do efluente. O biofloco coletado a
partir desses reatores poderia, entdo, ser processado, desidratado e incorporado em ragdes em
pellet para camardes.

Khatoon et al. (2016) investigaram a utilizagdo de biofloco excedente obtido do
efluente de fazenda de cultivo de Litopenaeus vannamei em sistema BFT como substituinte
protéico em dietas para pos-larvas dessa mesma espécie, comparando com a ra¢ao comercial.
Dietas com diferentes porcentagens (25%, 50%, 75% e 100%) de biofloco foram comparadas
entre si e a uma dieta controle composta apenas por racdo comercial. O estudo mostrou que a

dieta composta por 50% biofloco e 50% racdo apresentou maior crescimento especifico em
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comparac¢do as demais, enquanto a maior taxa de sobrevivéncia foi obtida na dieta com 75%
de biofloco e 25% de racdo, sendo que esta composi¢do apresentou quantidade de proteina
comparavel a da dieta controle. Dessa forma, concluiram que o biofloco pode servir como
suplemento em dietas para camardes, principalmente substituindo o componente protéico,
diminuindo custos. No entanto os demais componentes necessarios a dieta ainda sdo
fornecidos com a ragdo convencional, ndo permitindo a substituicao total.

Pouco ainda tem se estudado sobre o biofloco obtido a partir de sistemas de lodos
ativados, Sabry Neto et al, (2015) testaram a biodisponibilidade de proteina bruta em
bioflocos produzidos em sistema de lodos ativados tratando efluente de cultivos
experimentais de camardo e a partir de agua salgada limpa. Os resultados mostraram que o
biofloco produzido apresentava pouca proteina disponivel para o L. vannamei ¢ alta
concentragdo de cinzas, porém continham lipidios disponiveis para o mesmo. Apesar da baixa
concentragdo de proteina obtida (9,59 %) o biofloco apresentou um efeito de estimulo ao
crescimento que pode estar associado a minerais e outros nutrientes nao estudados.

De modo geral as pesquisas mostram que a presenca de biofloco nos sistemas de
cultivos de camardes podem trazer grandes beneficios desde a suplementacdo da alimentacdo
a melhora nas condigdes da agua do cultivo, no entanto, mais estudos sdo necessarios para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na producao do biofloco.

Estudos mais aprofundados com sistemas de lodos ativados sdo necessarios, pois a
manipulacdo das condi¢des pode levar ao aumento da biomassa produzida para o proposito de
alimentagdo. Tendo isso em vista, o objetivo desse trabalho foi operar um sistema de lodos
ativados em escala de bancada para tratar efluentes de carcinicultura e maximizar a geragao

de bioflocos com potencial para serem utilizados como suplemento nas ragcdes para camaroes.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Agua residuaria

A 4gua residudria foi coletada de tanques de cultivo de camardo branco do
Pacifico, Litopenaeus vannamei do Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(LANOA) no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira do Instituto de Ciéncias do Mar
(CEAC/LABOMAR) da Universidade Federal do Ceard, localizado proximo ao estudrio do
rio Pacoti. O laboratorio ¢ constituido por 314 tanques, sendo cinco tanques bergarios de
23.000 L, 25 tanques de de 7.000 L e 80 tanques com 1800 L (figura 1). Os tanques de
engorda recebiam cerca de 2 kg de racdo /tanque com minimo de 40 % de proteina bruta, ao
longo de um ciclo de cultivo de 10 semanas. A esses cultivos foram acrescentados melaco em
p6 e a foi agua reutilizada durante e entre ciclos de cultivo. Nao foram acrescentados
probidticos para prevengdo de doengas nos camardes. A coleta da dgua foi realizada
mensalmente em seis recipientes de 50 L e transportadas para o Laboratorio de Tecnologia de
Biomassa na Embrapa Agroindustria Tropical, onde foram armazenadas em camara fria (4 °C)

para evitar degradagao até a utilizacao no sistema de tratamento.

Figura 1- Cultivo de camardo Litopenaeus vannamei no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira-
CEAC/LABOMAR.
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Fonte: Blog Engenharia de Aquicultura (2011).
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2.2.2 Sistema de lodos ativados

Foi utilizado um sistema de lodos ativados em escala de bancada (Q=5 L/d)
(Figura 2), instalado no Laboratorio de Tecnologia de Biomassa na Embrapa Agroindustria
Tropical. Esse sistema consiste em um mini reator bioldgico retangular, de acrilico, composto
por um tanque de aeragdo (5,80 L), onde ocorre a degradagdo aerdbia da matéria organica. Em
seguida existe um decantador também retangular (4,49 L), onde ocorre a separagdo, por
sedimentacdo do lodo, entre biomassa e dgua residudria em tratamento e, para facilitar essa
sedimentacdo, o decantador ¢ dotado com um cone no fundo. Existe ainda uma saida no fundo
para descarte e recirculagdo do efluente. Parte do lodo sedimentado retorna ao tanque de
reacdo, para aumentar a concentracdo da biomassa no reator bioldgico. A vazdo de

recirculagdo corresponde a trés vezes a vazao de entrada, portanto 15 L/d.

Figura 2- Mini sistema de lodos ativados em escala de bancada, montado no Laboratério de Tecnologia

da Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical e usado nesta pesquisa.

';" %

Fonte: autora.

A alimentacdo do reator foi feita por bombeamento, com aeracdo constante
alternando-se compressor de ar e bomba. A operacao do sistema foi dividida em trés etapas: a
primeira corresponde ao periodo de novembro de 2014 a agosto de 2015, reator operado por
298 d, caracterizada pela inoculacdo e adaptacdo da biomassa por 10 dias, seguida da partida e

opera¢do do reator em que foram definidas a vazdo e carga organica volumétrica (COV)
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maxima suportada pelo sistema. A segunda etapa foi de agosto de 2015 a fevereiro de 2016,
em que o reator foi operado para COV tedrica 3,5 KgDQO/m’ .dia.
A terceira etapa foi realizada de fevereiro a outubro de 2016, em que o reator ja

estava em funcionamento havia 463 d.

2.2.3 Inoculo

O sistema foi inoculado com biomassa concentrada gerada nos tanques bercarios
do LANOA/CEAC. Para isso, coletaram-se 90 L de efluente dos tanques bercarios, os quais
ficaram em repouso por 1h para decantacdo do lodo. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
por sifonamento e utilizado para encher o decantador. Os sélidos suspensos volateis (SSV)
retidos na decantacdo (SSV=13,008g/L) foram transferidos para o tanque de aeracdo e
alimentados com 1 mL/L de uma solucéo de nutrientes (Tabela 1) e 1 g/L de melago por 10 d

(periodo de adaptacdo da biomassa). Nesse periodo o efluente ficou em recirculagéo.

Tabela 1- Composicdo da solu¢do de nutrientes adicionada ao reator.

Soluc¢io nutrientes Concentraciio (g.L ")
K,HPO, 2,5x 107
NH,CI 2,5x 107
MgSO, 8,6x 107
CaCl, 53x 107
FeCl, 3x 10"
H3;BO; 8x 107
ZnCl, 2x 107
CoCl, 3x 10"
(NH4)sM07024 2x10*
CuCl, 1x107°
K>HPO, 2,5x 107

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.2.4 Alimentacio

ApoOs os dez dias iniciais o sistema passou a ser alimentado com afluente
composto por agua residudria, enriquecida com solucao de nutrientes, melago, uréia e fosfato
de célcio monobasico (100C:5N:1P) (Tabela 2). Essa razdo foi mantida por ser reconhecida
como melhor composi¢ao para o crescimento 6timo dos microrganismos (OVIASOGIE,
2013). O abastecimento do tanque de afluente foi realizado com o aporte de 25 L de agua

residudria, duas vezes por semana, para suportar até quatro dias.

Tabela 2- Composicdo do afluente utilizado na alimentagéo do reator.

Composicao afluente Volume de 25 L
Agua residudria 22,5L

Solucio nutrientes 25L

Uréia 6,lg

Fosfato de calcio 35¢g

Melaco wx

Fonte: Elaborada pela autora. ** Quantidade de melago depende da DQO da 4gua residuaria

Durante os primeiros 40 d de funcionamento do sistema, testou-se o valor ideal de
COV para maior produgdo de biomassa aumentando a COV real em 0,5 kgDQO/m’.d, a cada
10 d e observando o desempenho do sistema. A COV maxima testada sem comprometer a
eficiéncia de remog¢ao de DQO foi determinada como COV ideal.

Dessa forma, a quantidade de melago adicionada era calculada (equacdo 1) para
manter a carga organica volumétrica ideal em 3,5 kgDQO/m’.dia. COV planejada ou teérica a
ser mantida, no entanto, na pratica o valor ndo era exatamente igual fornecendo uma COV

real um pouco diferente.

Qaf : DQOaf
V

COV = (M

reator

Onde;
COV: carga organica volumétrica afluente (KgDQO/m’.d);
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DQO: demanda quimica de oxigénio afluente (mg/L);
Q.f: vazao afluente (L/d);

V reator: volume util do reator (L)
Dessa forma, para COV=3,5 KgDQO/m" .dia:
DQOaf = 3,5 KgDQO/m".dia x 0,0058 m’

0,005 m*/d
DQOaf =4,06g DQO/L

Portanto, no afluente a ser colocado no reator a DQO deve ser igual a 4,06g
DQO/L. Como o afluente ¢ enriquecido com melago, deve-se determinar a DQO do melago

para saber a quantidade do mesmo a ser acrescentada (equacao 2).

DQOaf = DQO agua residuaria + DQO melago (2)

A DQO da agua residudria era determinada sempre apos a coleta. Partindo desse

valor, foi determinada a DQO do melaco a ser obtida; Por exemplo, para DQOaf de 0,189:

DQO melago desejada= 4,06 gDQO/L — 0,189 gDQO/L
DQO melago desejada = 3,871 gDQO/L

A partir do valor da DQO do melago desejada ¢ possivel determinar a quantidade
de melaco a ser acrescentada ao afluente. Para isso, a DQO do melago foi determinada
experimentalmente, utilizando 0,5 g de melaco em 1,5 L de 4gua destilada.

Na DQO desejada, 3,971 gDQO = 5,67g de melago deve ser adicionado na agua
residudria, para alcangar a DQO do afluente desejada. Esse valor foi calculado sempre apds a

caracterizacdo da agua residudria coletada.

2.2.5 Parametros operacionais e variaveis fisico-quimicas

A tabela 3 mostra os parametros operacionais utilizados para manter o sistema em

funcionamento.



45

Tabela 3- Parametros operacionais do sistema de lodos ativados

Parametro Valor

Volume do tanque de reacédo 58L

Vazéo do sistema 5L/d

Vazéo de recirculagdo 3,0 vezes a vazdo do sistema
TDH 1,16d

*COV aplicada 2,0 25,0 Kg DQO/m*d™

Fonte: Vale, 2015.*carga organica volumétrica aplicada.

A entrada continua de matéria organica no tanque de aeracdo e a aeracdo
constante proporcionam condicBes Otimas para 0 crescimento e para a reproducdo dos
microrganismos. Ha a tendéncia de que isso ocorra indefinidamente até inviabilizar o
tratamento pela dificuldade de transferéncia de oxigénio para todas as células e pela liberacéo
de microrganismos junto com o efluente tratado prejudicando a qualidade da agua. Para se
manter o sistema em equilibrio, o controle dos microrganismos é feito pela retirada de lodo na
mesma proporcao da reproducdo dos mesmos (VON SPERLING, 1997), por esse motivo foi

realizadofeito o descarte diério de 2 L do material sedimentado no tanque de decantacéo.

2.2.6 Analise Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

O teste de DQO foi realizado duas vezes por semana para o afluente, efluente e
efluente filtrado, seguindo o protocolo de Eaton et al. (2005) para amostras salinas,
adicionando sulfato de merctrio (HgSO4) para minimizar interferéncias causadas pelos

cloretos, formando o precipitado HgCly.

2.2.7 Determinacdo de Solidos Suspensos Volateis

A determinacdo de so6lidos suspensos volateis foi realizada semanalmente segundo
Eaton et al. (2005). Para isso, foram coletadas amostras de 10 mL em duplicata do tanque de

aeracdo e do tanque de decantagao.
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2.2.8 Determinacio de Solidos Sedimentaveis

Os solidos sedimentaveis foram medidos semanalmente adicionando 1 L do
conteudo do tanque de aeragdao do reator a um cone de Imhnof, deixando sedimentar por 30
min para fazer a leitura, de acordo com a metodologia descrita por Avnimelech e Kochba

(2009). Ao final o contetdo era devolvido para o reator.

2.2.9 Analise bromatolégica do lodo

Para analise bromatolégica o lodo foi coletado do tanque de decantacdo do reator,
deixado em repouso em cone de Imhoff por 30 min para sedimentar e o sobrenadante em
excesso foi descartado. O material sedimentado foi entdo filtrado em bomba a vacuo com
papel filtro com porosidade 28 um (Figura 3). Como o lodo foi produzido a partir de efluente
com alto teor de sal este foi lavado repetidas vezes com agua destilada (2L) durante a filtracdo
para remover 0 excesso de sais e, em seguida, secada em estufa com circulacdo e renovacao
de ar para desidratacdo (100 °C). Do lodo desidratado foi analisado o perfil bromatoldgico:
Umidades e \olateis, Proteina Bruta, Extrato Etéreo, Fibra Bruta e Matéria Mineral no

Laboratorio CBO em Campinas, Sao Paulo.

Figura 3-Filtragem com bomba a vécuo de lodo obtido no sistema de lodos ativados para produgdo de

bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura.

Fonte: propria autora.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios obtidos durante os 728 dias de operagdao do reator,
encontram-se na Tabela 4. O valor médio da COV foi proximo ao encontrado em esgotos
domésticos, geralmente entre 2,5 e 3,5 ngQO/mS.dia. A eficiéncia média de remocgdo de
DQO foi inferior a minima desse tipo de sistema de tratamento que, segundo Von Sperling
(1997) seria de 85%. E possivel que esse resultado tenha sido afetado pela variagdo na
concentracdo de oxigénio dissolvido, que oscilou bastante entre 0,6 ¢ 4,5 mg/L devido ao
colapso do compressor utilizado e ao entupimento das pedras de aeragdo. O teor de oxigénio
dissolvido (OD) é importante no controle do sistema de lodos ativados, pois em excesso pode
causar perdas e em falta pode resultar em um fator limitante no crescimento dos
microrganismos. A faixa de concentracdo ideal de oxigénio dissolvido é de 1,0 a 2,0 mg/L
(CLAAS, 2007). A NBR 12209 (1992), recomenda a concentragdo de 1,5 mg/L quando a
idade do lodo for igual ou superior a 18 d e 2,0 mg/L quando a idade do lodo for menor que
18 d.

Soélidos suspensos volateis indicam a quantidade de biomassa presente no reator, o
valor médio obtido durante todo o periodo de funcionamento é concordante com os valores
tipicos para esse tipo de sistema que, segundo Von Sperling (1997), seriam entre 1,50 ¢ 4,00 g
SSV/L.

Tabela 4-Resultados operacionais do sistema de lodos ativados para produgdo de bioflocos e tratamento

de efluentes de carcinicultura

Parametros Resultados

Vazao média 4,68 £0,68 L

Remoc¢ao média de DQO 68 £0,19 % (IC: 33 a 99%)

pH médio 7,69 +0,71 (IC: 4,60 a 8,49

COoV 3,39 + 1,56 kgDQO/m®.dia (IC: 0,73 a 6,40
kgDQO/m?® dia)

SSv 2,88+ 1,40 g/L (IC:0,25a7,79 g/L

IC — Intervalo de confianca. Fonte: Elaborado pela autora.

Durante os primeiros 40 d de operacdo do reator (primeira etapa), foram
considerados como periodo de adaptacao e estabelecimento da comunidade heterotrofica, no

qual ha a ocorréncia de um processo de selecdo e multiplicagdo da microbiota inoculada no
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sistema. Durante este periodo houve grande variacdo nos valores de pH (grafico 1) e a
eficiéncia de remogao de DQO foi menor que 50% (grafico 2) .

ApoOs o periodo de adaptagdo o pH do sistema ficou mais estavel durante a
operagdo, com excecao dos dias 86 e 147, quando foram registrados dois episodios de
colapso na aeracdo do reator, que levaram o mesmo a anaerobiose. Para que a microbiota
pudesse se recuperar a COV foi reduzida, diminuindo a quantidade de melago acrescentado ao
afluente.

No dia 189, novamente o reator ficou anaerébio, houve queda do pH (4,91) e
diminui¢ao da eficiéncia da remoc¢do de DQO, porém dessa vez o motivo deve ter sido o
aumento da COV (5,90 Kg DQO/m’.d), uma vez que nesse periodo estava sendo testada a
melhor COV tedrica para maior producdo de biomassa.

Atée a COV 3,5 Kg DQO/m’.d a remogio de DQO total foi de 77%; acima deste
valor de COV a remogdo caiu para 40%, sendo entdo 3,5 Kg DQO/m’.d adotado como COV
ideal.

O maior valor de SSV foi obtido na etapa 2 (Tabela 5), indicando maior producao
do lodo, apesar de ter a maior variagdo (maior desvio padrdo). Na terceira etapa, o pH estava
mais estavel que nas anteriores (menor desvio padrdo) e a média de eficiéncia de remogao foi
maior. No entanto, a quantidade de sélidos produzida foi reduzida, que pode ter ocorrido

devido a redugdo do oxigénio dissolvido.

Tabela 5- Resultados obtidos durante a operagdo do sistema de lodos ativados para producgdo de bioflocos e

tratamento de efluentes de carcinicultura. Valores médios para cada etapa.

Etapa Duracio COV pH OD (mg/L) Remocdo SSV (g/L)
C) (KgDQO/m’.d) DQO
(mgO,/L)
1 298 2,63 £1,30 7,8+0,82 2,35+0,85 63+0,18% 2,971+0,95
2 165 3,73 £1,18 7,65+0,84 3,01£091 72+0,21%  4,360+1,62
3 265 4,54 +0,12 7,54+0,36  1,91+1,28 76 £0,15% 1,796+1,45

Fonte: Elaborada pela autora. Valores apresentados como médias &+ desvio padréo.

Como o objetivo era obter o maximo de lodo possivel, o melhor valor encontrado
foi durante a segunda etapa no dia 358, (pH 7,8, eficiéncia de remocao de DQO em 88%) com
7,79¢ SSV/L, quando a COV aumentou para 5,03 kgDQO/m".d. No entanto, esse resultado foi

pontual, provavelmente por estar acima da capacidade de suporte do reator, devido ao volume
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pequeno do mesmo. O segundo melhor resultado foi no dia 331 com 5,5g SSV/L, pH 8,3,
COV 2,54 ngQO/m3.d ¢ remocao de DQO em 68%.



Grafico 1- Variac¢ao de pH durante operacdo do sistema de lodos ativados para produgéo de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura
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Grafico 2- Eficiéncia de remo¢ao da DQO
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Grafico 3- Variagdo da carga organica volumétrica (COV) ao longo dos dias de operagdo do sistema de lodos ativados para producdo de bioflocos e tratamento de

efluentes de carcinicultura
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Grafico 4- Sélidos suspensos volateis durante operagdo do sistema de lodos ativados para producdo de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura.
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Durante a pesquisa ocorreram varios problemas, o lodo muitas vezes
obstruia a saida de ar dos aeradores, diminuindo o valor de OD havendo alteracdes
visiveis no lodo, que ficava mais intumescido e sedimentava menos. A falta de oxigénio
em condi¢des ideais para o crescimento bacteriano das formadoras de floco favorece a
proliferacdao de bactérias filamentosas e o fendmeno chamado “bulking filamentoso”
(SANTI, 2013).

O teste para solidos sedimentaveis serviu para analisar visualmente as
caracteristicas do lodo, para andlise nutricional foi coletado quando o mesmo
apresentava melhores resultados (Figura 4), marcando até, no maximo, 300 mL, valores
acima desse, podem indicar méa sedimentagdo do lodo devido ao bulking filamentoso
(SANTI, 2013).

A coleta do lodo para avaliagdo da composi¢do bromatologica foi realizada
apenas na terceira fase, pois para o sistema de lodo ativado se manter ¢ necessario
alcangar um valor de s6lidos minimo ou o mesmo entra em colapso. Para o reator
utilizado o valor almejado era de 5 g/L, porém devido ao tamanho reduzido e problemas
de aeragdo ja apresentados ficou dificil alcangar esse valor e a coleta foi realizada com

valores aproximados de 3,5 g/L.

Figura 4- Teste de solidos sedimentaveis utilizando cone de Imhoff de lodo obtido no sistema de

lodos ativados para producdo de bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura.

Fonte: propria autora.
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Os resultados obtidos da andlise bromatolégica do biofloco estdao
apresentados na Tabela 6, sendo que a porcentagem de proteina bruta foi maior do que
os resultados encontrados por Avnimelech, (2009) que indicou teores protéicos para o

biofloco variando entre 24 e 41%.

Tabela 6- Perfil bromatologico do biofloco obtido no sistema de lodos ativados para produgdo de
bioflocos e tratamento de efluentes de carcinicultura, montado no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa

da Embrapa Agroindustria Tropical e usado nesta pesquisa.

Parametros Base natural Base seca
Umidade e volateis 20,57 %

Proteina bruta 45,82 % 57,72 %
Extrato etéreo 1,54 % 1,91 %
Fibra bruta 0,22 % 0,27 %
Matéria mineral 8,71 % 10,97 %

Fonte: Elaborado pela autora.

Outros trabalhos relataram teores semelhantes aos deste trabalho, como
Kuhn et al. (2009) que obtiveram flocos microbianos de reator sequencial em batelada
(SBR) tratando efluentes de cultivo de tilapia com teor protéico de 49%. Esse biofloco
foi adicionado a dieta de camardes em substituicdo aos componentes da racdo como
proteinas e farinha de peixe. Os autores concluiram nio haver diferencas nas taxas de
sobrevivéncia entre as dietas, sendo que a taxa de crescimento semanal com as dietas
com biofloco foram maiores que das dietas tradicionais.

Khatoon et al. (2016) analisaram o excesso de biofloco no efluente
descartado de cultivos de L. vannamei como complemento dietético em cultivo de pos-
larvas da propria espécie. Pela andlise nutricional, encontraram-se 30,4% de proteina
bruta, quantidade inferior a obtida a deste trabalho e outros estudos utilizando
biorreatores para produgdo externa de biofloco, o que pode ser indicativo de que seja
mais vantajoso gerar biofloco externamente, por exemplo, em sistema de lodos
ativados.

A dieta composta por 50% de biofloco e 50% de ragao comercial resultou na

maior taxa de crescimento especifico, e as dietas com 50% e 75% de biofloco
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apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia em comparagdo as dietas com apenas
racdo comercial, corroborando que o biofloco pode ser um suplemento alimentar
importante na criacdo desses camaroes.

Ja Sabry-Neto et al., 2015 produziram biofloco a partir de sistema de lodo
ativado, porém encontraram baixo teor de proteina bruta (9,59%) e alto teor de cinzas
(matéria mineral) (64,9%). Isso pode ser decorrente da lavagem insuficiente do lodo que
concentrou alto teor de sais da propria agua do cultivo. Uma vez que no presente estudo,
a lavagem com agua destilada foi repetida varias vezes na intengdo de reduzir os sais e
concentrar a proteina.

Diferengas na composi¢do nutricional podem ser causadas por diferentes
fontes de carbono, adicionadas ao reator ou cultivo, para estimular o crescimento
microbiano. Crab et al. (2010) compararam o valor nutricional de bioflocos gerados em
meios com diferentes fontes de carbono. Os resultados mostraram 42% de proteina
bruta no peso seco em acetato, 43% em glicerol, 28% em glicose e o melhor resultado
foi no meio com glicerol inoculado com Bacillus spp. com 58% do peso seco.

Alguns substratos podem promover o desenvolvimento de bactérias que
produzem grandes quantidades de exopolissacarideos em detrimento do crescimento
celular (CRAB et al., 2010), reduzindo, dessa forma a sintese protéica.

A estrutura e estabilidade do biofloco podem ser determinadas pela fonte de
carbono organico, uma vez que afetam a composi¢do da comunidade microbiana. Na
literatura encontram-se varios trabalhos utilizando melago como fonte de carbono,
geralmente adicionado diretamente a agua do cultivo (DE SOUZA et al. 2014,
EKASARI et al., 2014; XU et al., 201).

Como também, € possivel que a proteina proveniente de ra¢des no cultivo
de L. vannamei tenha sido reaproveitada durante o processo de tratamento, no entanto,
ainda nao ha estudos que sugiram que essa proteina bruta seja agregada ao biofloco ou
simplesmente eliminada pelo efluente do sistema.

O sistema de lodos ativados € adequado para producdo de biofloco e com o
controle das varidveis corretas ¢ possivel saber se esse biofloco obtido seria ingerido
pelos camardes e a biodisponibilidade dessa proteina, realizando testes in vivo.

Embora a eficiéncia do tratamento ndo tenha sido a desejada, ela foi
superior a determinada pela Resolucdo n° 430 do CONAMA para disposicdo de

efluentes em corpos hidricos que exige que a remo¢do minima de matéria organica



55

(DBO) seja de 60% (BRASIL, 2011). Como a determinac¢do de DQO ¢ mais precisa que
a de DBO, pode-se dizer que 68% de remogao de DQO, significa que o efluente atingiu

o exigido pela legislacdo ambiental brasileira para langamento em corpos hidricos.
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2.4 CONCLUSOES

Embora o sistema de lodos ativados usado nessa pesquisa nao tenha sido o
ideal, devido as suas dimensdes, foi possivel produzir quantidade relevante de bioflocos
com teor de proteina bruta compativel com o exigido para alimentacdo de camardes
peneideos. Além disso, a remo¢dao de matéria organica foi suficiente para atender a

legislagdao ambiental.
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CAPITULO 3
Bacillus spp. em sistema de lodos ativados tratando efluente de carcinicultura

RESUMO

Na carcinicultura, o uso de probidticos ¢ uma alternativa mais sustentavel que o de
antibiodticos, por minimizar o risco de surgimento de bactérias super resistentes. Bacillus
spp. podem ser encontrados em corpos d’agua, no solo e trato digestivo de camardes e
sao bastante utilizados como probiodticos na carcinicultura. Os probidticos apresentam
melhor resposta quanto melhor adaptados ao meio em que sdo inoculados, por esse
motivo esse trabalho investigou a presenca de Bacillus spp. no biofloco produzido em
sistema de lodos ativados tratando efluentes de cultivo fechado de camardes. Foram
coletadas amostras do afluente ao sistema, tanque de aeracao, decantador e efluente do
sistema, das quais foi feita a contagem padrdo de placas. Colonias de Bacillus spp.
foram encontradas em todos as amostras, principalmente no decantador, onde o biofloco
sedimenta. Esses resultados mostram que esses microrganismos provenientes do meio
de cultivo podem ser incorporados ao biofloco e utilizados posteriormente,

possivelmente para alimentagdo de camarao.

Palavras-chave: probidticos, biofloco, cultivo intensivo
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Bacillus spp. in activated sludge treatment system while trating shrimp farming

effluent

ABSTRACT

In shrimp farming, the use of probiotics is a more sustainable alternative than using
antibiotics, since it minimizes the risk of emergence of super-resistant bacteria. Bacillus
spp. can be found in water bodies, soil and shrimp digestive tract and are widely used as
probiotics in shrimp farming. Probiotics have a better response when they are adapted to
the environment in which they are inoculated, so this work investigated the presence of
Bacillus spp. in the biofloc produced in activated sludge system treating effluents of
shrimp farming. Samples were collected from the afluent to the system, aeration tank,
decanter and effluent from the system, from which the Standard Plate Count was made.
Colonies of Bacillus spp. were found in all samples, especially in the decanter, where
the biofloc sediments. These results show that these microorganisms from the culture
medium can be incorporated into the biofloco for posterior use as suplemente for shrimp

feeding.

Key words: probiotics, biofloc, intesive shrimp farming
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3.1 INTRODUCAO

Na carcinicultura, probioticos tém sido amplamente estudados e utilizados
em substitui¢do aos antibioticos (LIU et al., 2010; DA SILVA et al., 2012; PANDIYAN,
2013). Aliado a isso, tem se buscado maior biosseguranga nos cultivos, evitando-se
patogenos; fazendo os cultivos em sistemas fechados com pouca ou nenhuma troca de
agua, utilizando para isso a tecnologia do biofloco; e monitorando cuidadosamente a
qualidade da dgua (SAMOCHA et al., 2007). Esses cuidados tém sido uma alternativa
mais sustentavel e rentavel, pois permitem producdes com alta densidade de camardes
por tanque com minimo de contaminagdo do ambiente por descartes de efluentes
(BURFORD, 2003).

Na maioria dos casos, utilizam-se probidticos comerciais para acrescentar
ao cultivo, que sdo compostos por bactérias que nao sao oriundas do animal de estudo o
que acaba reduzindo a especificidade entre o probidtico e o hospedeiro. Contudo,
probiodticos nativos do proprio ambiente de cultivo ou do trato digestivo dos organismos
que estdo sendo cultivados ¢ uma alternativa viavel (FERREIRA, 2014).

O efeito probidtico conferido aos esporos em germinagdo foi identificado
em estudos com ratos, em que se observou uma resposta imunoldgica no trato
gastrointestinal & presenca desses esporos; que poderia conferir maior resisténcia a
patogenos (HONG et al., 2009).

O género Bacillus ¢ composto por microrganismos gram-positivos, em
formato de bastonetes, capazes de formar enddsporos, aérobios ou anaerdbios
facultativos. Podem ser encontrados no solo, na agua, em particulas de poeira e no ar.
Em geral, apresentam intensa atividade metabodlica e sdo capazes de produzir enzimas
que degradam diferentes susbstratos organicos (FRANCO;LANDGRAF, 2002).

Esporos ou células vegetativas de Bacillu sspp. podem ocorrer no trato
digestivo de diferentes animais, oriundos de alimentos que os contém ou ingerindo
probidticos, sendo capazes de se estabelecer e tornar-se membro transitorio da
microbiota intestinal . Diversas espécies de Bacillus podem ser isoladas de peixes e
crustaceos, como camarao (GILLIAND; SPECK, 1999).

Viarias espécies de Bacillus sdo utilizados como probidticos devido
principalmente a capacidade de formacdo de esporos e producdo de enzimas. Podem
auxiliar em desordens intestinais e fortalecer o hospedeiro contra possiveis patogenos

(GILLIAND; SPECK, 1999).
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Devido a sua importancia na sobrevivéncia dos animais e manutengdo da
qualidade de 4gua do viveiro, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presen¢a de Bacillus
spp. nas varias fases do tratamento de efluentes da carcinicultura em sistema de lodos

ativados e o potencial probiotico do biofloco.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Ensaio microbiolégico

O ensaio microbiolodgico foi realizado semanalmente durante trés meses
durante a terceira etapa de funcionamento do reator (549 d), de agosto a outubro,
quando o lodo apresentou volume de solidos sedimentaveis entre 100 mL e 300 mL,
para verificar a presenca de Bacillus spp. apés as fases iniciais de adaptagdo. Para isso,
foram coletadas amostras de 50 mL em tubos Falcon do afluente, efluente, tanque de
aeracao e tanque de decantagdo (pela torneira de descarte).

Posteriormente, a amostra do decantador, por se tratar do lodo acumulado,
foi colocada sob agitacdo em placa magnética por 30 min, em baixa rotagdo para que o
floco microbiano fosse desfeito, separando o0s microrganismos que o compdem,
permitindo o crescimento bacteriano.

Em seguida, as amostras foram colocadas para aquecimento a 70°C em
Banho Maria durante 1 h e logo depois colocadas sob refrigeragdo. Esse tratamento
térmico teve o intuito de provocar a morte das espécies bacterianas mesoéfilas, enquanto
as espécies do género Bacillus sp sofrem esporulag¢do, voltando a se desenvolver nas
condi¢des ideais do meio de cultivo (HONG et al., 2009).

Apoés o tratamento térmico, as amostras foram levadas a uma camara de
fluxo, onde foram realizadas as diluigdes para obter os inoculos desejados. A diluicdo
das amostras foi feita em dgua peptonada com cloreto de sodio (0,85 %) para manter o
equilibrio osmotico e permitir o crescimento bacteriano. Em seguida, foram retiradas
aliquotas de 1 mL de cada amostra e acrescentadas em tubos de ensaio contendo 9 mL
de APA para realizar a diluicdo seriada, sendo 1 mL transferido de um tubo para outro,
obtendo trés diluigdes (Figura 5). Em seguida, foram semeadas placas com agar
nutriente pela técnica de spread plate.

A contagem das placas foi realizada manualmente para determinar o nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes em cada uma, seguindo o método
de contagem padrao de placas (CPP) que estima o nimero de células viaveis em um
meio, considerando apenas as dilui¢des que atingiram crescimento celular entre 25 e
250 (DOWNES e ITO, 2001, VIEIRA et al., 2004). Baseando-se na premissa de que
cada célula viavel, isolada e homogeneizada em meio s6lido dard origem a uma col6nia

bacteriana.
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Figura 5- Esquema de realizagdo do ensaio microbiolégico
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras coletadas foi encontrado Bacillus spp., como pode ser
observado na Figura 6,.", presentes em maior quantidade no decantador, onde o biofloco
sedimenta e ¢ acumulado em maior quantidade e no tanque de aeragdo, onde o biofloco
estd em suspensdo. A baixa quantidade encontrada no efluente tratado do sistema indica
que esses microrganismos foram incorporados ao biofloco, aumentando a quantidade no

decantador (Tabela 7).

Figura 6- Placa de 4gar nutriente inoculada com afluente do reator, evidenciando crescimento

bacteriano.

Fonte: autora.
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Tabela 7- Resultado da contagem padrio de placas (UFC/mL) de amostras coletadas no sistema de lodos

ativados em escala de bancada, tratando efluente de carcinicultura, montado no Laboratério de Tecnologia

da Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical.

Tempo de Afluente ao Tanque de Decantador Efluente do
operaciao (d) sistema Aeracio sistema
549 9.8 x 10 3,5x 107 33x10° 1,5 x 10est.*
556 25x10est.*  1,3x 10% est.* 8,0x 10 est.* 1,5 x 10est.*
563 8,5 x 10 est.* 3,0x 10 2,0 x 10% est* < 10 est*.
570 59x 10 1,1 x 10 est.* 6,4 x 10° 1,6 x 10
577 5 est.* 2,0x 10est*  6,0x 10% est.* 2,0x 10
584 2,0x 10 est.* 9,0 x 10est.* 6,0 x 107 est.* <10 est.*
591 6,5 x 10 est.* 7,5 x 10 est.* 2,0 x 10est.* 1,5 x 10est.*
598 2,2x10° 95x 10est* 14x10%est* 3,0x 10est.*
605 4,0x 107 24x10%est.*  2,4x 10%est.* 3,1x 10
612 5,6 x 107 2,1x 10° 1,7x 10° 1,5x 10

*Est: Resultado expresso em estimativa para placas com 25>UFC>250.

Como ndo foram acrescentados probidticos comerciais na agua do cultivo,

0s Bacillus spp. encontrados sdo provenientes da propria dgua coletada do rio Pacoti

para compor o cultivo ou podem ser provenientes do alimento encontrado no trato

digestivo dos proprios camardes.

Estudos com esporos de cepas de laboratério de Bacillus subtilis mostraram

que as mesmas foram capazes de germinar no jejuno e ileos de ratos dosados por via

oral e esporularam a medida que seguiam no trato digestivo (CASULA; CUTTING,

2002, TAM et al., 2006). Fendmeno similar ocorreu com cepas naturais isoladas de

fezes humanas e biopsia intestinal, o que pode significar que o trato digestivo ¢ um

possivel habitat para essas espécies formadoras de esporos, permitindo crescimento e

esporulacio (HONG et al., 2009a). O movimento peristaltico pode ser entdo

responsavel por garantir que esses esporos sejam expelidos junto as fezes de diversos
animais, se acumulando na agua e no solo (BARBOSA et al., 2005; FAKHRY et al.,
2008; HONG et al., 2009a).
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Carvalho, 2016 identificou e isolou cepas de Bacillus spp. de camardes
selvagens para uso como probidtico na carcinicultura. Bacillus circulans e Bacillus
subtilis foram isolados do intestino de Farfantepenaeus subtilis e demonstraram
antagonismo contra Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus e Vibrio
mimicus em testes in vitro. Essa identificagdo indica presenca desses microrganismos
naturalmente no sistema digestivo desses organismos, assim como encontrado neste
trabalho. Espécies como B. subtilis e B. lichenforms ocorrem naturalmente no trato
intestinal de camardes (DECAMP E MORIARTY, 2005).

Como as caracteristicas de uma cepa bacteriana dependem do ambiente em
que vivem a utilizagdo de bioflocos com microrganismos probioticos produzidos no
préprio meio, € boa alternativa para diminuir o risco de um probidtico ndo produzir o
efeito desejado de protecao ao cultivo ou ndo sobreviver (SCHULZE et al., 2006).

A producdo de biofloco em sistemas aerdbios de tratamento de efluentes
ainda ¢ pouco conhecida, em Crab et al., (2010) foram produzidos bioflocos em reatores
com diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol e acetato) que serviram de alimento
para pés-larvas de Macrobrachium rosenbergii. Um dos reatores alimentados com
glicerol foi inoculado com um mix de esporos de Bacillus spp. Os resultados mostraram
que o biofloco resultante do reator alimentado com glicerol e inoculado com Bacillus
spp. continha, em média, 15% de proteina bruta a mais que o biofloco gerado em reator
com apenas o glicerol. Ainda nao se sabe quais mecanismos podem ser responsaveis por
essa diferenca, mas, possivelmente a presenca do probidtico altere a comunidade
microbiologica do biofloco.

Boopathy et al. (2015) realizaram experimentos com indculos de vérias
espécies do género Bacillus spp. em aguas residudrias de carcinicultura para avaliar os
efeitos na degrada¢do da matéria organica, remo¢do de amonia, nitrato e nitritos que
poderiam auxiliar no tratamento dos efluentes de carcinicultura. Nesse estudo
observaram que a eficiéncia na remog¢ao dos mesmos foi aumentada pela presenca do
in6culo de consércio de Bacillus spp. com outros microrganismos presentes na agua
residudria como bactérias nitrificantes e desnitrificantes, como também provocou
inibi¢do do crescimento de Vibrio harveyi, um patdgeno perigoso.

Esses resultados sdao importantes para ajudar no tratamento das aguas

residudrias, como também permitir que essa agua seja reutilizada.
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Ferreira et al.(2015) analisaram a presenca de probioticos em biofloco de
cultivo superintensivo de L. vannamei e encontraram varias espécies de Bacillus spp.:
Bacillus thuringiensis CPQBA 571-12 DRMO06 (N99%), Bacillus licheniformis CPQBA
571- 12 DRM 07 (N99%), B. licheniformis CPQBA 571-12 DRM 08 (N99%) e Bacillus
cereus CPQBA 571-12 DRM 09 (N99%). Sendo a ultima capaz de inibir o patdgeno
Vibrio alginolyticus em teste in vitro.

Na literatura, a quantidade de probidticos suficiente para suprir as
necessidades de um cultivo, varia entre 10* e 10" UFC/mL (DA SILVA et al., 2012;
RAMIREZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2015) e, portanto, a quantidade encontrada
neste trabalho pode ser insuficiente. No entanto, pode ser utilizada como complemento
ao probiodtico comercial, reduzindo os custos econdomicos. Ainda, existe a possibilidade
de reciclar o efluente tratado para complementar os probioticos no cultivo, uma vez que

o efluente do tratamento ainda tem quantidades razoaveis de Bacillus spp.
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3.4 CONCLUSAO
Bacillus spp. podem ser incorporados ao biofloco gerado em sistemas de
tratamento aerébio, constituindo uma possivel fonte alternativa para probidticos

acrescentados a cultivos de L. vannamei.
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CONSIDERACOES FINAIS

E viavel produzir biofloco com alto teor protéico e com potencial probidtico
em sistema de lodos ativados tratando efluentes de carcinicultura. No entanto, sistemas
de tratamento bioldgico aerdbio de efluentes precisam ser muito bem controlados para
que sejam obtidas as melhores condigdes de geracdo de biofloco aliado a melhor
remocao de matéria organica.

A utilizagdo de sistema de lodos ativados para producdo de biofloco ainda
foi pouco estudada, mas a possibilidade de alteragao da composi¢ao microbioldgica do
biofloco conforme os parametros e fonte de carbono utilizada sdo alterados, demonstra
um grande potencial para futuras pesquisas. Como também, esse biofloco deve ser
testado em cultivos para avaliar seu desempenho na dieta de camardes e

biodisponibilidade dos nutrientes.



71

REFERENCIAS

BARBOSA, T.M., SERRA, C.R., LARAGIONE, R.M., WOODWARD, M.J.,
HENRIQUES, A.O. Screening for Bacillus isolates in the broiler gastrointestinal tract.
Applied Environmental Microbiology. 71, 968-978. 2005.

BOOPATHY, R., KERN, C., & CORBIN, A. Use of Bacillus consortium in waste
digestion and pathogen control in shrimp aquaculture. International Biodeterioration
and Biodegradation, 102, 159-164. 2015.

BURFORD, M. A.; THOMPSON, P. J.; MCINTOSH, R. P.; BAUMAN, R. H.;
PEARSON, D. C.. Nutrient and microbial dynamics in high-intensity, zero-exchange
shrimp ponds in Belize. Aquaculture, 219(1-4), 393-411. 2003.

CARVALHO, J.A.L.V. Selecdo e identificacdo de bactérias probioticas para aplicagdo
no cultivo do camardo marinho Litopenaeus vannamei. Dissertacdo de mestrado.
Universidade Federal Rural de Pernambuco. 2016.

CASULA, G.; CUTTING, S.M. Bacillus probiotics: spore germination in the
gastrointestinal tract. Applied Environmental Microbiology. 68, 2344-2352. 2002.

COSTA, B.G.B.; SOARES, T.M.; TORRES, R.F.; LACERDA, L.D. Mercury
distribution in a mangrove tidal creek affected by intensive shrimp farming. Bulletin
Environmental Contamination Toxicology. 90, 537-541. 2013.

CRAB, R., CHIELENS, B., WILLE, M., BOSSIER, P., VERSTRAETE, W., The effect
of different carbon sources on the nutritional value of bioflocs, a feed for
Macrobrachium rosenbergii postlarvae. Aquaculture Research. 41, 559-567. 2010.

DA SILVA, E.F.B.; FROES, C. N.; DE SOUZA, D. M.; SOARES, R.; PEIXOTO, S.;
WASIELESKY, W.; BALLESTER, E. L. C. Uso de probiéticos na producdo de pos-
larvas de camardo-rosa. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 47(6), 869-874. 2012.

DECAMP, O.; MORIARTY, D.J.W.; LAVENS, P.. Probiotics for shrimp larviculture:
review of field data from Asia and Latin America. Aquaculture Research. 39, 334 -
338.2008.

DOWNES, M. P.; ITO, K. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods. 4th ed., Washington: Ed. APHA, 2001. p. 676.EBELING, J. M.;
TIMMONS, M. B.; BISOGNI, J. J. Engineering analysis of the stoichiometry of
photoautotrophic, autotrophic

FAKHRY, S., SORRENTINI, I., RICCA, E., DE FELICE, M., BACCIGALUPL L.,
Characterization of spore forming Bacilli isolated from the human gastrointestinal tract.
Journal of Applied Microbiology. 105, 2178-2186. 2008.

FERREIRA, G.S.; BOLIVAR, N.C.; PEREIRA, S.A.; GUERTLER,C. Microbial
biofloc as source of probiotic bacteria for the culture of Litopenaeus vannamei.

Aquaculture. 448, .273 - 279. 2015.



72

FRANCO, B.D.G.M; LANDGRAF, M. Microbiologia dos alimentos, Atheneu,p 182,
2002.

GILLIAND, S. E; SPECK, M.L. Enumeration and identity of lactobacilli in dietary
products. Journal of Food Protection. 40, 760- 762, 1999.

KUHN, D.D., BOARDMAN, G.D., LAWRENCE, A.L.,, MARSH, L., FLICK, G.J.
Microbial floc meal as a replacement ingredient for fish meal and soybean protein in
shrimp feed. Aquaculture 296, 51e57. 2009.

KUHN, D.D., LAWRENCE, A.L., BOARDMAN, G.D., PATNAIK, S., MARSH, L.,
FLICK, G.J. Evaluation of two types of bioflocs derived from biological treatment of
fish effluent as feed ingredients for Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei.
Aquaculture. 303, 28-33.Lowry, O.H., Rosebrough, N.J. 2010.

LIU, K. F.; CHIU, C.H.; SHIU, Y.L, CHENGD, W, LIU, C.H. Effects of the probiotic,
Bacillus subtilis E20, on the survival, development, stress tolerance, and immune status
of white shrimp, Litopenaeus vannamei larvae. Fish & Shellfish Immunology. 28(5),
837-844. 2010.

PANDIYAN, P.; BALARAMAN, D.; THIRUNAVUKKARASU, R.; GEORGE, E. G.
J.; SUBARAMANIYAN, K.; MANIKKAM, S.; SADAYAPPAN, B. Probiotics in
aquaculture. Drug Invention Today. 5(1), 55-59. 2013.

RAMIREZ, N.B.; SEIFFERT, W.Q.; VIEIRA, F.N.; MOURINO, J.L.P.; JESUS,
G.F.A,; FERREIRA, G.S.; ANDREATTA, E.R. Dieta suplementada com prebidtico,
probidtico e simbidtico no cultivo de camardes marinhos. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira. 8, 913-919. 2013.

SAMOCHA, T. M.; PATNAIK, S.; SPEED, M.; Abdul-Mehdi ALI, A.-M.; BURGER,
J.M.; ALMEIDA, R.V.; AYUB, Z; HARISANTO, M.; HOROWITZ, A.; BROCK, D. L.
Use of molasses as carbon source in limited discharge nursery and grow-out systems for
Litopenaeus vannamei. Aquacultural Engineering. 36(2),184-191. 2007.

SCHULZE, A.D.; ALABI, A.O.; TATTERSALL-SHELDRAK, A.R;MILLER, K.M.
Bacterial diversity in a marine hatchery: Balance between pathogenic and potentially
probiotic bacterial strains. Aquaculture. 256, 50 - 73, 2006.

TAM, N.K.; UYEN, N.Q.; HONG, H.A.; DUC LE, H.; HOA, T.T.; SERRA, C.R.;
HENRIQUES, A.O.; CUTTING, S.M., The intestinal life cycle of Bacillus subtilis and
close relatives. Journal of Bacteriology. 188, 2692-2700. 2006.



73



