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RESUMO

O estudo teve como objetivo verificar a eficacia de diferentes probidticos comerciais utilizados
na carcinicultura, avaliando sua viabilidade seguranca e efeito sob diversas condigdes
ambientais, além de sua contribuicdo para a melhoria da qualidade da agua, eficiéncia
zootécnica e sanidade dos animais. O estudo foi dividido em dois capitulos, compreendendo
quatro etapas. No primeiro capitulo, a primeira etapa consistiu em um levantamento de
informagdes por meio de entrevistas com produtores de camardo sobre o uso € manejo de
probidticos comerciais, abordando perfis de uso e efeitos no desempenho dos cultivos. Na
segunda etapa, os principais probidticos comerciais mencionados pelos produtores nas
entrevistas foram avaliados quanto a viabilidade dos agentes bioativos e seguranga dos produtos.
No segundo capitulo, terceira etapa, bactérias autdctones do ambiente de cultivo foram isoladas
e selecionadas para formacdo de consorcios probidticos. Na quarta e ultima etapa, foram
testados in vivo o efeito desses consorcios e dos produtos comerciais no desempenho zootécnico
do camarao marinho P. vannamei e na qualidade de agua do cultivo. Os resultados do primeiro
capitulo confirmam que alteragdes nos protocolos de aplicacdo e as diferentes estratégias no
uso dos probidticos interferem sobre os parametros de cultivo, especialmente a sobrevivéncia
dos animais. Embora estejam dentro dos limites estabelecidos na legislacdo brasileira, os
produtos probidticos analisados apresentaram quantidades inferiores as declaradas nos rétulos.
Dos produtos testados, apenas dois atenderam ao nimero de células bacterianas declaradas.
Além disso, foi comprovada a auséncia de cepas indicadas pelo fabricante em um dos produtos,
0 que provavelmente reduziu sua eficécia e seus beneficios para o cultivo e o bem-estar dos
animais. Todos os probidticos comerciais analisados apresentaram alta variabilidade de
desempenho quando expostos a diferentes salinidades do meio. No capitulo 2, a partir dos
isolados bacterianos autdctones com potencial probiotico foram elaborados dois consorcios
bacterianos para aplicagdo em testes in vivo. A escolha dos grupos bacterianos para cada
consorcio baseou-se nos beneficios necessarios aos organismos cultivados, resultando na
selecdo de dois consorcios de cepas autdctones com potencial probidtico: um composto por
Bacillus e outro por bactérias oxidadoras. O isolamento e a selecdo de linhagens probioticas
autoctones contribuiram para o aumento do desempenho em crescimento, sobrevivéncia e
biomassa, além de promover melhorias na qualidade da agua de cultivo. Nos testes in vivo,
verificou-se diferenca significativa no peso médio, ganho de peso semanal, sobrevivéncia e
produtividade em kg/ha dos camardes cultivados Entre os dois probioticos autdctones testados,

o P6, formulado com bactérias oxidadoras, demonstrou maior eficacia no desempenho



zootécnico e na qualidade da 4gua, seguido pelo probidtico comercial P3, composto por
Bacillus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici e Saccharomyces cerevisiae. com
sabedoria para maximizacdo de seus efeitos combinados e aproveitamento maximo dos seus
beneficios. As bactérias isoladas para os dois consorcios microbianos apresentaram
propriedades probiodticas in vitro, como capacidade de inibir patdgenos e resisténcia a estresses;
contudo, apenas uma delas superou os probidticos comerciais nos testes in vivo, com efeitos

significativos sobre sobrevivéncia, crescimento e nos parametros de qualidade de adgua.

Palavras-chave: Camardao cultivado; Biotecnologia; Bactérias benéficas; Bactérias

nitrificantes



ABSTRACT

The study aimed to assess the effectiveness of different commercial probiotics used in shrimp
farming, evaluating their viability, safety, and impact under various environmental conditions,
as well as their contribution to water quality improvement, zootechnical efficiency, and animal
health. The study was divided into two chapters comprising four stages. In the first chapter, the
initial stage involved gathering information through interviews with shrimp producers on the
use and management of commercial probiotics, focusing on usage profiles and effects on culture
performance. In the second stage, the primary commercial probiotics mentioned by producers
were assessed for the viability of bioactive agents and product safety. In the second chapter,
stage three involved isolating and selecting indigenous bacteria from the culture environment
to form probiotic consortia. In the fourth and final stage, the effects of these consortia and
commercial products on the zootechnical performance of the marine shrimp P. vannamei and
water quality were tested in vivo. The results of the first chapter confirm that variations in
application protocols and different probiotic usage strategies influence culture parameters,
especially animal survival. Although the products were within the limits established by
Brazilian regulations, the probiotics analyzed presented lower quantities than those declared on
the labels. Of the tested products, only two met the declared bacterial cell count. Additionally,
the absence of manufacturer-indicated strains was confirmed in one product, likely reducing its
effectiveness and benefits for animal welfare and cultivation. All commercial probiotics
analyzed showed high performance variability when exposed to different environmental
salinities. In chapter 2, two bacterial consortia with probiotic potential were developed from
indigenous bacterial isolates for in vivo application. The selection of bacterial groups for each
consortium was based on the desired benefits for the cultured organisms, resulting in two
consortia with probiotic potential: one composed of Bacillus species and the other of oxidizing
bacteria. The isolation and selection of indigenous probiotic strains contributed to enhanced
growth, survival, and biomass performance, in addition to improving water quality. In the in
vivo tests, significant differences were observed in the average weight, weekly weight gain,
survival, and productivity (kg/ha) of the cultivated shrimp. Among the two indigenous
probiotics tested, P6, formulated with oxidizing bacteria, demonstrated higher efficacy in
zootechnical performance and water quality, followed by the commercial probiotic P3,
composed of Bacillus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, and Saccharomyces
cerevisiae. The isolated bacteria for the two microbial consortia demonstrated in vitro probiotic

properties, such as pathogen inhibition and stress resistance. However, only one strain surpassed



the commercial probiotics in the in vivo tests, showing significant effects on survival, growth,

and water quality parameters.

Keywords: Cultured shrimp; Biotechnology; Beneficial bacteria; Nitrifying bacteria.
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1. INTRODUCAO

A carcinicultura se desenvolveu consideravelmente em diversos paises, tornando-se
cada vez mais competitiva e intensiva para atender a crescente demanda do mercado (SIEW et
al., 2023, MACUSI et al., 2022). Esse processo levou a necessidade de intensificar o cultivo
para aumentar a produtividade e escala (PANDIYAN et al, 2013; PEDROZA FILHO;
ROUTLEDGE, 2016). No entanto, com essa intensificagdo os camardes sdao expostos a
condigdes estressantes devido a rapida deterioragdo da qualidade da dgua e do solo, o que
favorece o surgimento de infecg¢des bacterianas e virais, reduzindo significativamente a
produtividade e causando grandes prejuizos econdmicos (BOYD; TUCKER, 1998; TELLI et
al, 2014; KUMAR et al., 2016; BANERJEE; RAY, 2017).

O controle de doencas na aquicultura baseava-se, convencionalmente, no uso de
compostos quimicos e antibidticos (PANDIYAN et al., 2013; KNIPE et al., 2021, MORUF;
USMAN, 2023). Por muito tempo, os antibidticos foram a principal forma de combate a
doengas em animais aquaticos cultivados (ZORRIEHZAHRA et al., 2016; AMJAD et al., 2022;
AMIIN et al., 2023). Contudo, seu uso como medida preventiva ¢ questionavel, pois gera
consequéncias negativas, como o surgimento de bactérias resistentes, impacto ambiental e
residuos quimicos nos tecidos dos animais, o que representa riscos a saude humana (CABELLO,
2006; VIEIRA et al., 2009; TELLI et al., 2014; KUMAR et al., 2016). Essa situagao levou a
fortes criticas sobre a seguranca e eficacia desses produtos na aquicultura (OLIVEIRA ef al.,
2002, MOURINO et al., 2012; CHEN et al., 2022).

Na busca por solugdes mais amigaveis ao meio ambiente, produtos com base
biotecnoldgica vém sendo empregados de forma preventiva na melhoria da qualidade da agua
e sanidade animal (ANJUGAM et al., 2018; MIDHUN, et al., 2019; ELUMALAI et al., 2019;
SOARES et al., 2021). Estes bioprodutos, denominados probioticos, sdo compostos por
microrganismos individuais ou em consércio que, ao serem administrados, agem no sistema
digestivo para equilibrar a microbiota intestinal, promovendo melhor digestdo, absor¢ao de
nutrientes e fortalecendo a imunidade do animal contra patogenos ambientais (GATESOUPE,
1999, SHEFAT, 2018, VOGELEY et al., 2019, RING@, 2020).

Os organismos aquaticos tém uma relacdo estreita com o ambiente em que vivem, de
forma que a satide desse ambiente influencia diretamente o desempenho deles (KESARCODI-
WATSON et al., 2008; BARBIERI et al., 2016; KEWCHAROEN; SRISAPOOME, 2019).
Deste modo, para alguns autores, o efeito do probidtico ndo esté restrito somente aos animais

no cultivo, mas também ao proprio ambiente, promovendo a remediagdo do sistema através da
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manuten¢do das variaveis fisico-quimicas da agua e, consequentemente, proporcionando o
bem-estar dos animais cultivados (FARZANFAR, 2006; FLORES-VALENZUELA et al., 2021;
AMIAD et al., 2022; AMIIN et al., 2023). Os efeitos positivos dos probioticos incluem a maior
decomposi¢do de matéria organica, a redugdo de nitrogénio, fosforo e amonia, o que diminui a
ocorréncia de doengas, aumenta a sobrevivéncia dos animais e, consequentemente, a produgao.
(GATESOUPE, 1999, ZOKAEIFAR et al., 2014; MADANI et al., 2018; VOGELEY et al.,
2019, WON et al., 2020).

Existem diversos produtos probiodticos comerciais disponiveis no mercado para emprego
na aquicultura (AKHTER et al., 2015; MIANDARE et al., 2016). Porém, a diversidade da
microbiota nos ambientes de cultivo torna a selecdo desses produtos complexa, o que gera
davidas sobre a real eficicia de seus beneficios (MOURINO et al., 2012). Para se obter a
eficacia na aplicagdo desses, ¢ essencial considerar previamente fatores como a concentracao e
o modo de a¢do das bactérias empregadas, a forma de aplicacdo, a estratégia de fornecimento,
além de um profundo entendimento dos desafios ambientais e dos patdgenos predominantes no
cultivo. Nesse contexto, o uso de cepas probioticas isoladas de ambientes naturais pode
representar um avango no emprego dessa biotecnologia (CASTRO et al., 2015; LAZADO;
CAIPANG, 2014; ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

O uso de produtos especializados e com eficacia comprovada pode aumentar as chances
de sucesso e evitar longos processos de testes quanto ao uso dos produtos microbianos. Assim,
este estudo buscou verificar a eficicia de diferentes probidticos usados na aquicultura,
avaliando sua viabilidade e seguranga. O objetivo foi comparar seus efeitos em diversas
condi¢des ambientais e observar como contribuem para a melhoria da qualidade da agua,

eficiéncia no cultivo e saude dos animais, em comparacao aos probioticos autoctones.



20

2. HIPOTESE

e As alteracdes nos protocolos e diferentes de aplicacdo de probidticos podem impactar
negativamente no seu desempenho, reduzindo a eficacia para a melhoria da qualidade da

agua, eficiéncia zootécnica e sanidade dos animais.

e O uso de cepas probioticas autdctones do ambiente de cultivo pode oferecer melhores
resultados diante dos desafios enfrentados nos cultivos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a eficécia de diferentes probidticos empregados na carcinicultura, analisando a

viabilidade e seguranca dos produtos, comparando o efeito dos probidticos comerciais e

autoctones e sua contribui¢do para a melhoria da qualidade da agua e da eficiéncia zootécnica.

3.2. Objetivos especificos

Capitulo |

Avaliar se as praticas de uso e manejo dos probioticos adotadas pelos produtores
influenciam os resultados de cultivo;

Analisar o impacto de alteracdes nos protocolos de aplicacdo recomendados pelos
fabricantes na eficacia dos probidticos;

Verificar a conformidade dos probidticos comerciais com as informaces e indicacbes
dos rotulos;

Examinar a viabilidade e estabilidade dos probidticos comerciais sob diferentes

condicdes de ativacao.

Capitulo Il

Isolar e caracterizar bactérias autoctones de aguas de cultivo de camardo marinho com
potencial probidtico;

Desenvolver consdrcios probidticos autoctones a partir de isolados bacterianos com
interacdes harmonicas;

Avaliar a eficacia de probiodticos comerciais e autdctones na qualidade da agua e no

desempenho zootécnico dos camardes por meio de testes in vivo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cultivo de camarao marinho, embora relativamente recente em comparagdo com
outros segmentos da aquicultura, constitui o principal vetor de desenvolvimento de tecnologias
e servigos para o setor aquicola mundial, favorecendo seu crescimento de forma acelerada em
diversos paises (NATORI et al., 2011; ROCHA, 2014; TAHIM et al., 2019, FAO, 2022). De
acordo com dados da FAO (2023), a carcinicultura ¢ uma das atividades aquicolas que mais se
expandiu mundialmente nas ultimas décadas, com uma taxa média de crescimento de 8,99%
entre 2016 ¢ 2020. Essa atividade concentra-se em paises de costas tropicais da Asia e América
Latina, os quais respondem por 99,6% da producdo mundial, com grande parte destinada a
exportacdo (TAHIM et al., 2019).

O camarao Penaeus vannamei ¢ o mais cultivado mundialmente, representando 84,68%
da produ¢do de crustdceos em 2019, e a estimativa para 2023 indicava um recorde de 7,53
milhdes de toneladas (FAO, 2022; XIMENES; VIDAL, 2023). No Brasil, em 2023, a produ¢ao
aquicola bateu recorde com um aumento de 6,2%. A producdo de camardo foi de 8,7 mil
toneladas, gerando R$ 102,5 milhdes, destacando o crescimento e o potencial econdmico do
setor, com expectativa de expansao nos proximos anos (IBGE, 2023).

Na produg¢do em larga escala, os camardes sdo expostos a condigdes estressantes,
sobretudo devido a doencas e a deterioracdo das condicdes, o que leva a grandes prejuizos
economicos (BOYD; TUCKER, 1998; TELLI et al., 2014; KUMAR et al., 2016). Nas décadas
de 1970 e 1980, antibidticos eram amplamente utilizados para controlar doencgas na aquicultura
(RIBEIRO et al., 2008). No entanto, o uso excessivo desses produtos levou a selegdo de
microrganismos resistentes, propriedade que pode ser transferida para outras bactérias
(CABELLO, 2006; ROMERO et al., 2012; KUMAR et al., 2016). Além disso, a administragao
de antibioticos modula a microbiota intestinal dos animais, que por sua vez exerce efeitos
negativos sobre os humanos (RING@Q, 2020).

Diversas inovagdes foram desenvolvidas para aprimorar a produ¢do na criagdo de
camardes. Os probidticos, por exemplo, sdo bactérias benéficas que vivem no intestino do
hospedeiro, promovendo satide ao fortalecer o sistema imunolégico e ajudar no
desenvolvimento (KERRY ez al., 2018; JAHANGIRI; ESTEBAN, 2018). Essas bactérias sao
amplamente utilizadas na industria de camardao e frequentemente aplicadas por meio de
alimentos e suplementos (JAHANGIRI; ESTEBAN, 2018).

Fiiller (1989) definiu probidticos como microrganismos vivos usados como suplementos

alimentares que trazem beneficios ao hospedeiro ao melhorar o equilibrio da microbiota
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intestinal. Esta definicdo enfatiza a importancia de células vivas como um componente
essencial do efeito probidtico. Posteriormente, Schrezenmeir e De Vrese (2001) ampliaram essa
defini¢do, sugerindo que o termo "probidtico" deveria ser usado para produtos que contenham
microrganismos vivos em quantidade adequada e que modifiquem a microbiota das mucosas
ao colonizar o sistema do hospedeiro, promovendo beneficios a sua satde.

As defini¢cdes de probidticos normalmente focam apenas em animais terrestres, sem
observar o fato de que a microbiota intestinal de um organismo aquatico, especialmente os
criados em cativeiro, a microbiota intestinal esta fortemente relacionada com a do ambiente no
qual esse estd inserido (MERRIFIELD et al, 2010; WU et al., 2015). Na aquicultura, essa
relacdo entre microrganismos e o hospedeiro vai além do equilibrio intestinal. Com isso em
mente, Verschuere et al. (2000) definiram probidticos como suplementos microbianos vivos
que beneficiam o hospedeiro ao alterar a comunidade microbiana tanto no organismo quanto
em seu ambiente.

O uso continuo de bactérias probiodticas pode alterar a comunidade microbiana,
promovendo o crescimento de bactérias benéficas e reduzindo patdogenos oportunistas (SAAD,
20006). Isso resulta em respostas imunes melhores dos hospedeiros, maior resisténcia a doencas
(NEWAIJ-FYZUL; AUSTIN, 2015), menor estresse (WON et al., 2020), além de melhorar o
crescimento e a sobrevivéncia (VOGELEY et al., 2019) e fornecer nutrientes essenciais aos

animais (MADANI et al., 2018).

4.1. Probioticos na Aquicultura: avancos e modo de aciao

Apesar de relativamente recentes na aquicultura, estes produtos funcionais vém
ganhando popularidade entre os produtores, principalmente por melhorar a satde e o
desempenho zootécnico dos camardes cultivados, e pela possibilidade de complementar ou
substituir os compostos quimioterapicos (VOGELEY et al, 2019, RING@, 2020).
Compreender seus mecanismos de agdo e formas de uso ¢ imprescindivel para a correta
aplicacdo destas tecnologias. Sua correta aplicagdo pode melhorar a eficiéncia produtiva do
setor e ainda mitigar as ameagas ao meio ambiente e a diversidade biologica (DEVARAIJA et
al., 2013, KUMAR et al., 2016).

Os probidticos agem principalmente ao modificar a microbiota intestinal, favorecendo
o equilibrio e a saude do hospedeiro, além de prevenir o crescimento de patogenos (GHADBAN,
2002; BUSANELLO, 2012). Eles proporcionam beneficios adicionais, tais como a exclusdo de

patogenos por competicdo, fornecimento de nutrientes, maior atividade enzimatica, melhor
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qualidade da 4gua e fortalecimento da resposta imunologica do hospedeiro (BALCAZAR et al.,
2006; MERRIFIELD et al., 2010; LAZADO; CAIPANG, 2014; WU et al., 2014; SHEFAT,
2018, VOGELEY et al., 2019, RING@, 2020).

Diversas cepas bacterianas probioticas tém sido consideradas para uso na aquicultura
como Aeromonas (IRIANTO; AUSTIN 2002), Bacillus (VASEEHARAN; RAMASAMY, 2003;
ADEL et al., 2017b; WON et al., 2020; RINGQ, 2020), Enterococcus (CHANG; LIU, 2002),
Lactocacillus (JATOBA et al., 2008, NIKOSKELAINEN et al., 2001), Vibrio alginolyticus
(AUSTIN et al., 1995), Saccharomyces cerevisiae (VIDAL et al., 2018; WANG et al., 2019;
VOGELEY et al., 2019, Enterococcus (SHEFAT, 2018; RING@, 2020), Lactobacillus sp
(KHAN; MAHMUD, 2015; KARTHIK; BHAVAN, 2018; ZUO et al., 2019; RINGOQ, 2020).
Os diferentes microrganismos empregados possuem mecanismo de ag¢do e caracteristicas
bastante variadas com relacdo a sua capacidade de promover diferentes beneficios ao
hospedeiro e ao ambiente (MERRIFIELD et al., 2010; WU et al., 2015; BALCAZAR et al,
2016).

Um mecanismo de acdo importante das bactérias probidticas ¢ a competi¢do por locais
de adesdo. Elas reduzem a carga bacteriana ao formar uma barreira contra patdgenos,
competindo por nutrientes e prevenindo a colonizagdo de bactérias nocivas (CHABRILLON et
al., 2005; BUSANELLO, 2012; LAZADO; CAIPANG, 2014; AKHTER et al., 2015). Além
disso, os probidticos modulam as citocinas liberadas pelas células imunes inatas e adaptativas
(LAZADO; CAIPANG, 2014), melhoram a digestibilidade dos alimentos por meio de enzimas
como alginato-liases, amilases e proteases (VERSCHUERE et al., 2000; YE et al.,, 2011) e
aumentam a producao de nutrientes, como acidos graxos e vitaminas, beneficiando a saude dos
animais ¢ a qualidade da agua (BALCAZAR et al., 2006; VINE; LEUKES; KAISER, 2006;
SUGIMURA; HAGI; HOSHINO, 2011). Tais caracteristicas auxiliam na eficiéncia alimentar e
no ganho de peso dos camardes, sendo beneficios chave na aquicultura (PANDEY, NAIK,
VAKIL, 2015).

A Tabela 1 retine informacdes sobre as bactérias mais frequentemente citadas na

literatura como agentes probidticos na carcinicultura e seus modos de agdo.
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Tabela 1 — Diferentes espécies de bactérias probidticas utilizados na aquicultura e seus beneficios.

Microrganismos

Espécies de
camarao

Efeitos benéficos

Referéncia

Bacillus subtilis

P. vannamei

Aumento do Crescimento

Won et al. (2020); Zokaeifar et al. (2014);
Madani et al. (2018); Vogeley et al. (2019)

P. vannamei

Resisténcia a doengas

Zokaeifar et al. (2014); Vogeley et al
(2019)

P. vannamei

Aumento da resposta imune

Won et al. (2020); Vogeley et al. (2019);
Zokaeifar et al. (2014); Madani et al.
(2018)

P. vannamei

Aumento da atividade

enzimatica

Zokaeifar et al. (2014)

P. vannamei

Melhora eficiéncia alimentar

Madani e al. (2018)

P. vannamei

Composigdo corporal

Madani e al. (2018)

P. vannamei

Imunidade aumentada e maior
resisténcia contra V. Harveyi

Zokaeifar et al. (2012)

P. vannamei

Protegdo contra vibriose

Das et al. (2006)

P. vannamei

Manutencdo da qualidade de
agua

Hlordzi et al. (2020); Liu et al.(2022); Mehla
et al. (2023)

P. vannamei

Mortalidade reduzida

Liu et al. (2010)

Bacillus licheniformis

P. vannamei

Aumento do Crescimento

Madani e al. (2018)

P. vannamei

Melhora eficiéncia alimentar

Madani et al. (2018)

P. vannamei

Manutencdo da qualidade de
agua

Hlordzi et al. (2020); Mehla et al. (2023)

P. vannamei

Composig¢io corporal

Madani et al. (2018)

P. vannamei

Aumento da resposta imune

Won et al. (2020)

P. vannamei

Aumento do Crescimento

Won et al. (2020)

Pediococcus
pentosaceus P, vannamei Resisténcia a doencgas Adel et al. (2017a)
P. vannamei Aumento do Crescimento Adel et al. (2017a)
P, stylirostris Status antioxidante Castex et al. (2010)
. P. stylirostris Resisténcia a doengas Castex et al. (2010)
Pediococcus
acidilactici P, vannamei Aumento do Crescimento Adel et al. (2017a)

P. vannamei

Melhora eficiéncia alimentar

Adel et al. (2017a)

Bacillus megaterium

P, vannamei

Melhora da imunidade,
alteracao da microbiota
intestinal e resistentes avirus da
sindrome da mancha branca

Li et al. (2009)

Bacillus sp

P. vannamei

Imunoestimulante
Manutengdo da qualidade de
dgua

Gullian et al. (2004)
Cha et al. (2013); Mehla et al. (2023)

Lactococcus lactis

P. vannamei

Aumento da resposta imune

Won et al. (2020); Adel et al. (2017b)

P, vannamei

Aumento do Crescimento

Won et al. (2020); Adel et al. (2017b)

M. japonicus

Regulacdo da expressao génica

Maeda et al. (2014); Ringe (2020);

M. japonicus

Resisténcia a doengas

Maeda et al. (2014); Adel et al. (2017b);
Ringg (2020);

P. vannamei

Aumento da atividade

enzimatica

Adel et al. (2017b)

Bacillus circulans

P. vannamei

Aumento do Crescimento

Vogeley et al. (2019)




26

P. vannamei

Resisténcia a doencgas

Vogeley et al. (2019)

P. vannamei

Aumento da resposta imune

Vogeley et al. (2019)

Bacillus pumilus

P. vannamei

F. brasiliensis

Manutengdo da qualidade de
agua

Resisténcia a doengas e
aumento da sobrevivéncia

Mehla ef al. (2023)

Silva et al. (2012)

Bacillus cereus

Camardoes e
peixe

Aumento do Crescimento e
sobrevivéncia e manutengao da
qualidade de 4gua

Dias et al.(2018)

Saccharomyces P. vannamei Resisténcia a doencgas Vidal et al. (2018); Wang et al. (2019)
cerevisiae
P. monodon Aumento do Crescimento Shefat (2018); Ringo (2020)
P. monodon Resisténcia a doengas Shefat (2018); Ringo (2020)
P. vannamei Aumento do Crescimento Ringe (2020)
Enterococcus faecium P. monodon Protege contra V. harveyi e | Swain et al. (2009)
V.parahaemolitico
P. vannamei Aumento da sobrevivéncia Swain et al. (2009); Ringo (2020)
P, vannamei Aumento da resposta imune Swain et al. (2009); Ringe (2020)
P, vannamei Redugdo da carga bacteriana Ringe (2020); Karthik et al. (2014); Karthik
et al. (2015)
P. monodon Aumento do Crescimento Ringe (2020)
P. monodon Aumento da sobrevivéncia Ringe (2020)
P. monodon Resisténcia a doengas Ringe (2020)
Lactobacill P, vannamei Aumento do Crescimento Ringe (2020); Zuo et al (2019); Khan;
actobactilus sp. Mahmud (2015); Karthik; Bhavan (2018)
P, vannamei Aumento da atividade | Ringe (2020); Zuo et al. (2019); Karthik;
enzimatica Bhavan (2018)
P, vannamei Resisténcia a doencgas Ringe (2020); Zuo et al (2019); Khan;
Mahmud (2015)
M. rosenbergii | Aumenta a sobrevivéncia, o .
crescimento e niveis de | Seenivasan et al. (2012)
constituintes bioquimicos
P. monodon Aumento do  crescimento | Das et al. (2006); Newaj-Fyzule et al. (2014)
Streptomyces . . ,
melhoria da qualidade de agua
P. monodon Aumenta o crescimento dos | Swain et al. (2009)
Streptococcus phocae animais e prote¢do contra
infec¢do com V. harveyi
Arthrobacter P. vannamei Altera microbiota intestinal Li et al. (2009)

Fonte - Elaborado pelo autor

4.2. Estratégias de administracio dos probioticos

Os benéficos dos probidticos no cultivo de camarao dependem de varios fatores, como

condigdes de criacdo, método de aplicagdao, dosagem, cepa probidtica e espécie de camarao

(SAAD, 2006; TOLEDO et al., 2019). O modo de aplicacdo ¢ essencial para a eficacia dos

probidticos e pode ser feito diretamente na dgua, na ragdo ou em alimento vivo (FERREIRA et

al., 2012; SILVA et al., 2016).
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Embora a alimentagdo seja a forma mais eficiente de administrar probidticos, eles
também podem ser utilizados diretamente na dgua de cultivo, causando efeitos benéficos ao
ambiente e ao hospedeiro (KENNEDY et al., 1998; MORIARTY, 1998, ZHOU et al., 2010,
FONSECA et al., 2020). Podem ainda ser aplicados em alimento artificial ou em organismos
como rotiferos e artémias na fase larval (MORIARTY, 1998; PICCHIETTI et al., 2007; 2009).

Algumas cepas probidticas, como biocontroladoras e bioremediadoras, atuam
principalmente no ambiente de cultivo, controlando patdégenos e melhorando a qualidade da
agua e solo (VERSCHUERE et al, 2000; SILVA et al., 2016). As biocontroladoras sdo
antagénicas a patogenos e ndo colonizam o trato gastrointestinal, diminuindo a carga de
bactérias patogé€nicas no ambiente de cultivo (solo e agua). Ja as cepas bioremediadoras irdo
remediar algum problema na 4gua, seja transformando amoénia em nitrato, mineralizando a
matéria organica, melhorando assim os parametros de qualidade de dgua. Dessa forma, uma
cepa pode apresentar mais de uma agdo ¢ atender a critérios simultaneamente, como, por
exemplo, decompondo a matéria organica do ambiente e produzindo compostos que diminuam
a carga de bactérias patogénicas na adgua e no solo, além de poder ainda colonizar o trato
intestinal do animal (SILVA et al., 2016).

A administracdo de probioticos na ragdo ¢ um dos métodos mais utilizados na
aquicultura. A administracao do probiotico na ragao ¢ um dos métodos de administragdo mais
empregados na aquicultura, onde ha a incorporagado direta do produto em racao peletizada, com
a aplicag@o dos probidticos diretamente nos pellets de racdo (ASSEFA; ABUNNA, 2018). A
administracdo via ragdo ¢ considerada uma forma pratica e viavel, sendo geralmente
empregadas culturas microbianas liofilizadas (BIDHAN ez al., 2014). A ingestao de probioticos
pode alterar a composi¢do da microbiota intestinal, oferecendo um importante aporte de
enzimas digestivas e fatores de crescimento, o que resulta em melhorias na utilizagdo dos
alimentos, exclusdo de patdgenos potenciais e maior resposta imunoldgica do hospedeiro
(SAAD, 2006).

Uma vantagem deste método ¢ que o camardo obtém uma variedade microrganismos
necessarios. No entanto, € necessario monitorar continuamente a viabilidade dos probidticos
seja verificada para garantir que a quantidade minima necessaria esteja presente, visto que pode
haver perdas nas previsoes durante o processamento € armazenamento (TYMCZYSZYN et al,,
2012, BIDHAN et al, 2014).

A administragdo de probioticos diretamente na dgua de cultivo também tem mostrado
resultados positivos, contribuindo para a melhora da qualidade ambiental. Esse método ajuda a

reduzir as concentracdes de compostos nitrogenados e fosforados, melhora os intervalos fisico-
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quimicos da agua e inibe o crescimento de microrganismos patogénicos (BALCAZAR et al.,
2006, SAHU et al., 2008; SHEFAT, 2018). Contudo, uma desvantagem desse método ¢ que nao
se pode garantir que o camarao absorva e utilize todos os microrganismos probioticos presentes
na agua (HAI, 2015). Para que os compostos bacterianos tenham uma forma eficaz na agua, ¢
necessario realizar aplicagdes constantes, ja que as condigdes ambientais podem mudar
periodicamente e afetar a microbiota do meio (MORINIGO et al., 2010; FERREIRA ef al.,
2012).

4.3. Desenvolvimento de produtos probidticos

A aquicultura tem se beneficiado nas ultimas décadas do uso de diversos
microrganismos probioticos. Os principais incluem bactérias (Gram-positivas e Gram-
negativas), leveduras e microalgas (RAY ef al, 2012; ZORRIEHZAHRA et al., 2016;
HOSEINIFAR et al., 2018, RINGO et al., 2020; CAIPANG et al., 2020). Os microrganismos
probidticos sdo obtidos de diversas fontes, como intestinos de animais sauddveis, dgua do
ambiente de criagdo, sedimentos em tanques de cultivo, outros animais ou alimentos
fermentados (SHEFAT, 2018; AMENYOGBE, 2023).

As etapas para o desenvolvimento de produtos probidticos envolvem diversos processos,
iniciando com a coleta de amostras, seguida do isolamento e selecdo de cepas microbianas. Em
seguida, realizam-se avaliacdes in vitro, estudos sobre caracteristicas fisiologicas e, por fim, a
analise dos custos e da viabilidade econdmica (VERSCHUERE et al., 2000; KESARCODI-
WATSON et al., 2008). Apos essas etapas, o produto que apresentar resultados satisfatorios
pode ser produzido comercialmente e utilizado. Teoricamente, o candidato probidtico que
atender a mais dessas caracteristicas deve ser considerado o mais apropriado para uso. No
entanto, ¢ indispensavel que alguns testes in vivo sejam realizados antes de sua aplicacdo em
larga escala (VERSCHUERE et al., 2000).

Os critérios para a escolha de novas estirpes probidticas compreendem caracteristicas
referentes a seguranga, funcionalidade, resisténcia e aspectos tecnologicos das culturas
utilizadas na composi¢do do produto (SAARELA et al., 2000). Para que um microrganismo
seja considerado um potencial probidtico, ele deve ser seguro, ndo apenas para o animal
cultivado e o ambiente em que vive, mas também para os seres humanos. Além disso, os
microrganismos devem ser indcuos, ndao possuir genes de resisténcia a antibidticos e apresentar

propriedades antimutagénicas. Devem ainda ser capazes de resistir a bile, ao processo de
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inoculag@o na racdo, e suportar o tempo de armazenamento e transporte (MOURINO et al.,
2008; BALCAZAR et al., 2008; LAZADO; CAIPANG, 2014; AKHTER et al., 2015; SILVA et
al., 2016).

O ponto inicial para selecao de cepas de interesse da aquicultura ¢ o isolamento e
caracterizagdo de bactérias que sejam resistentes as variagdes dos pardmetros ambientais
(CASTRO et al,, 2015) e que apresentem comprovada capacidade de colonizar o intestino do
hospedeiro (SAAD, 2006). A selecao deve ser realizada com base nas caracteristicas das
bactérias € na sua resposta a testes especificos, como a capacidade de colonizar o trato
gastrointestinal do hospedeiro e de atuar como antagonistas contra cepas patogénicas de
interesse (BALCAZAR et al., 2008; LAZADQO; CAIPANG, 2014; AKHTER et al., 2015; WU
et al., 2015).

A capacidade das bactérias aderir e colonizar a superficie, interferindo frequentemente
na adesdo de patogenos, ¢ um dos principais critérios desejaveis na sele¢do de probidticos
(BALCAZAR et al., 2006; LAZADO; CAIPANG, 2014). Assim como o antagonismo
bacteriano, no qual as interagdes microbianas desempenham um papel importante no equilibrio
entre microrganismos benéficos e potencialmente patogénicos (BALCAZAR, 2002;
BALCAZAR, 2006; LOZUPONE et al., 2012; PERBELIN et al., 2019). O processo de
exclusao competitiva ocorre através da producao de compostos inibitdrios que sdo antagonicos
em relacdo aos agentes patogénicos, o que impede o crescimento desses patdgenos
(BALCAZAR, 2002; BALCAZAR, 2006; CUTTING, 2011). E essencial que um probiotico
seja tolerante a bile para conseguir sobreviver e se desenvolver no trato gastrointestinal do
animal (BALCAZAR et al., 2008). Além disso, ele ndo deve ser hemolitico, pois a hemolisina
¢ um fator de viruléncia comum entre os patogenos (OUWEHAND et al., 2005, SANTIAGO
etal., 2013, REBOUCAS et al., 2017).

Embora seja improvéavel encontrar um probidtico que atenda a todas as caracteristicas
desejaveis, um candidato pode ser considerado promissor se ao menos algumas dessas
caracteristicas forem atendidas (AMENYOGBE, 2023). Entre os diferentes candidatos, os
probioticos potenciais sdo escolhidos com base na sua atividade inibitoria contra patdgenos-
alvo in vitro ou in vivo (GATESOUPE, 1999; VERSCHUERE et al., 2000, BALCAZAR et al.,
2007, 2008; HAI 2015; HOSEINIFAR et al., 2017; AMENYOGBE et al., 2020).

O mercado oferece diferentes composig¢des de cepas nos probiodticos comerciais testados
e utilizados em camardes (SILVA et al, 2016). Entretanto, a principal problemética dos
produtos comercialmente utilizados na carcinicultura ¢ que, frequentemente, essas cepas sao

i1soladas de animais terrestres ou de espécies que nao sao o alvo da suplementagdo ou aplicagao,
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sendo assim cepas probioticas aloctones, e por isso apresentar resultados ndo esperados sendo
considerados algumas vezes ineficazes (AKHTER et al., 2015; SILVA et al., 2016; GHOSH et
al., 2016).

Por outro lado, a utilizagdo de microrganismos autdctones do hospedeiro oferece
beneficios ampliados, pois esses microrganismos ja possuem familiaridade com o ambiente,
incluindo condi¢des como salinidade e temperatura (ZORRIEHZAHRA et al, 2016 Dessa
forma, o uso de probiodticos universais nao ¢ recomendado. Para alcancar maior eficiéncia e
maximo potencial, as bactérias que compdem os probidticos devem ter especificidade para o
hospedeiro (FERREIRA et al., 2012; LAZADO; CAIPANG, 2014).

A caracterizagdo e triagem de cepas probiodticas t€ém sido tema de inimeros artigos
cientificos nos ultimos anos (NIKOSKELAINEN et al., 2001; CHABRILLON et al., 2005;
BALCAZAR et al., 2008; AMENYOGBE et al., 2023). O potencial para encontrar probidticos
ideais ¢ avaliado por meio de diversas etapas de triagem ap6s o isolamento das cepas. A
viabilidade destes produtos e a sua ndo patogenicidade critérios essenciais para comprovar sua
seguranca (UNTERKIRCHER et al., 2012)

O desenvolvimento de probidticos adequados ¢ uma tarefa complexa, que exige
experimentos em grande escala, bem como ferramentas de monitoramento apropriadas e uma
producdo controlada (LUIS-VILLASENOR et al., 2013 RUNGRASSAMEE et al., 2016;
ZHENG et al., 2016). As etapas necessarias para a obtencao de um probidtico estao ilustradas

na Figura 1.



Figura 1 — Etapas para desenvolvimento e selecdo de um probidtico.
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Tanto cepas esporogé€nicas quanto ndo esporogénicas podem ser utilizadas como
probidticos. Contudo, as bactérias esporulantes apresentam uma vantagem significativa: sua
resisténcia a amplas faixas de temperatura e pH, caracteristicas nao observadas em outros tipos
de bactérias (SILVA et al., 2016).

Dentre as formas esporuladas, Bacillus subtilis € Bacillus licheniformis sdo as cepas
probidticas mais comuns utilizadas na aquicultura. A principal vantagem da utilizacdo dessas
bactérias estd na facilidade de producdo em larga escala e na incorporacdo em produtos
comerciais. Isso ocorre porque sua capacidade de esporulagdo facilita sua inclusdo em dietas e
formulagdes comerciais (SILVA et al., 2016; JESUS et al, 2016). Além disso, cepas
esporogénicas utilizadas como probidticos costumam ser mais resistentes a condi¢des adversas,
como o ambiente do trato digestivo. Elas sobrevivem ao trajeto através da barreira estomacal,
uma propriedade que ndo pode ser garantida com probidticos fornecidos na forma vegetativa
(SILVA et al., 2016; JESUS et al, 2016; ELSHAGHABEE et al., 2017, KONURAY;
ERGINKAYA, 2018).

No entanto, a maioria dos probidticos disponiveis atualmente sdo bactérias que ndo sao
formadores de esporos (JESUS et al, 2016). Geralmente, as bactérias ndo esporogénicas
apresentam menor resisténcia a condi¢des adversas e tendem a ndo manter alta viabilidade apos
longos periodos de estocagem em temperatura ambiente € com baixa atividade de agua
(ELSHAGHABEE et al, 2017; KONURAY; ERGINKAYA, 2018). As bactérias mais
comumente utilizadas pertencem ao género Bifidobacterium e a familia Lactobacillaceae.
Dentro deste grupo, as cepas do género Lactobacillus destacam-se por sua grande capacidade
de colonizar o trato intestinal e pela producdo de compostos com atividade antimicrobiana

(ELSHAGHABEE et al,, 2017; KONURAY; ERGINKAYA, 2018).

4.4. Desempenho dos probiédticos no cultivo de camaréao

Inicialmente o uso de probidtico na aquicultura era focado para melhoria do crescimento
e sanidade dos animais, porém seu uso expandiu-se para atingir melhores niveis de qualidade
de 4gua, digestibilidade de nutrientes, agentes antiestressantes e promotores para aumento dos
indices produtivos (MARTINEZ CRUZ et al, 2012). Entre os agentes ativos mais
frequentemente utilizados estao bactérias pertencentes aos géneros aos géneros Lactobacillus
(JATOBA et al., 2008; WON et al., 2020; ADEL et al., 2017a) ¢ Bacillus (WON et al., 2020;
ZOKAEIFAR et al., 2014; MADANI et al., 2018; VOGELEY et al, 2019). Onde os primeiros

sao indicados para conferir melhores resultados zootécnicos, com melhora da conversao
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alimentar, reducao da mortalidade, aumento da resisténcia as condigdes de estresse, melhora da
imunidade e satde geral dos animais (MAEDA et al., 2014, ADEL et al., 2017, RINGQ, 2020),
enquanto as espécies do género Bacillus atuariam na manuten¢ao dos parametros de qualidade

de agua (HLORDZI et al., 2020; LIU et al., 2022; MEHLA et al., 2023)

4.4.1. Desempenho de crescimento e taxa de sobrevivéncia

O desempenho de crescimento ¢ um parametro importante da carcinicultura devido ao
custo e ao tempo envolvido no cultivo de camardes (TOLEDO et al., 2019; RUDTANATIP et
al., 2019; KEWCHAROEN; SRISAPOOME, 2019).

Nimrat e al. (2012) investigaram os efeitos de diferentes composi¢des de Bacillus spp
sobre o crescimento e sobrevivéncia de estagios larvais e pos-larvais de P. vannamei. No estagio
pos-larval, todos os tratamentos com probiodticos apresentaram melhores resultados que o grupo
controle, onde ndo houve a adigdo de probidtico. Esses autores também observaram diferencas,
entre os proprios tratamentos com probiodticos utilizados, para os valores de peso final,
comprimento final e percentuais de ganho de peso e comprimento.

Pesquisas realizadas por Olmos et al. (2011) observaram melhoria no crescimento,
conversao alimentar, sobrevivéncia e maior tolerancia ao estresse. O mesmo comportamento
com relacdo a sobrevivéncia foi observado por Buglione ef al. (2008) em pos-larvas de P.
vannamei que tiveram alimentacao suplementada por Lactobacillus plantarum e apresentaram
87,86% de sobrevivéncia apds teste de estresse salino em PL 20. Liu et al. (2010) afirmaram
que a utilizagdo de probiodticos melhora a resisténcia ao estresse tanto em peixes quanto em
camardes, em especial a espécie P. vannamei. Moriarty (1998; 1999) mostrou que a produgao
de camardes era elevada e consistente em viveiros onde foram utilizados probidticos e
tecnologias de gerenciamento corretas, enquanto que viveiros ndo tratados ou tratados com

antibidticos entravam em colapso devido a elevada incidéncia de doengas.

4.4.2. Melhor aproveitamento de nutrientes

Os animais aquaticos ndo possuem todas as enzimas essenciais necessarias para lidar
com os desafios dietéticos. No entanto, a colonizagdo do trato gastrointestinal por
microrganismos probidticos que secretam varias enzimas digestivas e de degradagado utilizando
varios compostos nutricionais pode aumentar a utiliza¢do de carboidratos ndo digeriveis como
fonte de energia, pois os probidticos quando presentes no intestino podem otimizar a utilizacao

de nutrientes e minerais (CHO; KIM, 2013; ZHANG; ZHANG, 2013; FALCINELLI et al.,
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2015; KIM et al., 2018; WON et al., 2020).

Bactérias probioticas sdo capazes de melhorar a digestibilidade aparente de proteinas,
efeitos estes benéficos, os quais sdo relacionados ao aumento da atividade de proteases das
proprias bactérias, bem como aumento da atividade de lipases (DE SCHRIJVER; OLLEVIER,
2000; AKHTER et al., 2015; PEREIRA et al., 2021). Estudos afirmam e comprovam a eficacia
de probidticos no desempenho de camardes (GHOSH et al,, 2016; TSAI; CHI; LIU, 2019).

Em trabalho realizado por Anjos e Aratijo (2021) o probidtico foi eficaz na melhoria de
desempenho do M. amazonicum, na qual influenciou no ganho de peso, aumento de
comprimento, conversao alimentar e taxa de crescimento especifico com adi¢ao do probidtico
na dgua, na dieta ou em ambas. Os resultados sugerem que os probioticos facilitaram a digestao
e absorcao dos nutrientes provenientes da dieta em funcao das suas caracteristicas funcionais,
dentre estas, tolerancia a variagdes de pH, tolerancia a hidrolises, atividades antioxidantes e
producdo de antimicrobianos.

Probidticos, com cepas isoladas ou combinadas, podem melhorar a microbiota do seu
hospedeiro, bem como os seus aspectos nutricionais e aproveitamento do alimento, acarretando,
deste modo, na melhoria no desempenho (HAI, 2015). Nimrat ef al. (2019) obtiveram melhor
taxa de crescimento especifico, ganho de peso e conversdao alimentar utilizando diferentes
espécies de Bacillus combinadas para P. vannamei. Ghosh et al. (2016) utilizando bactérias
deste mesmo género combinadas com enzimas obtiveram resultados satisfatorios para ganho
de peso de M. rosenbergii.

Os probidticos ajudam os camardes a atender as suas necessidades nutricionais
(JUDKINS et al., 2020), o que ajuda a proteger o organismo do estresse, da desnutricdo e da
morte (EI-SAADONY et al., 2022).

4.4.3. Qualidade de agua

A gestdo da agua ¢ uma pratica importante para prevenir surtos de doencas e melhorar
a producdo em grande escala na aquicultura (CHA et al., 2013). Nao existem problemas sérios
para a qualidade da agua durante as fases iniciais da criagdo de organismos aquaticos. No
entanto, com o progresso do cultivo os organismos crescem, levando a um rapido aumento na
biomassa e a deterioracao da qualidade da agua, principalmente como resultado da acumulo de
residuos metabdlicos dos organismos cultivados e decomposi¢do de alimentos ndo utilizados
(AMJAD et al., 2022).

Existem diversas bactérias probidticas utilizados para controlar os microrganismos
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patogénicos e melhorar a qualidade da 4dgua, como - Lactobacillus, Bacillus, Nitrosomonas,
Cellulomonas, Nitrobacter, Pseudomonas, Rhodoseudomonas, Nitrosomonas € Acinetobacter
(IRIANTO; AUSTIN, 2002; HLORDZI et al., 2020; LIU et al., 2022; MEHLA et al., 2023).

De acordo com alguns autores, um dos principais problemas enfrentados pela
aquicultura ¢ a elevagdo da concentracao dos compostos nitrogenados (amonia, nitrito e nitrato)
que quando ndo controlados podem vir a acarretar a mortalidade dos animais (KEWCHAROEN;
SRISAPOOME, 2019; HLORDZI et al., 2020; LIU et al., 2022; MEHLA et al., 2023). A adi¢ao
de probidticos na aquicultura pode melhorar a qualidade da 4gua, diminuindo os niveis nocivos
de amonia e aumentando os niveis de nitritos e nitratos (AMIIN et al., 2023). Além disso, inibe
o desenvolvimento de diversos microrganismos patogénicos na agua (AKHTER et al., 2015;
DAS et al., 2017; DIAS et al., 2018; HLORDZI et al., 2020; LIU et al., 2022; MEHLA et al.
2023).

Os Lactobacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas e eficientes em transformar matéria
organica em COy, assim como Bacillus spp. que sdo bactérias nitrificantes e reduzem as
concentragdes de nitrato, nitrito e amonia do meio aquatico, sendo associadas ao melhoramento
de qualidade da dgua, promovendo a melhoria da sobrevivéncia e a taxa de crescimento dos
animais cultivados (GUO et al., 2016; DAS et al., 2017). Esses microrganismos tém um papel
crucial na manutenc¢do da qualidade da agua, na gestao de residuos, no aumento da produgao e
na ciclagem de nutrientes (HLORDZI et al., 2020; LIU et al., 2022; MEHLA et al. 2023).

Foi demonstrado que a adi¢do de probidticos ou bactérias externas, como bactérias
nitrificantes ou Lactobacillus e Bacillus spp., afeta as concentragdes de oxigénio dissolvido,
pH, amonia e alcalinidade na 4gua (NIMRAT ef al., 2012; KEWCHAROEN; SRISAPOOME,
2019; FLORES-VALENZUELA et al., 2021). No cultivo de camardao o aumento da amdnia
pode ocorrer, sobretudo pelo excesso de material organico proveniente de ragdo nao consumida,
de fezes e de excrecdo de metabolitos promovem a eutrofizagdo dos viveiros (KAMAL et al.,
2022). A amonia ¢ toxica e reduz a resposta do sistema imunoldgico podendo levar a morte dos
animais aquaticos (VALENCIA-CASTANEDA et al., 2018). Bactérias probidticas encontradas
na dgua também competem por espago com as bactérias patogénicas (KNIPE ez al., 2021).

Muitos investigadores avaliaram alguns microrganismos especificos como
melhoradores biologicos da qualidade da 4agua (IRTANTO; AUSTIN, 2002; SHARIFF et
al. 2001; NIMRAT et al., 2012; VALENCIA-CASTANEDA et al., 2018; ROBLES-PORCHAS
etal., 2020; FLORES-VALENZULA et al., 2021). Nimrat et al. (2012) em estudo para verificar
a eficdcia de formas mistas de probidticos Bacillus durante a criagdo do camardo P. vannamei

verificaram que o niimero total de bactérias heterotroficas e Bacillus em pos-larvas de camarao
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ou agua de cultivo dos grupos tratados foi maior do que nos controles e os niveis de pH, amonia
e nitrito dos camardes tratados diminuiram significativamente, em comparagdo aos
controles. Esta investigagdo mostrou que a administragdo de probidticos Bacillus mistos
melhorou significativamente o crescimento e a sobrevivéncia das pos-larvas, aumentou as
bactérias benéficas no camardo e na agua de cultivo e melhorou a qualidade da dgua para os
niveis de pH, amonia e nitrito.

Bazar et al. (2021) observaram que os parametros da dgua dos tanques tratados com
probiodticos mantiveram melhores niveis de pH e de oxigénio dissolvido. Segundo os autores
isto se deve ao efeito dos probiodticos que favorecem a mineralizagdo da matéria organica. Os
nutrientes, nitrato-N, nitrito-N e amonia-N na dgua do viveiro, ndo seguiram o mesmo padrao,
com variacdes que podem ser devido a interagdes biolodgicas ou quimicas ou a uma combinagao
desses parametros. As concentracoes de amonia e nitritos no viveiro controle foram
ligeiramente superiores as dos viveiros experimentais.

Em estudo realizado por Flores-Valenzula et al. (2021) para avaliar o P. vannamei criado
em bioflocos com adigdo de cepas comerciais de bactérias nitrificantes e Lactobacillus
rhamnosus também encontrou efeito positivo na adi¢do de cepas probidticas no cultivo. Onde
a adicdo de bactérias autoctones (nitrificantes e Lactobacillus rhamnosus) teve um efeito
significativo na qualidade da 4gua, nos pardmetros zootécnicos do camardo, bem como na
abundancia de bactérias heterotroficas e nitrificantes na dgua e reducdo de bactérias do género

Vibrio.

4.4.4. Sanidade dos animais

Entre os beneficios do uso dos probidticos estd a melhoria da imunidade dos animais.
Algumas bactérias probidticas estdo diretamente relacionadas com o estimulo a resposta
imunoldgica por meio do aumento da eficiéncia da modulacdo do sistema imune inato, tendo
como consequéncia o aumento da produtividade, pois auxiliam na absor¢do dos nutrientes,
vitaminas e sais minerais (OMAR et al., 2012; CHEN et al., 2015).

Cabe destacar que, por nao possuirem mecanismos de regulagdao imunologica secundaria
(memoria imunologica), os crusticeos ndo possuem a capacidade de produzir anticorpos,
possuindo apenas o sistema imune do tipo inato (BARRACCO et al., 2014). Assim para estes
animais o alimento torna-se ainda mais importante, pois sua defesa imunoldgica ¢ fortalecida

por uma adequada e consistente alimentagao.

Visando a sanidade animal, os probidticos podem agir através da atividade antagdnica
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frente a patogenos, podendo competir por nutrientes, espago e sitios de adesdo (mucosa
intestinal e carapaca), produgdo de enzimas extracelulares, que podem atuar como enzimas
digestivas e auxiliar o processo metabolico do hospedeiro ou ter efeito inibitorio sobre
patogenos e, também promovendo a imunomodulagdo, onde o probiotico estimula a agdo do
sistema imune inato do hospedeiro quando confrontado com um patégeno (BANERJEE; RAY,
2017).

Deste modo, as preparagdes probidticas sao consideradas potencial substitutos dos
antibiodticos, uma vez que estes sdo responsaveis por 20% dos residuos presentes na no alimento,
podendo gerar reagdes alérgicas, efeitos toxicos diretos e selecdo de bactérias resistentes
(TELLI et al., 2014; KUMAR et al., 2016). Os probioticos podem ser usados em todas as fases
durante o cultivo e s3o especialmente tuteis nas fases larvais e iniciais de desenvolvimento
(IBRAHEM, 2013).

Viarias doencas encontradas carcinicultura sdo de origem bacterianas causadas por
espécies como Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas, Photobacterium,
Tenacibaculum e Shewanella spp. (AMOAH et al., 2020; KUMAR et al., 2020; ZHOU et al.,
2019). Logo microrganismos que apresentam atividade antagonista frente a esses e outros
patogenos também sdo de grande relevancia para a selecdo de estirpes probioticas, pois além
de reduzirem a carga de patogenos por exclusdo competitiva podem produzir enzimas que
inibam seu crescimento (NINAWE; SELVIN, 2009; ZOKAEIFAR, ef al., 2012; MUSTAFA et
al., 2019; BUTT et al., 2021).

Vidal et al. (2018) ao avaliar os efeitos de uma dieta suplementada com Bacillus cereus
em pos-larvas de Penaeus vannamei cultivados em laboratorio verificaram que os grupos
desafiados com patdgenos e sem uso de probiodticos foram os que apresentaram menor ganho
de peso. Bacillus cereus demonstrou uma alta capacidade de colonizar pés-larvas de camarao,
causando uma diminuicdo significativa de patdégenos, provavelmente pela secrecdo de
substancias antimicrobianas e/ou por exclusdo competitiva, justificando seu uso como uma
bactéria probiodtica.

Wang et al. (2019) consideram que probioticos multiespécie tem capacidade de inibi¢ao
de patogenos mais eficiente que probidticos formados com uma Unica estirpe e ponderam que
estudos mais aprofundados a respeito da capacidade de adesao e de inibi¢do de patdgenos desses
probioticos possam esclarecer a razao dessa diferenca.

Segundo Petri (2000), as bactérias probioticas ocupam sitios de ligagdo na mucosa
intestinal constituindo uma barreira fisica para as bactérias patogénicas. Assim, a ingestao de

probioticos pode modificar a composicao da microbiota intestinal, por exclusdo de potenciais
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invasores. Bacillus spp. tém sido comumente utilizados contra bacterioses que acometem
camardao marinho cultivado, proporcionando efeito benéfico sobre o hospedeiro, alterando a
comunidade microbiana intestinal e melhorando indices zootécnicos.

Em 1998, fazendas marinhas de camarao da espécie Penaeus monodon localizadas na
Indonésia sofriam com baixo indice de sobrevivéncia do crustaceo (16%) devido a infestagao
de Vibrio harveyi em suas aguas. Quando foram adicionadas cepas de Bacillus em alta
densidade, a taxa de sobrevivéncia dos camardes alcangou valores acima de 70% (MORIARTY,
1998). Wang et al. (2019) ao utilizarem uma mistura probidtica no nivel de 108 UFC para
suplementar a dieta, verificaram que a mistura melhorou significativamente o crescimento € o
estado de saude do camardo. O camardo alimentado com a dieta que continha a mistura

probidtica teve maior sobrevida apds a inje¢do com V. alginolyticus.
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DESENHO METODOLOGICO

O estudo sobre avaliagdo da eficacia, seguranca e viabilidade bacteriologica de produtos
probioticos utilizados na Carcinicultura foi dividido em quatro etapas: Na primeira etapa,
realizou-se uma entrevista com produtores para obter informagdes sobre o uso e manejo de
probioticos, com o objetivo de identificar os perfis de uso, os resultados obtidos, além de
identificar as marcas mais utilizadas pelos criadores da regido; na segunda etapa, os produtos
comerciais mais citados pelos produtores foram submetidos a testes in vitro; na terceira etapa,
consorcios bacterianos com principio probiotico foram desenvolvidos a partir de isolados
ambientais; na quarta etapa testes in vivo para avaliar os efeitos dos produtos comerciais ¢ dos
consorcios bacterianos formulados em laboratério sobre o desempenho produtivo do camarao

marinho P. vannamei e na melhoria da qualidade da agua do cultivo.
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CAPITULO 1 - Probioticos comerciais na carcinicultura - Analise de viabilidade

bacterioldgica, conteido microbiano e eficacia em condi¢des comerciais de cultivo.

5. INTRODUCAO

A definicdo tradicional de probidticos descreve-os como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
ao equilibrar positivamente a sua microbiota e sua atividade no trato gastrointestinal
(VOGELEY et al, 2019; RINGO, 2020). A fim de melhorar o rendimento de producdo e
incrementar as taxas de produtividade de cultivo, a aquicultura tem vivenciado um aumento na
busca por alternativas preventivas e sustentaveis de controle das enfermidades (CABELLO,
2006; VIEIRA et al., 2009; PANDIYAN et al., 2013; VOGELEY et al., 2019, RING@, 2020).

Os diferentes microrganismos utilizados em preparagdes probidticas possuem
mecanismo de agdo e caracteristicas bastante variadas com relacdo a sua capacidade de
promover beneficios ao hospedeiro e ao ambiente (MERRIFIELD et al., 2010; WU et al., 2015;
BALCAZAR et al, 2016). Entre os agentes ativos mais frequentemente empregados na
aquicultura como alternativas eficazes ao uso indiscriminado de antibidticos estdao bactérias dos
géneros Lactobacillus (JATOBA et al., 2008; WON et al., 2020; ADEL et al., 2017), Bacillus
(WON et al., 2020; ZOKAEIFAR et al. 2014; MADANI et al., 2018; VOGELEY et al., 2019),
Aeromonas spp. (IRIANTO; AUSTIN, 2002), Enterococcus spp. (CHANG; LIU, 2002), V.
alginolyticus (AUSTIN et al., 1995, KNIPE et al., 2021; MORUF; USMAN, 2023)

Para que uma preparacdo probidtica seja considerada viavel, ela deve conter uma
quantidade minima de unidades formadoras de colonias (UFC) na faixa de 10® a 10° por dose,
0 que assegura os efeitos benéficos a saude do hospedeiro (SAAD, 2006; GALLINA et al.,
2011). No entanto, diversos estudos sobre probidticos t€ém evidenciado inconsisténcias nas
informacdes fornecidas pelos fabricantes. Essas incongruéncias sdo relatadas tanto para
probidticos de uso humano (VANDENPLAS, 2015; GARCIA; FARIAS; LIMA, 2012) quanto
para uso veterindrio (WEESE, 2004; GHELARDI et al., 2023). Estudos mais recentes destacam
que muitos produtos disponiveis no mercado apresentam discrepancias entre o conteudo
declarado e a quantidade fornecida, tanto em termos de composi¢do microbiana quanto de
viabilidade bacteriologica (KORONA-GLOWNIAK, 2019; MAZZANTIN et al., 2021;
BOSQUEZ et al., 2022)

Existem diversos produtos probidticos disponiveis no mercado para uso na aquicultura

(AKHTER et al., 2015; MIANDARE et al., 2016). Os microrganismos ativos nesses
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bioprodutos sdo administrados individualmente ou em consorcio. Entretanto, a diversidade da
microbiota nos ambientes de cultivo torna a selegdo desses agentes bioldgicos um processo
complexo. Isso tem gerado fortes criticas quanto a sua eficdcia no ambiente de aquicultura,
dividindo opinides e colocando em diivida a efetividade de seus beneficios (MOURINO et al.,
2012; AKHTER et al., 2015; AMIIN et al., 2023).

A viabilidade e a estabilidade de culturas probioticas representam o principal desafio
tecnologico para a producao desses produtos. Um dos requisitos que uma bactéria deve atender
para ser considerada um candidato probidtico € a capacidade de se multiplicar e colonizar o
ambiente ou tecidos-alvo, alcangando assim sua funcionalidade. As cepas bacterianas devem
ser capazes de sobreviver as diferentes varidveis ambientais com a mesma viabilidade e
estabilidade (MACEDO et al., 2008; CASTRO et al., 2015; ANDRIANI et al., 2015).

Os ambientes onde a aquicultura ¢ desenvolvida apresentam grande diversidade em
relacdo as condicdes climaticas e de cultivo, especialmente na carcinicultura. A salinidade, por
exemplo, varia significativamente dependendo da regido, estacdo do ano e volume de
precipitacao, com amplitude que vai desde valores tipicos de ambientes dulcicolas até niveis
superiores aos das dguas oceanicas, como ocorre em areas salineiras (MORIARTY, 1998; 1999;
ARANEDA et al., 2008; REBOUCAS et al., 2017; SOARES et al., 2019). Os microrganismos
probidticos elaborados para uso em cultivos de camardo marinho sdo expostos a condigdes
ambientais totalmente distintas devendo manter a mesma eficacia. Contudo, os roétulos
apresentados pelos fabricantes geralmente ndo especificam as condi¢cdes ambientais ideais de
uso, dificultando a otimizagao de seus beneficios.

Para maximizar a eficiéncia dos probidticos no cultivo de camardes, ¢ fundamental
compreender profundamente seus mecanismos de a¢do, métodos de aplicagdo e os fatores que
determinam seu desempenho. Esses aspectos incluem a concentracdo e o modo de acdo das
bactérias empregadas, as estratégias de fornecimento e aplicagdo e o conhecimento detalhado
dos desafios ambientais e patogenos especificos enfrentados durante o cultivo (MOURINO et
al., 2012; LAZADO; CAIPANG, 2014; CASTRO et al., 2015; ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

Entre os obstaculos enfrentados pelos produtores, destacam-se a falta de especificidade
na indica¢do dos produtos e a falta de clareza sobre as limitagdes de seu uso. Esse contexto
frequentemente leva a extensos processos de experimentacdo, que acabam gerando
descontentamento na busca por solucdes eficazes. Além disso, o desrespeito as recomendagdes
dos fabricantes, seja por desconhecimento técnico ou por praticas inadequadas, podem
comprometer significativamente os resultados esperados, refor¢ando a necessidade de maior

orientagdo e precisao na ado¢do dessas tecnologias.
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Com base nesses desafios, a primeira etapa consistiu na realizagdo de entrevistas com
produtores da regido, com o objetivo de compreender as praticas adotadas pelos criadores,
identificar padrdes no uso dos probioticos, avaliar os desafios enfrentados no manejo e
aplicacdo desses produtos, além de mapear as marcas mais utilizadas. Essa abordagem visou
tracar perfis de uso e analisar os resultados obtidos, proporcionando uma visdo ampla e
detalhada sobre a efetividade e os principais gargalos relacionados ao uso desses produtos,
visando direcionar melhorias e otimizar sua eficacia no campo. A segunda etapa, os produtos
comerciais mais citados nas entrevistas foram submetidos a testes in vitro para avaliar a
composicao bacteriana informada nos rotulos, a viabilidade dos microrganismos presentes e
analisar o desempenho dos probiodticos em condi¢des simuladas de cultivo.

O objetivo principal deste estudo foi identificar os principais desafios relacionados ao
uso de probidticos na carcinicultura brasileira e avaliar os produtos comumente utilizados no
setor. Para isso, analisaram-se as informagdes presentes nos rétulos, a composi¢ao bacteriana e
a viabilidade dos microrganismos sob diferentes condi¢cdes de cultivo, com o proposito de

verificar sua eficacia e adequagao as praticas adotadas na aquicultura nacional.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Entrevistas
6.1.1. Delineamento de pesquisa

A regido Nordeste € reconhecida como o principal polo produtor de camardo marinho
no Brasil (POERSCH et al., 2006), com destaque para os estados do Ceara e Rio Grande do
Norte, respectivamente (ROCHA; ROCHA, 2010; REBOUCAS et al., 2017). Para a realizagédo
deste estudo, foram avaliadas 45 fazendas de producdo de camardo localizadas ao longo do
litoral nordestino, abrangendo desde o litoral leste do Cearéa até a regido oeste do Rio Grande
do Norte (Figura 2).

Figura 2 - Localizagdo da area de estudo e distribuicao dos estabelecimentos analisados segundo

o municipio de localizacdo ao longo do litoral nordestino.

T
amy Ll

Regido Nordeste Brasil

Fonte - elaborado pelo autor.

O estudo foi conduzido por meio de uma entrevista semiestruturada com abordagem
qualiquantitativa, utilizando um questiondrio aberto que permitia a inclusdo de perguntas
adicionais conforme surgissem novos questionamentos. O questionario foi composto por
perguntas relacionadas as metodologias de aplicagdo dos probidticos, tipos de produtos

utilizados, formas de acao e o grau de envolvimento dos produtores no uso desses produtos. O
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objetivo foi identificar os perfis, opinides, percepgdes e preferéncias dos entrevistados,
estabelecendo uma relagao entre essas informagdes e os resultados obtidos na producao.

Foram coletadas informagdes sobre as fazendas, incluindo dados como area dos viveiros,
volume e densidade de estocagem, taxas de sobrevivéncia e produtividade média. Além disso,
foram levantados detalhes sobre o uso de probiodticos no ultimo ciclo de cultivo, abrangendo
seu emprego para prevengdo ou tratamento de doencas. As entrevistas também incluiram
discussdes aprofundadas sobre os tipos e frequéncia de enfermidades, a percepgdo dos
produtores sobre os sintomas clinicos dessas doengas e as praticas de monitoramento da
qualidade da agua. Sempre que possivel, foi realizada a observagdo direta em algumas
propriedades para complementar as informagoes.

Além disso, os produtores foram questionados sobre o manuseio dos probidticos,
incluindo o conhecimento acerca da concentra¢ao ¢ do modo de acao das bactérias utilizadas,
a forma de aplicagdo e as estratégias de fornecimento. Essas informagdes foram utilizadas para
triangular os dados sobre os tipos, doses € manejo relatados pelos aquicultores. A partir disso,
os dados foram comparados com as indicagdes dos rotulos dos produtos, estabelecendo uma
relacdo entre essas informacdes e os resultados de producao obtidos.

Participaram das entrevistas produtores e técnicos, bem como outros individuos com
influéncia significativa no processo decisorio sobre a utilizacdo dos produtos em questdo. A
selecdo desses participantes visou garantir uma diversidade de perspectivas relacionadas ao
manejo e uso de probidticos.

Antes de iniciar as entrevistas, todos os participantes foram consultados sobre sua
disponibilidade e interesse em participar da pesquisa. Aqueles que concordaram em contribuir
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), garantindo o cumprimento
dos principios éticos e a transparéncia do estudo. O projeto de pesquisa foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o

nimero de protocolo 3.428.302, em conformidade com a Resolucao 466/12.

6.1.2 Analise de dados

Os dados obtidos a partir dos questionarios e das entrevistas foram codificados e
inseridos em um banco de dados eletronico no MS Excel (Microsoft Corporation). Para a
andlise, foram aplicados métodos de estatistica descritiva, utilizando frequéncias absolutas e
relativas, que foram organizadas em gréaficos e tabelas.

Posteriormente, os dados foram analisados com o auxilio do software Statistical
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Package for Social Science, versdo 20.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA). A relacdo entre o uso de
probidticos e o percentual de sobrevivéncia nos cultivos foi avaliada utilizando o teste Exato de

Fisher, considerando um nivel de significancia de 0,05.

6.2. Avaliacao dos Probioticos comerciais

6.2.1 Delineamento experimental

A partir dos dados obtidos nas entrevistas, foram selecionados os principais produtos
comerciais mencionados pelos produtores para a realizacdo de testes in vitro. Foram utilizados
quatro probioticos com composicdes distintas, voltados principalmente para a manutencédo da

qualidade da &gua (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizacao dos produtos comerciais probidticos utilizados no estudo com agentes

ativos e suas concentragcdes (UFC/g) indicativos do rotulo.

Produto Agentes ativos Concentracio

B. subtilis

P1 5,0x10'°
B. licheniformis
B. subtilis 1,5x10°
B. licheniformis 1,5x10°

P2 L. acidophilus 3,0x10%
B. pumilus 7,0x10%
S. cerevisiae 5,0x108
B. subtilis 5,0x108
B. licheniformis 5,0x108
B. toyoniense 2,5x10°

P3 5
L. plantarum 7,510
P, acidilactici 5,0x10%
S. cerevisiae 2,0x10%
B. subtilis 3,4x10°

P4 L. plantarum 1,2x10°
P, acidilactici 1,2x10°

Fonte - elaborado pelo autor.

Todos os produtos avaliados eram compostos por po liofilizado acrescido de substrato.
Apos a aquisicao, foram armazenados em local fresco e seco, protegidos da luz ou mantidos em
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geladeira a 4°C, conforme as orientacfes descritas nos rétulos. O prazo de validade informado
para os produtos era de dois anos, e nenhum deles ultrapassou o prazo de validade.

Os rotulos dos produtos foram submetidos a uma analise detalhada, incluindo a
verificacdo da ortografia, clareza das informacdes descritas (como género e espécie), declaracdo
do nimero de organismos viaveis, presenca de data de validade e a indicacdo de alegacGes
especificas de uso.

6.2.2. Analises Microbioldgicas

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado
(LAMAP) da Universidade Federal do Ceara, onde foram avaliados trés grupos experimentais
com diferentes niveis de salinidade (<0,5; 35; 80 ppt) para cada probiotico utilizado. A presenca
dos diferentes grupos microbianos foi verificada de acordo com as informagdes fornecidas pelos
fabricantes.

A determinacdo da comunidade microbiana dos diferentes probidticos foi realizada
utilizando meios seletivos especificos para cada grupo microbiano mencionado nos rétulos dos
produtos. Para as bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e os Bacillus (BAC), utilizou-se o
meio Plate Count Agar (PCA). Para as bactérias acido-laticas (BAL), foi utilizado o Agar De
Man, Rogosa e Sharpe (MRS), enquanto para os fungos, o meio utilizado foi o Agar Potato
Dextrose (PDA). Essa técnica de cultura permitiu avaliar a viabilidade microbiana e determinar
0 nimero de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) para cada contetdo bacteriano presente
nos produtos analisados.

6.2.3. Processamento das amostras

Para o isolamento e identificacdo das espécies probidticas viaveis, 0s probidticos
liofilizados foram ressuspendidos em 200 mL de agua, ajustada para cada salinidade testada
(<0,5; 35; 80 ppt), para cada amostra de probidtico (P1, P2, P3, P4). A diluicdo das amostras
seguiu os protocolos de ativagdo (quantidade e metodologia) recomendados individualmente
por cada fabricante.

Ap0s o periodo de ativagdo de cada probidtico, considerando as solugdes ressuspendidas
como a dilui¢ao inicial 107!, uma aliquota de 1 mL foi retirada e inoculada em 9 mL de solugao
salina a 1% de NaCl, prosseguindo com diluigdes seriadas até 107°. Para a determinacdo dos

grupos microbianos, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram inoculadas em placas de Petri
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contendo meios seletivos PCA, Agar MRS e Agar PDA. As placas foram homogeneizadas por
movimentos rotatérios utilizando a técnica de inoculagdo Pour-plate (APHA, 2000).

Apds homogeneizacdo e solidificacdo, as placas com meios destinados as bactérias
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 48 h (BETTIOL, 1995). Ja as placas para
o crescimento de fungos foram incubadas em estufa a 28°C por 7 dias (ARAUJO;
GUERREIRO, 2010). Todo o procedimento foi realizado em duplicata. Para a quantificacdo
de Bacillus spp., seguiu-se procedimento semelhante ao descrito anteriormente, com uma etapa
adicional: apds as diluicBes, as amostras foram submetidas a banho-maria a 70°C por 60 min
antes da inoculacdo no meio agar PCA, utilizando a técnica de Pour-plate (ROTHFUSS et al.,
1997).

Apds o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC) nos meios de cultura. Foram consideradas as placas que apresentavam
crescimento entre 25 e 250 colonias (SCHORTEMEYER et al., 1996). As contagens seguiram
0 método de contagem padrdo em placas (CPP) descrito por Downes e Ito (2001).

Para acompanhar o desenvolvimento dos grupos microbianos, o procedimento foi
repetido 72 h ap6s a ativacdo das amostras. Este monitoramento permitiu observar o
crescimento das col6nias ao longo do tempo, garantindo uma analise mais detalhada do
desempenho dos probioticos.

6.2.4. Isolamento e identificacio das colonias microbianas

Para o isolamento dos diferentes grupos microbianos, foram considerados o tamanho e
a coloragdo das coldnias crescidas em meios especificos, visando a obtencao de culturas puras.
De cada meio seletivo, dez colonias foram selecionadas e isoladas para posterior purificagdo.
No total, foram isoladas dez colonias de cada meio de cultura utilizado na quantificagdo dos
distintos grupos bacterianos em cada tempo analisado (TO e T72), procurando diferencid-las
com base em caracteristicas como tamanho, textura, forma e coloracgao.

Essas culturas foram acondicionadas em tubos inclinados contendo os respectivos meios
nos quais foram isolados. Em seguida, os tubos foram incubados a 35°C por 24 h para
verificacdo da pureza e posterior identificagao.

A analise da morfologia e da estrutura da parede celular das bactérias isoladas foi realizada pela
técnica de coloragdo de Gram, conforme descrito por Tortora et al. (2012), que classifica as
bactérias em dois grandes grupos, Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com sua reagao

aos corantes utilizados.
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6.2.5. Analise de dados

Os resultados das contagens de probidticos em 0 e 72 h de estocagem foram analisados
por meio da comparagdo das médias das amostras, utilizando o Teste de 7ukey ao nivel de
significancia de 5%. Além disso, foi aplicada estatistica descritiva para descrever os dados de
forma detalhada.

A percentagem de crescimento bacteriano detectado em relagdo a quantidade declarada

no rétulo foi calculada utilizando a seguinte equacao:

Equacdo 1 - Contagem das bactérias viaveis nos produtos probioticos testados

Contagem in vitro (UFC/g)
Concentracio descrita no rétulo (UFC/g)

Bactérias Vidveis =
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1. Entrevistas

De acordo com os resultados obtidos nas entrevistas, foi possivel observar que as
fazendas participantes do estudo variaram entre micro produtores (<5,0 hectares) e grandes
produtores (>50,0 hectares). A maioria dos empreendimentos (42,2%) enquadra-se na categoria
de pequenos produtores, com areas entre 5,0 hectares e 10,0 hectares. Essa classificagdo segue
os critérios definidos pela ABCC (2013) para determinar o porte dos empreendimentos,

conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Classificagdo das fazendas de camardo que participaram do estudo de acordo com o

porte do empreendimento.

Categoria N° de Produtores O/(;)gf g;?ggu;ﬁ;es
Micro 12 26,70%
Pequeno 19 42,20%
Médio 11 24,40%
Grande 3 6,70%
Total 45 100%

Fonte - elaborado pelo autor.

Assim como apontado no Censo Nacional do Camarao (ABCC, 2013), os resultados das
entrevistas mostram que os empreendimentos da regido sdo, em sua maioria, representados por
micro, pequenos ¢ médios produtores. Esses produtores estdo concentrados nessas areas,
formando grupos produtivos que impulsionam a atividade local.

A alta concentragdo de produtores nessa regido esta diretamente relacionada as vantagens
que a area oferece para o desenvolvimento da carcinicultura. Destacam-se, entre essas, a extensa
faixa litoranea e as condic¢des climaticas favoraveis, caracterizadas por um clima quente durante
todo o ano. Esse ambiente favorece o crescimento dos organismos aquaticos, permitindo que
os produtores completem até trés ciclos anuais de cultivo (ROCHA, 2014).

Além disso, conforme mencionado por Scopel (2014), as fazendas da regido apresentam
caracteristicas assimétricas, tanto em termos de tamanho quanto de estilo e nivel de tecnologia

empregada. Algumas dessas propriedades exploram éareas menores que cinco hectares e
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utilizam técnicas de manejo simples, baseadas em mecanismos pré-determinados e de facil
aprendizado, demonstrando a diversidade no perfil dos empreendimentos locais.

O levantamento revelou que, entre as fazendas pesquisadas, 100% dos entrevistados
consideraram importante a utilizagdo de probiodticos. No entanto, apenas 66,7% faziam o uso
regular desses produtos. O principal motivo apresentado pelos produtores que nao utilizavam
probidticos, em sua maioria pequenos produtores (53%), foi o custo elevado do produto,
apontado por 86% dos entrevistados.

Os probidticos sao amplamente utilizados pelos principais produtores de camardo da
regido. Contudo, o uso continuo ¢ mais frequente entre médios e grandes produtores, enquanto
micro e pequenos carcinicultores enfrentam dificuldades em adota-los de forma rotineira devido
aos altos custos envolvidos no cultivo. Conforme os entrevistados, os probidticos eram
aplicados por diferentes vias, sendo a 4gua a mais utilizada (100%), seguida pelo solo (23,3%)
e pelaracdo (16,7%). A Figura 3 apresenta a distribui¢do dos entrevistados em relag@o as formas

de uso desses produtos.

Figura 3 - Distribuicdo do nimero de estabelecimentos de acordo com a forma de aplicacdo do

probidtico nos cultivos de camarao.

Agua

Racéao

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Cinco marcas comerciais se destacaram entre os produtos probioticos utilizados pelos
produtores da regido. Dentre essas, uma marca especifica apresentou maior representatividade,

sendo escolhida por 44% dos entrevistados, conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Frequéncia de citagdo das marcas comerciais de probidticos pelos produtores

entrevistados.

100

80

60

% de Produtores que Usam

Pl P2 P3 P4 P5 OUTROS
Probidticos

Fonte - elaborado pelo autor.

A Tabela 4 apresenta a identificacdo detalhada dos principais probidticos comerciais
mencionados pelos produtores entrevistados, destacando as informagdes declaradas nos rétulos,

com foco nos agentes ativos € na concentracao declarada de microrganismos.
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Tabela 4 - Identificacdo dos principais probidticos comerciais utilizados pelos produtores

entrevistados.
Produto Agentes ativos Concentracio declarada no
rotulo (UFC/g)

P1 Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis 5,0x10!°
Bacillus subtilis, 1,5x10°
Bacillus licheniformis, 1,5x10°
P2 Lactobacillus acidophilus, 3,0x108
Bacillus pumilus 7,0x108
Saccharomyces cerevisiae 5,0x108
Bacillus subtilis, 5,0x108
Bacillus licheniformis, 5,0x10%
P3 Bacillus toyoniense, 2,5x10°
Lactobacillus plantarum, 7,5x10°
Pediococcus acidilactici, 5,0x108
Saccharomyces cerevisiae 2,0x108
Bacillus cereus var. toyoi 4,0x10"
Bacillus subtilis 4,0x10!
P4 Bacillus bifidium 3,5x10"
Enterococcus faecium 3,5x10"
Lactobacillus acidophilus 3,5x10""
Bacillus subtilis, 3,4x10°
P5 Lactobacillus plantarum, 1,2x10°
Pediococcus acidilactici 1,2x10°

Fonte - elaborado pelo autor.

Indagados sobre os critérios utilizados para a escolha dos produtos, 90% dos
entrevistados afirmou que a decisdo foi baseada na indicagdo de outros produtores, enquanto
apenas 4,4% realizaram alguma pesquisa prévia sobre o probiotico antes de adquiri-lo. Isso
demonstra uma forte influéncia de recomendac¢des informais, em vez de analises técnicas ou
cientificas dos produtos.

A maior parte das indicagdes sobre qual probiotico utilizar em situagdes especificas €
feita por vendedores, representando 57% das respostas. Contudo, apenas 45% dos entrevistados
relataram ter recebido algum tipo de orientacdo sobre o uso correto do produto. Além disso,
apenas 42,5% dos produtores declararam ter realizado célculos para determinar a dosagem
adequada, o que pode comprometer a eficacia do produto e gerar desperdicios ou subdosagens.

Outro dado relevante ¢ que 76,7% dos entrevistados admitiram nunca ter lido o rotulo
das embalagens, o que indica uma lacuna significativa na busca por informagdes essenciais

sobre a composi¢do, modo de uso e restrigdes dos probiodticos. Apesar disso, todos os
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entrevistados afirmaram repassar informagdes sobre os produtos para outros produtores,
perpetuando praticas sem base cientifica ¢ nem sempre adequadas as diferentes realidades

(Tabela 5).

Tabela 5 - Principais informag¢des compartilhadas entre os produtores sobre os produtos

probioticos.
Base das informacdes compartilhadas
entre produtores % citagges
Resultados na sua propriedade 60%
Resultados na propriedade de outros 35%
O que controla 25%
Preco 20%
Forma de aplicacéo 12%
Dosagem 3%

Fonte - elaborado pelo autor.

Quanto a compreensao dos roétulos, 70% dos entrevistados afirmaram entender o
conteudo apresentado. No entanto, quando questionados sobre o significado de termos técnicos
especificos, apenas 26,11% daqueles que declararam compreender os rotulos foram capazes de
descrever corretamente os termos apresentados. Dessa forma, sugere-se que os rotulos passem
a adotar uma linguagem mais clara e acessivel, com destaque para as informagdes essenciais €
uma reducao no uso de termos técnicos.

A maioria dos produtores entrevistados (85%) relatou monitorar alguma variavel
hidrologica em suas fazendas. As varidveis mais citadas foram: concentracdo de oxigénio
dissolvido (78,18%), temperatura (78,18%), salinidade (75,45%), pH (60,91%), amonia
(27,27%), nitrito (21,82%) e nitrato (17,27%). Entre os produtores que utilizavam probidticos,
56,7% afirmaram perceber melhorias significativas no cultivo apds a adogao do produto. Essas
melhorias foram associadas ao aumento da qualidade da 4gua (86,6%), & menor incidéncia de
doencas (6,7%) e a maior resisténcia dos animais (6,7%).

A preocupagdo com doengas foi destacada por 83,64% dos produtores, que relataram a
ocorréncia de enfermidades em suas fazendas. As doengas mais mencionadas foram: vibriose,
mionecrose infecciosa (virus IMNV), infeccdo hipodermal e necrose hematopoiética IHHNV)
e mancha branca (virus WSSV). Apesar disso, 80% dos entrevistados demonstraram otimismo

em relacdo ao manejo dessas enfermidades, atribuindo a manutengdo da ambiéncia do cultivo
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e a aplicacdo regular de probioticos como fatores-chave para o controle das doengas.

Em termos de desempenho zootécnico, 28,9% dos empreendimentos relataram
sobrevivéncia média acima de 70%, 31,1% entre 50-70% e 40% registraram sobrevivéncia
inferior a 50%. Esses resultados foram semelhantes entre as propriedades independentemente
da densidade de estocagem e do tamanho das propriedades.

A Tabela 6 ilustra a relacdo entre o uso de probioticos e o percentual de sobrevivéncia
nos empreendimentos avaliados, destacando a diferenga estatistica significativa entre as

proporg¢des, conforme identificado pelo teste de Fisher (P=0,010).

Tabela 6 - Associacdo entre o uso de probidticos com o percentual de sobrevivéncia registrada

nos empreendimentos.

. o N&o Usam
Categoria Usam Probiéticos Probioticos Valor-p
Produgdo > 50% 26.70% 66.70%
0.010243
Producio < 50% 73.30% 33.30%

Fonte - elaborado pelo autor.

Esse resultado indica uma associacao nao aleatéria entre o uso de probiodticos € os
indices de sobrevivéncia. Em termos praticos, os produtores que empregaram probidticos
apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia em seus cultivos, enquanto os menores indices
foram observados entre aqueles que ndo utilizavam esses produtos. Essa relacdo reforga a
eficicia dos probiodticos como uma ferramenta para melhoraria da sobrevivéncia dos camardes
cultivados, evidenciando seu impacto positivo na aquicultura.

No detalhamento sobre os protocolos de aplicacdo e uso dos produtos probidticos e
manejo complementar utilizados, apenas 46,6% dos entrevistados afirmaram seguir as
indicacdes de uso fornecidas pelo fabricante. Esse dado evidencia uma significativa deficiéncia
no cumprimento das orientagdes técnicas, o que pode impactar diretamente a eficicia dos
produtos no cultivo. Resultados semelhantes foram relatados por Moriarty (1998), que destacou
que a auséncia de padronizagdo no uso de probiodticos em sistemas aquicolas frequentemente
resulta em inconsisténcias nos resultados, comprometendo o desempenho produtivo e
aumentando a incidéncia de falhas no manejo. Essa lacuna, conforme observado em outros
estudos, também pode estar associada a falta de conhecimento técnico ou ao acesso limitado a

informacdes claras e confidveis sobre os produtos e seus modos de aplicagio (MOURINO et
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al., 2012).

Os demais produtores relataram utilizar protocolos adaptados ou seguir indicagdes de
terceiros, o que reflete a busca por solucdes personalizadas, muitas vezes sem embasamento
técnico consistente. Entre as praticas alternativas identificadas, a utilizagdo do bokashi
destacou-se com a adogdo por 68,8% dos entrevistados. Esse método, que consiste na
fermentagdo de substratos organicos com microrganismos probioticos, ¢ amplamente utilizado
na fertilizagdo de viveiros de camarao (MISCHKE; ZIMBA, 2004; ROMANO et al., 2016;
BRITO et al., 2020). Apesar de seus beneficios, como a modulagdo da microbiota intestinal e a
melhoria das taxas de sobrevivéncia (LI ef al., 2009), o uso combinado com probioticos pode
gerar efeitos antagonicos. Além do excesso de residuos do substrato que pode causar acimulo
de matéria organica no fundo dos viveiros, alterando os parametros fisico-quimicos da agua e
comprometendo a eficiéncia do probiotico.

A Figura 5 apresenta as estratégias de aplicacdo de produtos probidticos, conforme
relatado pelos entrevistados. Esses resultados evidenciam a diversidade de praticas adotadas,

reforcando os desafios de padronizacdo no manejo desses produtos.

Figura 5 - Estratégias de aplicacao dos produtos probiodticos adotadas pelos produtores

31.2%

46.6%

53.4%
68.8%

Categorias Estratégias
= Seguem indicagdes do fabricante 3 Bokashi
. Seguem protocolos adaptados ou de terceiros 1 Melaco-de-cana

Fonte - elaborado pelo autor.

A aplicagdo inadequada desses simbiodticos foi associada a menores taxas de
sobrevivéncia nos cultivos analisados. Essa observagao reflete a necessidade de entender os

fatores que interferem na eficacia desses produtos. Souza Junior (2008) verificou que diferentes
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estratégias na aplicagdo de probidticos podem impactar diretamente os parametros de cultivo.
Assim, fatores como a concentracdo, o modo de acdo da bactéria, a estratégia de fornecimento
e o conhecimento dos desafios ambientais e patogénicos devem ser considerados para
maximizar os beneficios dos probioticos (CASTRO et al., 2015).

Praticas similares foram discutidas por Moriarty (1997), que relatou a adaptacdo de
protocolos como uma tentativa de produtores enfrentarem desafios especificos no cultivo de
camaroes, muitas vezes devido a variabilidade das condi¢des locais. Da mesma forma, estudos
como o de Lazado e Caipang (2014) destacam que o uso de aditivos, como melago, pode
potencializar a atividade dos microrganismos probioticos, mas exige cautela, ja que a auséncia
de orientagdo técnica pode comprometer os beneficios esperados e até prejudicar o sistema de
cultivo.

Os resultados deste estudo destacam uma relagdo direta entre a utilizagdo dos
probidticos conforme as recomendagdes dos fabricantes e melhores taxas de sobrevivéncia. Os
dados mostram que mais de 60% dos produtores que seguiram as instrugdes obtiveram
sobrevivéncias superiores a 50%, enquanto 80% dos que utilizaram protocolos adaptados

apresentaram sobrevivéncias abaixo de 50% (Figura 6).

Figura 6 - Relacdo entre o manejo de ativagdo do probidtico empregado e a sobrevivéncia de

cultivo registradas nos empreendimentos avaliados.
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Fonte - elaborado pelo autor.
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Conforme observado neste estudo, Souza Junior (2008) também evidenciou que
estratégias distintas na aplicacdo de probioticos podem impactar diretamente os parametros de
cultivo. Essa tendéncia refor¢a a importancia de praticas baseadas em evidéncias técnicas,
corroborando observagdes de Zorriehzahra et al. (2016), que enfatizam a relevancia de um
manejo adequado para maximizar os beneficios dos probioticos no cultivo de camardes.

Estudos, como os de Zorriehzahra et al. (2016) e Lazado e Caipang (2014), demonstram
que a aplicacdo incorreta desses produtos, seja pela subdosagem, superdosagem ou por métodos
nao validados, podem reduzir significativamente sua eficacia e até gerar efeitos adversos no
cultivo. Conforme observado em trabalhos como os de Jahangiri e Esteban (2018), o sucesso
no cultivo de camardes depende diretamente da forma como os probidticos e prebiodticos sao
aplicados. Moriarty (1998; 1999) também apontou que viveiros tratados com probidticos e
tecnologias adequadas apresentaram maior consisténcia na producdo, enquanto viveiros nao
tratados ou manejados inadequadamente enfrentaram colapsos devido a doengas.

A troca de informagdes entre produtores e empresas tem promovido novos processos no
manejo de probidticos. Contudo, ¢ essencial considerar as condi¢des especificas em que os
probidticos sdo utilizados para garantir o seu melhor desempenho. Diferentes tipos de
probidticos podem ser necessarios para atender as demandas particulares de cada propriedade,
o que reforca a importancia de adequar as praticas as realidades individuais do cultivo.

Esses dados evidenciam a necessidade de capacitar os produtores, garantindo que
compreendam a relevancia de seguir protocolos técnicos bem estabelecidos. A disseminagado de
informacdes técnicas e o desenvolvimento de materiais educativos especificos sobre o uso de
cada probioticos sdo estratégias indispensaveis para padronizar as praticas, corrigir erros
comuns e, consequentemente, melhorar os indices produtivos.

Além disso, o conhecimento aprofundado sobre os probidticos, incluindo seus
mecanismos de acdo e formas de aplicagdo, ¢ indispensavel para o sucesso dessa tecnologia.
Para otimizar sua eficacia, é necessario avaliar fatores como a concentragao e o modo de agao
das bactérias, a forma de aplicagdo, as estratégias de fornecimento e o conhecimento dos
desafios ambientais e patogénicos a serem enfrentados (Castro et al., 2015). Esses elementos
sdo cruciais para garantir que o produto aplicado atinja todo o seu potencial.

A utilizagdo inadequada ou a alteragdao dos protocolos recomendados pelos fabricantes
prejudica os resultados esperados, diminuindo as chances de sucesso no cultivo. Este estudo
confirma que praticas divergentes comprometem o desempenho produtivo, destacando que nao

apenas 0 uso, mas o manejo correto dos probidticos ¢ um elemento essencial para o sucesso.
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Assim, a padronizagdo de praticas e a adogdo de protocolos técnicos bem estabelecidos sao
fundamentais para melhorar os indices produtivos e promover a sustentabilidade do setor
aquicola.

Em sintese, o manejo correto e o conhecimento técnico sobre esses bioprodutos sao
fatores fundamentais para um bom desempenho produtivo. Alinhados as recomendagdes
técnicas, esses fatores contribuem para a eficiéncia produtiva, promovem a sustentabilidade e
fortalecem o uso de biotecnologias no cultivo de camardes, garantindo um setor mais

competitivo e resiliente frente aos desafios contemporaneos.

7.2. Experimentos in vitro

7.2.1. Avaliacao da rotulagem dos produtos

Os probidticos analisados apresentaram, em sua composi¢do, consorcios de bactérias
probidticas com a presenca de trés ou mais cepas, 0 que esta alinhado com estudos anteriores
gue demonstram a eficacia superior de formula¢Ges multicepa em comparacdo com aquelas
baseadas em uma Unica linhagem. Segundo Wang et al. (2019), probié6ticos de linhagem
multipla sdo mais eficazes em promover o crescimento e melhorar o estado de satde do camarédo
P. vannamei. Essa eficacia esta associada a diversidade microbiana, que proporciona uma maior
amplitude de mecanismos de acdo, incluindo a melhoria da digestibilidade, modulacéo
imunolégica e competicdo por nichos ecoldgicos no intestino do hospedeiro (CASTRO et al.,
2015; WANG et al., 2019).

Estudos complementares, como o de Castro et al. (2015), corroboram esses achados,
apontando que produtos baseados em cepas Unicas podem apresentar limitagbes em
determinados contextos de cultivo, sobretudo devido a auséncia de rotas metabolicas
diversificadas que garantam um espectro de acdo mais abrangente. A diversidade microbiana
nos probidticos multicepa também é importante para lidar com a heterogeneidade dos desafios
ambientais encontrados nos sistemas aquicolas, como variagdes nos parametros fisico-quimicos
da &gua e a presenca de patdgenos especificos.

Os probidticos estudados foram caracterizados por consorcios de bactérias contendo trés
ou mais cepas probidticas, o que estd alinhado com estudos anteriores que demonstram a
eficacia superior de formula¢des multicepa em comparacdo com aquelas baseadas em uma
unica linhagem. Segundo Wang et al. (2019), probiodticos de linhagem multipla sdo mais

eficazes em promover o crescimento € melhorar o estado de satide do camardo P. vannamei.
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Essa eficacia ¢ atribuida a diversidade microbiana, que proporciona uma amplitude maior de
mecanismos de acdo, incluindo a melhoria da digestibilidade, modulacao imunologica e
competi¢ao por nichos ecologicos no intestino do hospedeiro.

Em relacdo a conformidade com a legislagcdo brasileira, todas as amostras analisadas
estavam de acordo com o Decreto n° 8.840/2016 e a Instru¢do Normativa n® 11/2005, que
regulam a rotulagem de produtos de uso veterinario no Brasil (BRASIL, 2016). Os rotulos
analisados incluiam informagdes sobre a composicao qualitativa e quantitativa das espécies
bacterianas, mencionando a concentracdo bacteriana em UFC/g. No entanto, foi observado que
o produto P1 apresentava apenas a quantificagdo total dos microrganismos probioticos, sem
especificar os valores individuais para cada espécie, o que compromete a clareza e a
funcionalidade das informagdes fornecidas. Essa falha pode dificultar a avaliagao do potencial
de cada espécie bacteriana e prejudicar a tomada de decisdes informadas por parte dos
produtores.

De acordo com Borges e Medeiros (2016), a rotulagem de probidticos deve incluir
informagdes especificas sobre a quantidade de microrganismos vidveis por espécie para garantir
a eficacia funcional do produto. No presente estudo, apenas os produtos P1 e P4 forneceram no
rotulo a concentragdo minima de bactérias vidveis garantida pelo fabricante, evidenciando uma
deficiéncia informacional nos demais produtos. Essa auséncia de dados precisos também foi
observada por Garcia ef al. (2012), que relataram que muitos rotulos de probidticos carecem de
detalhes técnicos adequados, priorizando informagdes promocionais em detrimento da clareza
técnica.

Quando os critérios de adequagdo incluem a presenca de informagdes claras sobre
género, espécie, numero de organismos viaveis e auséncia de erros ortograficos, apenas 60%
dos produtos analisados atenderam a esses padroes. Além disso, a auséncia de identificagdo da
especificidade das cepas nos rotulos compromete a confiabilidade nos produtos, uma vez que
diferentes cepas de uma mesma espécie podem apresentar variagdes significativas em seus
efeitos no hospedeiro. A presenga de erros ortograficos na listagem de espécies bacterianas ¢
outro fator preocupante, conforme apontado por Garcia et al. (2012). Embora esses erros nao
comprometam necessariamente a eficacia do produto, eles levantam diividas sobre a atencao
aos detalhes por parte dos fabricantes, reduzindo a confianga dos consumidores na qualidade
do produto.

Outro ponto critico identificado foi a superficialidade das recomendacdes de uso nos
rotulos. Nenhum dos produtos forneceu orientacdes especificas para diferentes condi¢des de

cultivo ou situagdes ambientais variaveis. Essa limitag¢do ja havia sido destacada em estudos
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anteriores, como o de Garcia ef al. (2012), que apontaram que a falta de instrugdes detalhadas
dificulta a aplica¢do adequada dos probiodticos em diferentes contextos de cultivo.

Os rétulos desempenham um papel essencial como meio de comunicagdo entre
fabricantes e consumidores, especialmente para produtos cuja eficacia depende de uma
aplicagdo correta e especifica. Segundo Garcia et al. (2012), um roétulo bem elaborado e
informativo ¢ fundamental para garantir que os usudrios compreendam e utilizem os produtos
de forma eficaz. No presente estudo, as deficiéncias observadas na rotulagem reforcam a
necessidade de aprimorar os padrdes de comunicagao e transparéncia na industria de probioticos
aquicolas.

A avaliagdo dos probidticos neste estudo evidencia tanto avangos quanto lacunas na
formulacgdo e rotulagem desses produtos. Enquanto a presenga de consorcios multicepa ¢ um
ponto positivo alinhado as melhores praticas cientificas hospedeiro (CASTRO et al., 2015;
WANG et al,, 2019), a falta de informagdes detalhadas e precisas nos rotulos compromete a
eficacia potencial dos produtos. A melhoria nos padrdes de rotulagem, com maior clareza,
precisdo e aten¢do as especificidades das cepas bacterianas, € crucial para garantir a confianga

dos consumidores e o uso correto desses bioprodutos no cultivo de camarao.

7.2.2. Viabilidade e quantificacio microbiana

Os resultados do presente estudo evidenciam que todos os produtos probidticos
avaliados continham bactérias viaveis, indicando que, em termos gerais, os fabricantes
conseguiram manter os microrganismos em condi¢des propicias para sua sobrevivéncia. No
entanto, foi identificada uma reducdo nas contagens de bactérias viaveis quando comparados
os valores declarados no rétulo com os detectados em laboratorio. Essa redugdo, embora
perceptivel, foi inferior a 1 ciclo log para todas as amostras, um valor que, de acordo com
Borges e Medeiros (2016), ainda pode ser considerado aceitavel para produtos bioldgicos em
condigdes comerciais.

Entre os quatro produtos analisados, apenas dois apresentaram uma quantidade
razoavelmente alta de bactérias viaveis, acima de 90% em relacao aos valores declarados no

rotulo (Figura 7).
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Figura 7 - Comparacdo de contagens bacterianas viaveis nos produtos probioticos testados.

11 4 [ Total de bactérias declaradas nos rétulos
[ Total de bactérias encontradas em laboratério
10,5 -
10 -
oo
o
[
2
w95 -
-
9 1
8,5 . . . s
P1 P2 P3 P4

Produtos

Fonte - elaborado pelo autor.

Esses resultados destacam a importdncia de um controle rigoroso durante o
armazenamento e transporte dos probioticos, fatores que podem influenciar diretamente a
viabilidade dos microrganismos. Estudos como os realizados por Wang et al. (2019) reforcam
essa observagdo, demonstrando que a eficacia dos probidticos depende diretamente da
manuten¢do de altos niveis de viabilidade bacteriana, j4 que microrganismos comprometidos
perdem sua capacidade de colonizar o trato gastrointestinal ou atuar no ambiente de cultivo.

Além disso, a discrepancia entre os valores declarados e detectados pode estar
relacionada a variagdes no processo de fabricacdo, como encapsulamento inadequado ou
condi¢des inadequadas de secagem, conforme apontado por Garcia et al. (2012). Esses fatores
podem reduzir a resisténcia das bactérias ao armazenamento e transporte, comprometendo sua
eficacia no campo.

A manutencao de altos niveis de viabilidade bacteriana € crucial para o sucesso do uso
de probidticos, pois esses microrganismos precisam estar ativos para exercer seus beneficios,
como a exclusdo competitiva de patogenos, melhoria da digestdo e qualidade da agua
(LAZADO; CAIPANG, 2014).

Quanto ao nimero de organismos viaveis declarados nos produtos, nenhum especificou
as quantidades garantidas até a data de vencimento. A informagdo sobre o niimero de
organismos vidveis no momento da fabricagdo pode ser pouco relevante, dependendo da
capacidade de sobrevivéncia de cada microrganismo ao longo do tempo. Os dados detalhados

sobre a viabilidade e a quantificagcdo microbiana de cada probiodtico estdo apresentados na
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Tabela 7.

Tabela 7 — Comparacao das reivindicacdes de conteudo apresentadas nos rétulos dos produtos

comerciais com os resultados das contagens bacterianas vidveis para cada probiotico testado.

Concentracao de Concentracao de )
. . L. Rendimento
Produto | bactérias declaradas no | bactérias detectadas em (%)
rotulo (UFC/g) laboratorio (UFC/g) °
P1 5,0x 10" 4,18 x 10'° 83,75
P2 45x10° 1,98 x 10° 44,09
P3 1,15x 10'° 1,09 x 10'° 95,17
P4 5,8x 10° 3,0x 10° 52,08

Fonte - elaborado pelo autor.

A analise da contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) nos produtos
probidticos avaliados revelou diferengas significativas entre os resultados observados e as
alegagdes presentes nos rotulos. Os produtos P1 e P3 apresentaram concentragdes bacterianas
mais proximas das quantidades reivindicadas pelos fabricantes, sendo o P3 o destaque, com
95,17% de viabilidade do total de bactérias declaradas. Em contrapartida, os produtos P2 e P4
demonstraram rendimentos inferiores, com apenas 44,09% e 52,02% de viabilidade,
respectivamente. Esses numeros apontam uma deficiéncia na garantia da viabilidade bacteriana
em alguns produtos, afetando sua eficacia.

A viabilidade bacteriana ¢ um requisito fundamental para a funcionalidade dos
probidticos. Segundo Macedo et al. (2008), a concentragdo minima de microrganismos vidveis
¢ essencial para garantir os efeitos esperados no cultivo, como a modulacdo da microbiota
intestinal e a melhoria da saude do ambiente de criacdo. No Brasil, a Instru¢do Normativa n°
01/2005 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece que a contagem
bacteriana vidvel minima deve ser de 10° UFC/g para assegurar a eficiéncia dos bioprodutos
(BRASIL, 2005). Nesse contexto, embora todas as amostras tenham atendido ao minimo legal,
a discrepancia entre os valores informados nos rétulos e os efetivamente encontrados evidencia
uma necessidade de maior controle de qualidade.

Além disso, a falta de informacdes claras nos rotulos sobre especificidades do produto
para diferentes organismos aquaticos e condi¢des ambientais dificulta a adequagao da dosagem,
comprometendo o potencial de eficicia. Estudos como o de Cai et al. (2022) indicam que os

efeitos de bactérias acido-laticas sobre a resisténcia a doencas em Penaeus vannamei sao
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altamente dependentes da dose e do tempo de aplicagdo, reforcando a necessidade de precisdo
na recomendagao de uso.

Outro aspecto relevante € a presenga de Bacillus spp. em dois dos produtos com maior
viabilidade. Essa bactéria ¢ conhecida por sua resisténcia ambiental devido a formacao de
esporos, que suportam condigdes adversas e prolongam a viabilidade durante o armazenamento
(GUQO et al., 2013; SILVA et al., 2016; JESUS et al., 2016). Isso sugere que produtos contendo
espécies formadoras de esporos t€ém maior probabilidade de manter altos niveis de viabilidade,
o que pode explicar o desempenho superior de P1 ¢ P3.

Conforme Shah e Ravula (2000), a quantidade minima de microrganismos viaveis
necessaria para exercer efeitos benéficos € crucial para a funcionalidade do probiotico. Nesse
sentido, os resultados deste estudo reforcam a importancia de garantir ndo apenas o
cumprimento das normas regulatérias, mas também a transparéncia e a precisdo das
informagdes nos rétulos. Praticas inadequadas na formulagdo ou armazenamento dos produtos
podem comprometer sua eficacia e, consequentemente, a produtividade dos sistemas aquicolas.

Portanto, ¢ fundamental que os fabricantes assegurem a conformidade entre as alegacdes
de rétulo e a qualidade real dos produtos, além de fornecer orientacdes detalhadas para
diferentes condi¢des de cultivo. A melhoria da padronizagdo e a garantia de viabilidade
bacteriana sdo passos indispensaveis para maximizar os beneficios dos probidticos na

aquicultura (NINESS, 1999; SAAD, 2006; MACEDO et al., 2008).

7.2.3. Composicao das bactérias dos produtos probidticos comerciais

A andlise dos produtos probio6ticos comerciais revelou a presenca de um total de 740
cepas bacterianas, as quais foram caracterizadas quanto a morfologia e a coloragdo de Gram.
Os resultados demonstraram que 77,9% dessas cepas eram bacilos Gram-positivos
esporulantes, sendo atribuidas ao género Bacillus, conhecido por suas caracteristicas robustas
e ampla utilizagdo na aquicultura devido a sua capacidade de formar esporos e resistir a
condicBes adversas (SCHULTZ, 2009). Além disso, 15,34% das cepas foram identificadas
como bacilos Gram-positivos ndo esporulantes, 0,94% como cocos Gram-positivos, 0,81%

como leveduras, e 5,27% das amostras apresentaram auséncia de crescimento (Tabela 8).
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Tabela 8 — Distribuicdo total dos microrganismos encontrados nos probidticos comerciais de

acordo com a observagédo por microscopia.

Microrganismos Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta (%)
Bacilc;ss ;ﬁﬁ;ﬂ:iﬁvos 577 77.66
Bacilos Gram-positivos 114 15,34
Cocos Gram-positivos 7 0,94
Leveduras 6 0,81
Nao apresentou crescimento 39 5,25
Total 743 100

Fonte - elaborado pelo autor.

A predominancia de bacilos do género Bacillus é consistente com outros estudos que
destacam a eficacia dessas bactérias como probidticos em sistemas aquicolas. Bacillus spp. sdo
amplamente utilizados devido a sua capacidade de produzir enzimas extracelulares que
melhoram a digestdo, além de promoverem a exclusdo competitiva de patdogenos e melhorarem
a qualidade da dgua nos sistemas de cultivo (SCHRY VER et al,, 2008; WANG et al., 2019).
Segundo Moriarty (1998), a aplicag@o de Bacillus spp. em sistemas de cultivo de camardo ndo
apenas aumenta a taxa de sobrevivéncia, mas também melhora o desempenho geral dos animais,
principalmente devido a modulacdo da microbiota e a supressdo de patdogenos oportunistas.

A identifica¢do de leveduras (0,81%) também reflete o interesse crescente em explorar
outros microrganismos como agentes probioticos. Leveduras como Saccharomyces cerevisiae
tém sido destacadas por sua capacidade de estimular o sistema imunoldgico dos animais e
melhorar a digestibilidade de nutrientes (VIDAL et al., 2018; WANG et al., 2019).

Esses resultados reforcam a necessidade de uma caracterizagdo detalhada dos
microrganismos presentes nos produtos probiodticos para garantir sua eficicia e adequagdo as
necessidades do cultivo. Trabalhos como os de Lazado e Caipang (2014) e Souza Junior (2008)
também apontam para a importancia de selecionar cepas bacterianas apropriadas para diferentes
condi¢cdes ambientais e desafios especificos do cultivo, destacando que a diversidade
microbiana nos produtos ¢ um fator crucial para ampliar o espectro de acdo e assegurar o
desempenho produtivo em sistemas aquicolas.

A andlise dos produtos probidticos utilizando meios de cultura seletiva revelou
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inconsisténcias entre as cepas declaradas nos roétulos pelos fabricantes e as efetivamente

presentes nos produtos. Dos quatro produtos testados, um apresentou inconformidade

significativa (Figura 8).

Figura 8 — Percentual por grupo bacteriano isolado das culturas das bactérias encontradas nos
diferentes probioticos comerciais estudados.
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Fonte - elaborado pelo autor.

O produto P2 foi identificado como contendo discrepancias na sua composi¢ao
bacteriana em relacao ao informado no rétulo. De acordo com o rétulo do P2, o produto deveria
conter trés espécies de Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus), uma espécie de
Lactobacillus (L. acidophilus) e a levedura S. cerevisiae. Entretanto, os testes indicaram que a
levedura ndo estava viavel sob as condicdes de ativagdo empregadas e, consequentemente, nao
foi detectada. A auséncia da levedura foi evidente na figura 2, onde o P2 demonstrou apenas
dois grupos bacterianos viaveis, diferentemente da composi¢ao rotulada.

A auséncia de deteccao de S. cerevisiae no produto P2 sugere que a viabilidade dessa
levedura pode ter sido comprometida durante a producdo, armazenamento ou ativagdo do
probidtico. Wang et al. (2019), que destacam a necessidade de condigdes especificas para
preservar microrganismos sensiveis, como as leveduras, especialmente em processos industriais.

Diversos fatores podem explicar a auséncia de uma cepa microbiana em produtos

probidticos. Hamilton-Miller et al. (1998) destacaram que erros na identificagdo de cepas ou a
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presenca de contaminantes durante a fabricagcdo podem comprometer a formulagido do produto.
Além disso, Denkova et al. (2013) observaram que bactérias do grupo acido lactico podem
inibir o crescimento de S. cerevisiae, devido a interagdo antagonica entre os microrganismos de
um consorcio probiotico.

Cada cepa possui propriedades unicas, ¢ os beneficios associados aos probioticos
dependem da correta combinagdo e interagdo entre elas. Ullah et al. (2019) enfatizam que o
desenvolvimento de consorcios probioticos requer atengdo quanto a compatibilidade entre as
cepas para evitar efeitos adversos. A inclusdo de microrganismos com perfis incompativeis pode
ndo apenas reduzir a eficidcia esperada, mas também gerar resultados inesperados ou

indesejados.

7.2.4.Viabilidades dos probidticos comerciais em diferentes salinidades

Os resultados deste estudo demonstraram uma variacdo significativa nas contagens
bacterianas entre os probidticos comerciais analisados, conforme indicado pelo Teste de Tukey
ao nivel de significancia de 0,05. Na Figura 9 estdo apresentados os dados de crescimento das
diferentes formulagdes nas trés salinidades testadas (<0,5, 35 e 80 ppm), tanto no tempo inicial

(TO) quanto ap6s 72 h (T72).
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Figura 9 — crescimento bacteriano in vitro dos probidticos comerciais em diferentes

salinidades, comparados ao longo do tempo (0 e 72 h).
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Fonte - elaborado pelo autor.

Os probidticos demonstraram desempenhos variados nas condi¢des testadas, como
evidenciado pela andlise de variancia. O produto P1 destacou-se com os melhores resultados
em todas as salinidades, indicando maior viabilidade entre os probidticos analisados. Em
contraste, o P4 apresentou os piores resultados gerais, com contagens bacterianas
consistentemente abaixo das demais formulacdes, o que o torna menos eficaz em atender a
concentragdo bacteriana minima recomendada pelo fabricante. O P3 mostrou desempenho
superior em salinidades mais elevadas, sugerindo que suas cepas bacterianas possuam
caracteristicas halotolerantes que permitem melhor crescimento em ambientes salinos.

O crescimento bacteriano e a viabilidade dos probidticos apresentaram variagdes
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consideraveis nas salinidades testadas, como ilustrado na Figura 9. O P1 apresentou uma taxa
de crescimento inicial mais rapida na salinidade <0,5 ppm, mantendo pouca variacdo ao longo
do tempo, enquanto em salinidades de 35 e 80 ppm, o crescimento inicial foi mais lento, mas
alcancando contagens semelhantes apos 72 h. Por outro lado, o P2 exibiu variagdes mais suaves
ao longo do periodo de teste em todas as salinidades, mas com crescimento inicial mais lento
em 35 ppm. O P3 destacou-se pela maior taxa de crescimento inicial em 35 ppm, enquanto o
P4 teve melhor desempenho nessa mesma salinidade, embora sua eficacia geral tenha sido
inferior a dos outros produtos.

Essas diferengas reforcam a importancia de avaliar a taxa de crescimento e o tempo de
duplicacdo bacteriana, fatores que podem influenciar diretamente a competitividade das
bactérias probidticas com a microbiota patdgena do ambiente (VINE; LEUKES; KAISER,
2004). Probidticos com maior taxa de crescimento inicial tendem a colonizar mais rapidamente
o ambiente, o que pode beneficiar o cultivo ao reduzir a presenca de microrganismos
indesejados.

Uma observacao relevante foi o bom desempenho de crescimento bacteriano observado
em salinidades mais altas, o que pode ser atribuido a presenca predominante de Bacillus nas
formulacdes. Como bactérias esporogénicas, os Bacillus possuem esporos altamente resistentes
a condi¢des ambientais adversas, incluindo variagdes de salinidade, garantindo sua viabilidade
durante o armazenamento e aplicagao (GIL-TURNES et al., 1999; JESUS et al, 2016;
ELSHAGHABEE et al., 2017). Além disso, suas caracteristicas estruturais, como a espessa
camada de peptidoglicano na parede celular, conferem maior resisténcia ao estresse osmotico
causado por altas concentracdes de sal (ANDRIANI ez al., 2015).

Embora a salinidade possa reduzir a sobrevivéncia de bactérias probidticas em agua
salgada, limitando sua aplicagdo em ambientes marinhos (DAWOOD et al., 2017; JAHANGIRI;
ESTEBAN, 2018), a eficacia desses microrganismos pode ser ampliada pela adi¢do direta a
coluna d'agua. Essa abordagem tem se mostrado mais eficaz em aquicultura marinha,
promovendo maior colonizacdo do ambiente e melhorando os resultados zootécnicos

(JAHANGIRI; ESTEBAN, 2018; DOAN et al., 2019)
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8. CONCLUSOES

Os probioticos tém se consolidado como uma ferramenta indispensavel para os principais
produtores de camarao da regido, sendo amplamente utilizados por médios e grandes
carcinicultores. Entretanto, seu uso ainda ¢ limitado entre micro e pequenos produtores, devido
ao elevado custo associado ao cultivo. Essa limitacdo evidencia a necessidade de estratégias
que tornem esses produtos mais acessiveis € de uma melhor disseminacdo de praticas que
otimizem seu uso, garantindo eficiéncia e custo-beneficio.

Os dados observados neste estudo indicam que alteragdes nos protocolos de aplicagdo
recomendados pelos fabricantes e a adogdo de estratégias alternativas no uso dos probidticos
podem impactar diretamente os parametros de cultivo, especialmente a sobrevivéncia dos
animais. Produtores que seguem rigorosamente as orientagcdes dos fabricantes apresentaram
melhores resultados de producdo, demonstrando a relevancia de praticas padronizadas e
baseadas em evidéncias para alcancar altos indices de desempenho.

Apesar de os produtos analisados atenderem aos limites estabelecidos pela legislacado
brasileira, foram identificadas discrepancias significativas entre as quantidades declaradas nos
rotulos e os valores reais encontrados. Apenas dois dos produtos testados mostraram
consisténcia em relacdo ao nimero de células bacterianas declaradas, enquanto um dos produtos
ndo apresentou as cepas bacterianas prometidas. Essa inconsisténcia compromete a eficacia do
produto, reduzindo seus beneficios no cultivo e potencialmente afetando a satde dos camardes.

Os agentes ativos presentes nos probidticos demonstraram diferentes padres de
viabilidade quando expostos a condi¢cBes ambientais adversas, confirmando que sua eficacia
depende de fatores como a temperatura, salinidade e manejo no cultivo. Isso reforca a
necessidade de um monitoramento constante e de estudos detalhados sobre as condigGes em
que esses produtos sao aplicados. A compreensdo dessas variaveis é fundamental para garantir
0 desempenho ideal dos probidticos e atender as demandas especificas de cada sistema de
cultivo.

Além disso, as peculiaridades fisioldgicas de diferentes bactérias e a interagdo com 0s
hospedeiros, combinadas com as consideraveis influéncias ambientais e os métodos de cultivo,
tornam inviavel estabelecer um unico probiodtico ou prebiodtico para aplicagdo universal. Por
1sso, ¢ imprescindivel que sejam definidos requisitos especificos para cada contexto de
aplicacdo, respeitando as particularidades de cada sistema de produgdo. Somente com essa

abordagem ¢ possivel assegurar a eficiéncia e a eficacia desses produtos na aquicultura.
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Capitulo II - Efeito dos probidticos autoctones e comerciais sobre o desempenho produtivo

do camario marinho P. vannamei e na melhoria na qualidade de agua do cultivo.

9. INTRODUCAO

A intensificacdo das atividades aquicolas, impulsionada pela expansdo do cultivo, tem
contribuido para o aumento da incidéncia de enfermidades. Essa problematica é agravada por
fatores como alta densidade de estocagem, baixa qualidade da &gua, praticas inadequadas de
manejo e insuficiéncia de medidas sanitarias (TELLI et al, 2014; KUMAR et al., 2016;
BANERIJEE; RAY, 2017; MACUSI et al., 2022; SIEW et al., 2023). A intensificacdo das
atividades aquicolas, impulsionada pela expansdo do cultivo, tem contribuido para o aumento
da incidéncia de enfermidades. Essa problematica é agravada por fatores como alta densidade
de estocagem, baixa qualidade da &gua, praticas inadequadas de manejo e insuficiéncia de
medidas sanitarias (PANDIYAN et al., 2013; ZORRIEHZAHRA et al., 2016; KNIPE et al.,
2021; AMJAD et al., 2022; AMIIN et al., 2023; MORUF; USMAN, 2023).

Embora eficazes em curto prazo, o uso indiscriminado e excessivo destes farmacos
apresenta diversos efeitos negativos. Esses incluem a presenca de residuos nos organismos
cultivados, a poluicdo de mananciais € a promog¢ao da resisténcia de agentes patogénicos,
dificultando seu controle futuro (CABELLO, 2006; VIEIRA ef al., 2009; TELLI ef al., 2014;
KUMAR et al., 2016). Tal cenario ressalta a necessidade de alternativas mais sustentaveis, que
promovam a eficiéncia produtiva e reduzam os impactos ambientais (OLIVEIRA et al., 2002;
MOURINO et al., 2012; CHEN et al., 2022). Entre essas alternativas, o uso de probidticos tem
se destacado, trazendo beneficios a satide dos animais ¢ melhorias nos indices zootécnicos das
criagdes (KNIPE et al., 2021; MORUF; USMAN, 2023).

Os probidticos, especialmente aqueles de origem autoctone, tém demonstrado ser
ferramentas profilaticas eficazes na prevencdo de enfermidades. Estudos indicam que
probioticos isolados do ambiente ou do proprio hospedeiro apresentam maior adaptagdo as
condi¢des de cultivo, como salinidade e temperatura, resultando em melhor desempenho
(AKHTER et al., 2015; SILVA et al., 2016; ZORRIEHZAHRA et al., 2016). Por isso, o uso de
probioticos universais ndo ¢ recomendado. Desta maneira, para que haja uma maior eficiéncia,
atingindo o maximo potencial, as bactérias que compdem os probidticos devem ter
especificidade para o hospedeiro (FERREIRA et al.,, 2012; LAZADO; CAIPANG, 2014).

Atualmente no mercado € possivel encontrar diferentes composicdes de cepas nos
probioticos comerciais testados e utilizados em camardes (AKHTER ef al., 2015; SILVA et al.,
2016; MIANDARE et al., 2016). Por outro lado, produtos probidticos comerciais com cepas
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aloctones, isoladas de espécies terrestres ou ndo-alvo, podem ter eficacia reduzida, limitando
os beneficios esperados (AKHTER et al., 2015; SILVA et al., 2016).

O desenvolvimento de probidticos adequados envolve processos complexos, como a
caracterizacdo e triagem de cepas, seguidos de testes in vitro € in vivo para avaliar sua eficacia
e seguranc¢a (LUIS-VILLASENOR et al., 2013). Cepas unicas podem apresentar limitagdes de
acdo, enquanto consércios bacterianos, compostos por multiplas espécies, oferecem um
espectro de acdo mais amplo e diversificado (CASTRO et al., 2015; WANG et al., 2019). Essa
abordagem permite ndo apenas a melhoria na saude do hospedeiro, mas também a otimizacao
da qualidade da 4gua e do ambiente de cultivo (LUIS-VILLASENOR et al, 2013;
UNTERKIRCHER et al., 2012).

A pesquisa cientifica nessa drea tem avancado significativamente, com inimeros
estudos focados na identificacao de probidticos ideais € no desenvolvimento de ferramentas de
monitoramento e produgéo controlada (NIKOSKELAINEN et al., 2001; CHABRILLON et al.,
2006; BALCAZAR et al., 2008; AMENYOGBE et al., 2023). Esses esfor¢os buscam suprir as
demandas do setor aquicola, promovendo o uso de biotecnologias que integrem
sustentabilidade e eficiéncia. A caracterizagdo e triagem de cepas probidticas tém sido objeto
de intimeros artigos cientificos nos ultimos anos.

Neste sentido, o objetivo desse capitulo foi desenvolver consércios bacterianos com
principio probidtico a partir de isolados ambientais e através de testes in vivo verificar o efeito
dos produtos comerciais € dos consorcios bacterianos formulados em laboratorio sobre o
desempenho produtivo do camardo marinho P. vannamei e na melhoria na qualidade de agua

do cultivo
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10. MATERIAL E METODOS

10.1. Desenvolvimento de Probiotico autoctone

O processo de isolamento de cepas bacterianas autdctones com potencial probidtico
envolveu diversas etapas laboratoriais. Inicialmente, realizou-se o processamento das amostras
coletadas, seguido pela quantificacao e isolamento das bactérias. As colonias isoladas foram
submetidas a caracterizagdo morfotintorial, permitindo a identificagdo preliminar das
caracteristicas fenotipicas das cepas.

Apbs essa etapa inicial, foram conduzidos testes especificos para avaliar o potencial
probiotico das bactérias. Esses testes incluiram a analise da expressao enzimatica, a avaliagao
da tolerancia a diferentes condi¢des de estresse (salinidade, temperatura e pH), e a realizagao
de testes de aderéncia as superficies, fundamentais para determinar a capacidade das cepas de
colonizar o ambiente intestinal. Além disso, foram analisadas a produgdo de exopolissacarideos
(EPS), que desempenham um papel importante na formacdo de biofilmes protetores, e a
sensibilidade das cepas a antibidticos por meio de antibiogramas.

Também foi realizado o teste de antagonismo, tanto contra patégenos especificos quanto
entre as proprias cepas bacterianas. Essa analise permitiu selecionar as cepas mais promissoras,
capazes de inibir o crescimento de microrganismos prejudiciais € manter um equilibrio
adequado dentro do consoércio bacteriano.

Com base nos resultados obtidos, as cepas selecionadas foram combinadas para formar
consorcios bacterianos especificos. Esses consorcios foram submetidos ao processo de
liofiliza¢do, garantindo a viabilidade e estabilidade das bactérias durante o armazenamento e
transporte. Posteriormente, os consorcios liofilizados foram incorporados a substratos de

cultura, tornando-os adequados para a realizacao de testes in vivo.

10.1.1. Coleta e processamento da amostra

A producdo de probiodticos autoctones iniciou-se com a coleta de amostras de dgua
provenientes do canal de abastecimento de uma fazenda de cultivo de camardo marinho
(Penaeus vannamei), localizada na cidade de Mossor6, no estado do Rio Grande do Norte. A
escolha dessa fonte se deu pela relevancia de utilizar microrganismos nativos, adaptados as
condigdes locais, o que pode aumentar a eficacia dos probioticos no ambiente de cultivo.

As amostras foram coletadas em trés pontos distintos ao longo do canal de

abastecimento, garantindo uma representatividade adequada da microbiota presente. Para evitar
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contaminagoes e obter dados confiaveis, a coleta foi realizada cerca de 30 centimetros abaixo
da superficie da lamina d'agua, onde ha menor influéncia de fatores externos como vento ou
residuos flutuantes.

As analises da qualidade da 4gua coletada, apresentadas na Tabela 9, fornecem
informacdes importantes sobre os parametros fisico-quimicos, essenciais para a caracterizagao
do ambiente e a selecdo dos microrganismos probidticos. Esses dados sdo fundamentais para

assegurar que as cepas selecionadas sejam eficazes e seguras para o uso em sistemas de cultivo.

Tabela 9 — Caracteristicas limnoldgicas da agua coletada na fazenda de cultivo de camardo

marinho para o desenvolvimento do probiotico autdctone.

Parametros Amostra Niveis de Referéncia
Salinidade (ppt) 35 0,5-35
Transparéncia (cm) 33,75 30-50
Temperatura (°C) 29,14 28-32°C
pH 7,4 6-9
ORP (mv) 137,89 400 — 500
Cond. Elétrica (us/cm) 45,92 23-171
Turbidez (NTU) 103,34 <100
OD (mg/l) 7,31 5,0-9
% OD 116,54 -

TDS (g/L) 28,11 100
Clorofila A [ug/1] 5,69 <30
Amonia [mg/1] 0,09 <1
Nitrato [mg/1] 1,00 <10
Nitrito [mg/1] 0,10 <20
Ortofosfato [ug/l] 99,78 5-200
TIC [mg/1] 24360,00 -
TC [mg/l] 4489294 -
TOC [mg/1] 19613,00 -
Fosforo Total [ug/1] 505,12 1 -100
MO (mg/L) 4,73 <4
Solidos suspensos (mg/L) 212,00 500
Solidos Totais (ml/L) 1,50 10

Fonte - elaborado pelo autor.
Legenda - ORP - Potencial de Oxiredugdo, OD - Oxigénio dissolvido, TDS - Sélidos totais dissolvidos, TC - Carbono total,

TIC - Carbono inorganico total, TOC - Carbono organico total, MO - Matéria Organica.
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As amostras de dgua foram coletadas e acondicionadas em frascos estéreis contendo 250
mL de 4gua peptonada a 1% de NaCl. Em seguida, foram transportadas, em temperatura
ambiente, ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) da Universidade
Federal do Ceard, onde foram imediatamente processadas. O objetivo foi determinar a
comunidade bacteriana presente nas amostras, classificando-as em trés principais grupos:
bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC), Bacillus (BAC) e bactérias participantes do ciclo do
nitrogénio em ambientes aquaticos, subdivididas em bactérias oxidadoras de amdnia (BOA) e
bactérias oxidadoras de nitrito (BON).

Para a quantificacdo dos grupos de BHC e Bacillus, utilizou-se solucdo salina a 1%
NaCl para formar a primeira dilui¢do (10"). Em seguida, dilui¢des seriadas foram realizadas
até 107, Aliquotas de 1,0 mL de cada dilui¢do foram inoculadas em placas de Petri contendo o
meio de cultura Plate Count Agar (PCA), utilizando a técnica de Pour-plate. As placas foram
preparadas em duplicata para cada dilui¢do (1072 a 10°°). Apds homogeneizacao e solidificagao
do meio, as amostras foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35°C por 48 h para o grupo
BHC, conforme descrito por Bettiol (1995).

Para o grupo Bacillus, o procedimento foi semelhante, mas incluiu um tratamento
térmico adicional. Apds as dilui¢cdes, as amostras foram submetidas a um banho-maria a 70°C
por 60 min antes do plaqueamento, para favorecer a contagem de bactérias esporulantes. Apds
0 periodo de incubacdo, realizou-se a contagem das coldnias utilizando o método de contagem
padrdo em placas (CPP), considerando aquelas que apresentaram entre 25 e 250 col6nias, como
recomendado por Downes e Ito (2001).

A quantificacdo das bactérias participantes do ciclo do nitrogénio foi realizada com o
uso de meios de cultura especificos para cada grupo, conforme metodologia adaptada de
MARIN et al. (2012). A Tabela 10 apresenta os detalhes dos meios de cultura utilizados,

garantindo a precisdo e especificidade no crescimento e identificacdo desses microrganismos.
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Tabela 10 — Composi¢do de meios seletivos para quantificacdo dos grupos de bactérias

participantes do ciclo do nitrogénio em ambientes aquéticos.

Composto quimico (g/L) Oxidadoras de amdnia Oxidadoras de nitrito
(g/L) (g/L)
(NH4)2 SO4 0,5 -
K>HPO4 1,0 1
KH>PO4 0,027 0,27
FeS0O4.7H,0 0,03 0,03
MgS0O4.7H20 0,3 0,1
CaCO3 7,5 1,0
CaCl» 0,01 0,3
KNO;2 ou NaNO: - 0,01
Elementos tragos 1 1
pH 7,5 7,5

Fonte - Marin et al. (2012) — Adaptacéo do autor

A analise microbioldgica das amostras de agua coletadas na fazenda foi realizada por
meio de dilui¢des seriadas, variando de 10! a 107¢. De cada dilui¢do, aliquotas de 1,0 mL foram
transferidas para uma série de cinco tubos de ensaio contendo 10,0 mL de meios especificos,
conforme descrito em protocolos estabelecidos (APHA, 2000; MARIN et al., 2012). Os tubos
foram incubados a 28°C por 21 dias. Apds esse periodo, foram adicionados reagentes
especificos para revelar a atividade bacteriana relacionada ao ciclo do nitrogénio.

Na andlise de bactérias fixadoras de amdnia, adicionou-se 0,5 mL do reagente de Nessler
aos tubos. A presenca de NHi" foi confirmada pela coloragdo amarelada a esverdeada,
indicando um resultado positivo. Para a deteccdo de bactérias nitrificantes, utilizou-se o
reagente de Griess-llosvay. A presenca de nitrito, confirmada pela coloragéo vermelha, indicava
um teste positivo para nitrificacdo. Em casos em que a coloragdo permanecia transparente, foi
adicionada uma pequena quantidade de zinco. Esse procedimento permitia verificar a presenca
de nitrito residual, confirmando o processo completo de nitrificacio (MARIN et al., 2012).

Dos tubos com resultados positivos, aliquotas do material bioldgico foram retiradas e
cultivadas em meios seletivos sélidos para o isolamento e posterior identificacdo das bactérias

participantes do ciclo do nitrogénio.
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10.1.2. Isolamento e identifica¢do das colonias

O processo de isolamento dos diferentes grupos bacterianos seguiu critérios especificos,
considerando caracteristicas como tamanho, textura, forma e coloragao das colonias crescidas
em meios seletivos. Apds o crescimento nas placas de cultivo, as colonias foram quantificadas,
selecionadas e isoladas para a obtencdo de culturas puras. Cada meio de cultura utilizado
forneceu 15 colonias representativas dos distintos grupos bacterianos, que foram transferidas
para tubos inclinados contendo o mesmo meio de origem.

Esses tubos foram incubados a 35°C por 24 h, assegurando o crescimento das culturas
e permitindo a verificagdo de sua pureza. As coldnias puras, entdo, foram submetidas ao
processo de identificagdo. A andlise morfoldgica e estrutural das bactérias foi realizada
utilizando a técnica de coloracdo de Gram, que permite classificar as bactérias de acordo com
as caracteristicas de sua parede celular. Para essa etapa, as cepas foram previamente renovadas
em meio agar TSA e incubadas novamente sob as mesmas condi¢des de temperatura e tempo

(35°C por 24 h).

10.1.3. Critérios empregados para a seleciio de cepas probidticas
10.1.3.1. Testes de estabilidade a estresse

10.1.3.1.1. Teste de Termorresisténcia

Para avaliar o crescimento das cepas bacterianas sob diferentes condi¢bes de
temperatura, foi empregada a metodologia descrita por Cai et al. (1999), com as devidas
adaptac0es para o0 presente estudo. As cepas isoladas foram inoculadas em tubos contendo caldo
TSB suplementado com 1% de NaCl, para simular condic¢Ges favoraveis ao desenvolvimento
bacteriano.

Os tubos foram incubados em duas temperaturas distintas, 4°C e 40°C, permitindo a
analise da viabilidade das bactérias em ambientes com varia¢des extremas de temperatura. Apds
24 h de incubacdo, os resultados foram avaliados visualmente, observando-se a turvagdo do

meio de cultura como indicador do crescimento bacteriano.
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10.1.3.1.2. Teste de crescimento em diferentes pHs

Para avaliar a tolerancia das cepas bacterianas a diferentes valores de pH, foi utilizada
uma metodologia adaptada de Cai et al. (1999). Nesse procedimento, as cepas isoladas foram
inoculadas em tubos contendo caldo TSB suplementado com 1% de NaCl, ajustados para os
valores de pH 5,0 e 9,0. Os tubos foram entdo incubados a 35°C por um periodo de até 48 h.
Apbs o periodo de incubacdo, a analise dos resultados foi realizada com base no crescimento

das cepas bacterianas, identificado pela turvacao do meio.

10.1.3.1.3. Teste de crescimento em diferentes salinidades

A anélise do crescimento de cada cepa bacteriana em diferentes salinidades foi realizada
utilizando tubos contendo caldo TSB ajustado a trés niveis distintos de salinidade: <0,5 ppt, 35
ppt e 80 ppt. Cada cepa foi inoculada nos respectivos caldos, de acordo com a salinidade, para
avaliar sua capacidade de adaptacéo as diferentes condi¢des. Apés a inoculagdo, os tubos foram
incubados por até 48 h. O crescimento das cepas foi determinado pela observacéo da turvagédo

no meio de cultura.

10.1.3.2. Caracterizacao fenotipica

Os isolados bacterianos foram submetidos a testes fenotipicos para avaliar sua

capacidade de formar biofilmes, sendo utilizados os seguintes métodos:

10.1.3.2.1. Teste de formacio de exopolissacarideos (EPS)

Baseado na metodologia de Freeman, Falkiner e Keane (1989), com adaptacdes, as
bactérias foram cultivadas em meio de 4gar vermelho congo (AVC). Para compor o meio AVC,
o corante vermelho congo foi adicionado ao meio Brain Heart Infusion Agar (BHI) (0,8 g para
cada 1 L), com adi¢do de 36 g de sacarose. As cepas bacterianas, previamente renovadas em
agar TSA, foram repicadas sobre a superficie do meio AVC em placas de Petri e incubadas a
35°C por 24 h. Apos esse periodo, as placas foram mantidas em temperatura ambiente por 48

h, e entdo realizou-se a leitura.
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As cepas foram consideradas produtoras de exopolissacarideos (EPS) quando coldnias
escuras foram visualizadas sob a placa de AVC, devido a interacdo entre o corante vermelho

congo ¢ os exopolissacarideos. Ja as cepas nao produtoras permaneceram sem pigmentagao.

10.1.3.2.2. Teste de aderéncia em microplaca de poliestireno (TMC)

O teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC), adaptado de Christensen et
al. (1985), foi conduzido para avaliar a formacdo de biofilmes bacterianos. As cepas foram
inicialmente cultivadas em caldo TSB contendo 1% de NaCl e incubadas a 35°C por 24 h. Em
seguida, 200 pL das culturas foram inoculados em triplicata em microplacas de poliestireno
com fundo em “U”. As placas foram incubadas novamente a 35°C por 48 h, sem agitacéo.

Apds a incubacdo, os indculos foram descartados e 0s pocos lavados trés vezes com 200
pL de &gua destilada estéril. As microplacas foram entdo secas em estufa a 60°C por 1 hora.
Para a coloracgéo, adicionaram-se 200 L de solucéo de cristal violeta a 1%, permanecendo em
repouso a temperatura ambiente por 1 minuto. Em seguida, realizou-se a remocdo do corante
com lavagens sucessivas utilizando agua destilada, e as placas foram secas novamente a
temperatura ambiente.

O resultado foi considerado positivo para formacdo de biofilmes quando o corante
cristal violeta permaneceu aderido as paredes dos micropocos, indicando a presenca de células

bacterianas agregadas.

10.1.3.3. Deteccdo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica e do potencial de viruléncia dos isolados
bacterianos foi realizada por meio de testes especificos para enzimas extracelulares
relacionadas a patogenicidade, como proteases (caseinase e gelatinase), lipase, celulase e
amilase, além da andlise da hemolise na hemolinfa de camardo. Para cada ensaio, as cepas
bacterianas foram cultivadas previamente em caldo TSB com 1% de NaCl e incubadas a 35°C

por 24 h, utilizando-se 4 yL de in6culo em cada teste.

10.1.3.3.1. Caseinase

A deteccdo de caseinase foi realizada conforme Rodrigues et al. (1993), com
adaptacdes. As cepas bacterianas, previamente cultivadas em caldo TSB com 1% de NaCl a

35°C por 24 h, foram padronizadas utilizando 4 puL de cada in6culo. Em seguida, foram
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inoculadas em placas contendo agar nutriente suplementado com 5% de leite em pé desnatado,
compondo o meio seletivo conhecido como agar leite.

As placas foram incubadas a 35°C por até 5 dias. A atividade enzimatica foi evidenciada
pela formacéo de halos transparentes ao redor das col6nias, indicando a hidrdlise da caseina

presente no meio. Esse resultado confirma a producdo de caseinase pelas cepas testadas.

10.1.3.3.2. Gelatinase

O teste seguiu a metodologia descrita por Rodrigues et al. (1993) para avaliar a atividade
gelatinolitica de cepas bacterianas. Inicialmente, as bactérias foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio PCA suplementado com 0,5% de gelatina. As placas foram incubadas a
35°C por até 5 dias, permitindo o crescimento das coldnias e a interacao das enzimas produzidas
pelas bactérias com o substrato gelatina.

Apo6s o periodo de incubagdo, foi aplicada uma solugao saturada de sulfato de amonio
sobre o meio, funcionando como agente revelador. A presenca de halos transparentes ao redor
das colonias indicou positividade para a atividade do teste, evidenciando que as enzimas
secretadas pelas bactérias degradaram a gelatina presente no meio. Este resultado demonstra a
capacidade das cepas em hidrolisar gelatina, um indicativo importante em estudos enzimaticos

ou de identificagao bacteriana.

10.1.3.3.3. Amilase

O teste para determinacdo da produgdo de amilase foi conduzido conforme as
recomendacdes de Rodrigues ef al. (1993). As cepas bacterianas foram inoculadas em placas
de 4gar nutriente suplementado com 0,1% de amido soluvel. As placas foram incubadas a 35°C
por um periodo de 24 a 48 h.

Ap0s a incubacéo, foi aplicado lugol a 1% sobre a superficie das placas. A presenca de
halos transparentes ao redor das col6nias indicou atividade enzimatica, confirmando a
capacidade das cepas de produzir amilase. Esse resultado ocorre porque a enzima amilase
degrada o amido presente no meio, formando areas livres do substrato que, ao entrarem em

contato com o lugol, permanecem sem coloragéo, contrastando com o restante da placa.
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10.1.3.3.4. Celulase

A avaliacdo da producédo de celulase foi realizada com base no protocolo descrito por
Teather e Wood (1982), com adaptacdes. O procedimento consistiu na inoculacdo das cepas
bacterianas em placas de agar carboximetilcelulose (CMC). O meio foi preparado utilizando
3,27 g de componentes minerais, acrescidos de 1% de CMC e 15 g de agar-agar por litro de
solucéo.

As placas foram incubadas a 35°C por um periodo de 24 a 48 h, permitindo o
crescimento bacteriano e a potencial interagdo com o substrato CMC. Apoés a incubagdo, uma
solucdo de vermelho congo a 1% foi adicionada as placas para visualizar a atividade enzimatica.
A presenca de halos claros ao redor das col6nias foi interpretada como resultado positivo,
indicando a degradacdo da carboximetilcelulose pelo complexo celulolitico produzido pelas

cepas bacterianas.

10.1.3.3.5. Hemolise

A atividade hemolitica foi avaliada conforme a metodologia de Chang et al. (2000), com
adaptagcdes para camardes Penaeus vannamei. Para a coleta da hemolinfa, utilizou-se uma
seringa estéril de 1 mL com agulha, inserida na regido entre o primeiro e o segundo pleépodes
dos camardes. Antes da coleta, a seringa foi previamente lavada com um tampao citrato-EDTA,
preparado com 0,1 M de glicose, 30 mM de citrato trissédico, 26 mM de éacido citrico e 10 mM
de EDTA, dissolvidos em agua do mar a 20 ppt. O pH da solucao foi ajustado para 4,6, e o
tampao foi esterilizado a 121°C por 15 min.

Ap0s a coleta, 1 mL da hemolinfa foi imediatamente transferido para um tubo estéril
contendo 0,2 mL do tampao citrato-EDTA. Em seguida, a hemolinfa foi corada com a adigao
de 133 pL de uma solugdo de rosa bengala a 3%, previamente dissolvida no mesmo tampao
citrato-EDTA. Para o cultivo bacteriano, utilizou-se dgar PCA como meio base, ao qual foi
adicionado 1 mL da hemolinfa corada para cada 15 mL de meio. Essa mistura foi
homogeneizada e vertida em placas de Petri, onde as cepas bacterianas foram inoculadas. As
placas foram incubadas a 35°C por 24 h.

Ap6s o periodo de incubagdo, a presenga de halos transparentes ao redor das colonias
bacterianas foi interpretada como indicativo de atividade hemolitica, confirmando a producao

de hemolisinas capazes de degradar os componentes da hemolinfa. Esse método, com a
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utilizagdo de rosa bengala como marcador visual, permite uma identificagdo eficiente da

atividade hemolitica em microrganismos associados a hemolinfa de camardes.

10.1.3.4. Antibiograma

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados seguindo as diretrizes do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010), utilizando os principais antibioticos
empregados na aquicultura: Cloranfenicol (30ug), Oxitetraciclina (30ug), Florfenicol (30ug) e
um antibidtico de amplo espectro Acido Nalidixico (30pug).

As cepas foram renovadas em &gar TSA suplementado com 1% de NaCl e incubadas a
35°C por 24 h. Ap6s o crescimento, as culturas foram ajustadas a escala 0,5 de McFarland,
equivalente a uma concentracao de 1,5 x 10® UFC/mL, utilizando solugdo salina a 1% e
espectrofotbmetro para garantir precisdo. Apos isso, com auxilio de um swab estéril, as cepas
ajustadas foram uniformemente estriadas sobre placas de agar Mueller-Hinton, criando um
tapete bacteriano sobre toda a superficie do meio.

Os discos om os antibioticos selecionados foram colocados na superficie do agar,
utilizando-se pingas previamente esterilizadas. As placas foram incubadas a 35°C por 24 h para
permitir a difusdo dos antimicrobianos no meio e a formag¢ao de halos de inibigao.

Apbs a incubagdo, os didmetros dos halos de inibi¢ao ao redor dos discos foram medidos
e comparados com os padrdes descritos por Charteris ef al. (1998). Com base nesses critérios,

as cepas foram classificadas como sensiveis ou resistentes aos antibioticos testados (Tabela 11).

Tabela 11 — Agentes antimicrobianos e didmetros de zona interpretativa para teste de

sensibilidade a antibidticos por difusdo de disco.

Antibioticos Zona interpretativa dos diametros
antimicrobianos (mm)
Nome Conc/disco (ng) Resistente Intermediaria | Sensivel
Florfenicol 30 <13 14-17 > 18
Oxitetraciclina 30 <14 15-18 >19
Cloranfenicol 30 <13 14-17 > 18
Acido Nalidixico 30 <13 14-17 > 18

Fonte - Charteris et al. (1998) — Adaptagdo do autor
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10.1.3.5. Testes de atividade antagonista

As bactérias foram submetidas a testes de antagonismo com o objetivo de selecionar
estirpes adequadas para a composicao de um consorcio microbiano destinado a formulacao de
probioticos. Esses testes avaliaram a interacdo entre as cepas selecionadas e sua capacidade de
inibir patdgenos, utilizando dois métodos distintos:

e Estrias cruzadas (Streak Cross): Adaptado de Williston et al. (1947), este método
consiste em inocular as bactérias em padrdes cruzados em um meio sélido, permitindo a
observacao de interacOes diretas entre as estirpes.

¢ Plugs de agar: Baseado na técnica descrita por Nasser et al. (2003), este método envolve
0 uso de discos contendo as bactérias de interesse, que sdo posicionados em placas para

avaliar sua acdo inibitdria contra patdgenos.

Esses testes sdo indispensaveis para a formacdo de consdrcios microbianos, pois
identificam estirpes que mantém interacdes ecoldgicas positivas ou neutras, possibilitando sua
inclusdo em um mesmo grupo. Além disso, avaliam bactérias com atividade antagbnica contra

patégenos, um critério essencial na selecdo de probidticos eficazes.

10.1.3.5.1. Teste de antagonismo entre as cepas

10.1.3.5.1.1. Técnica de estrias cruzadas (cross streak)

As cepas bacterianas selecionadas para os testes foram inicialmente renovadas em caldo
TSB contendo 1% de NaCl, sendo incubadas a 35°C por 24 h. Apos esse periodo, foram
transferidas para placas de agar TSA, também suplementadas com 1% de NaCl, onde foram
realizados os testes de antagonismo.

No procedimento experimental, a cepa a ser testada foi inoculada na posicéo central da
placa, formando uma estria longitudinal. As demais cepas foram inoculadas em estrias
perpendiculares a ela, mantendo-se uma distancia de 1 cm entre elas e a linha central. As placas
foram entéo incubadas a 35°C por 24 h para avaliacdo dos resultados.

Os resultados foram interpretados com base no padrdo de crescimento observado.
Quando havia inibi¢ao do crescimento da cepa central, considerava-se um antagonismo positivo,
indicando que a cepa perpendicular exercia efeito inibitorio. Por outro lado, a auséncia de
inibicdo, com o encontro das estrias perpendiculares com a central, indicava antagonismo

negativo, de acordo com a metodologia adaptada de Williston et al. (1947).
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10.1.3.5.1.2. Plugs de agar

Inicialmente, as cepas foram renovadas em caldo TSB contendo 1% de NaCl, incubadas
a 35°C por 24 h. Apds esse periodo, as bactérias foram transferidas para placas de dgar TSA
com 1% de NaCl, utilizando um swab estéril para espalhar o indculo de forma homogénea,
criando um tapete bacteriano na superficie do meio. As placas foram entdao incubadas por mais
24 ha35°C.

Em seguida, discos de agar inoculado (plugs), com 6 mm de diametro, foram
cuidadosamente cortados dessas placas e posicionados sobre novas placas contendo o in6culo
de outras cepas bacterianas. As placas foram incubadas novamente a 35°C por 24 h.

A capacidade de inibicdo do crescimento das cepas patogénicas foi avaliada pela
formagao de halos claros ao redor dos discos de agar, indicando a agdo antagdnica das bactérias

testadas, conforme descrito na metodologia de Nasser ef al. (2003).

10.1.3.5.2. Teste de antagonismo contra patdgenos

Para avaliar o antagonismo contra patégenos, foi conduzida uma andlise utilizando duas
estirpes bacterianas amplamente reconhecidas na carcinicultura por seu potencial patogénico:
Vibrio harveyi (ATCC14126) e Vibrio parahaemolyticus (I0C18950). O objetivo deste
procedimento foi selecionar cepas com potencial de inibicdo de bactérias patogénicas para o
organismo hospedeiro.

O experimento foi realizado em placas de agar TSA, nas quais foi inserido um inéculo
central contendo os patdgenos. Posteriormente, as estirpes bacterianas em teste foram
inoculadas em estrias transversais, mantendo uma distancia de 1 cm do trago principal,
permitindo a avaliacdo da interacdo entre as bactérias.

Ap0s a etapa de inoculacgdo, as placas foram mantidas a 35°C por 24 h. O antagonismo
foi identificado pela formacao de zonas de inibig&o ao redor das estirpes testadas, demonstrando
sua capacidade de restringir o crescimento dos patdgenos, conforme descrito por Al-Khalidi
(2017).

10.1.4. Formac&o dos consorcios bacterianos probioticos

Os resultados dos testes mencionados anteriormente serviram como critérios para

selecionar as cepas utilizadas na elaboracdo de dois consdrcios bacterianos destinados a



84

aplicagdo como probidticos em experimentos in vivo. Um consoércio foi formado por estirpes
do género Bacillus, enquanto o outro reuniu bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio (BOA
¢ BON).

Para preparar 0s consorcios e concentrar as células bacterianas, as cepas foram
inicialmente cultivadas em tubos contendo agar TSA a 35°C por 24 h. Em seguida, foram
transferidas individualmente para Erlenmeyer com 200 mL de caldo TSB. As culturas foram
incubadas em agitador shaker com rotacéo de 100 RPM por 24 h a 30°C. Apos esse periodo, as
suspensdes foram centrifugadas em tubos Falcon a 5.000 RPM por 10 min a 25°C, permitindo
a separacao das células em forma de pellets, enquanto o sobrenadante era descartado.

Os pellets obtidos foram ressuspendidos individualmente em 15 mL de solucdo salina
contendo 0,85% de NaCl e armazenados em recipientes esterilizados, organizados conforme os
consorcios pré-determinados. Por fim, uma aliquota de 1 mL de cada suspensao foi retirada
para a quantificacdo da densidade bacteriana, garantindo o controle de qualidade dos consorcios

preparados.

10.1.4.1. Determinac&o da densidade bacteriana

Para cada consorcio, as solugdes ressuspendidas foram consideradas na dilui¢do inicial
de 107", a partir da qual foram feitas diluigdes seriadas até 10~8. Em seguida, aliquotas de 1 mL
de cada dilui¢ao foram inoculadas em placas de Perri, utilizando a técnica Pour-plate com o
meio agar TSA, e as placas foram incubadas a 35°C por 24 h. Apos o periodo de incubagdo,
realizou-se a contagem das coldnias formadas nas placas, com o objetivo de determinar a

densidade celular inicial do consorcio.

10.1.4.2. Liofilizacao

As culturas foram submetidas a congelamento em freezer a -20°C por 24 h e, em seguida,
liofilizadas. Antes do congelamento, foi aplicada uma camada de 6leo mineral esterilizado
sobre as amostras, garantindo a criopreservagao dos microrganismos em condi¢des de baixas
temperaturas. Apds o congelamento, as amostras passaram pelo processo de liofilizagcdo
utilizando um liofilizador convencional (Liotop, L101), operando a uma pressao de 0,200-

0,300nHg e temperatura de -50°C por 72 h.
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10.1.4.3. Viabilidade das células apo6s liofilizagdo

Para quantificacdo da viabilidade das células apos liofilizagdo, pesou-se 0,01 g do
material liofilizado de cada consércio, que foi ressuspendido em 10 mL de solucdo salina a
0,85%, correspondendo a diluigdo de 10~'. A mistura permaneceu em repouso & temperatura
ambiente por 30 min para ativagdo do material liofilizado. Em seguida, realizaram-se dilui¢cdes
seriadas até a concentrac¢do de 10°%, com posterior plaqueamento utilizando a técnica de pour-
plate em meio de agar TSA.

As placas foram incubadas a 35°C por 48 h, ao final das quais foi realizada a contagem
das colénias. O rendimento da recuperacdo de bactérias viaveis foi calculado considerando a
quantificagdo das células vidveis da suspensao bacteriana e a quantificacao apos o processo de
liofilizacao.

O rendimento da recuperacdo de bactérias viaveis apos todo o processo foi calculado
considerando a quantificagdo das células viaveis da suspensao bacteriana e a quantificacao apos

o processo de liofilizagao.

Equacéo 2 - Equacdo utilizada para o célculo do rendimento da recuperacéo bacteriana

NLiofilizado
RENDIMENTO = ————  x 100
NSuspensao

Ap6s o processo de liofilizacdo, foi preparada a mistura probidtica para os dois
consorcios. As bactérias liofilizadas foram incorporadas a um substrato na propor¢ao de 1 g de
bactéria para cada 100 g de substrato. Apds a homogeneiza¢do do material, retirou-se uma
amostra de 1 g da mistura, que foi ressuspendida em solugdo salina a 0,85% e deixada em
repouso a temperatura ambiente por 30 mi para ativagao.

Em seguida, realizaram-se dilui¢des seriadas da solugdo ativada, que foram plaqueadas
em agar TSA para a contagem de células viaveis, permitindo a avaliacdo da viabilidade

bacteriana na mistura probiotica.

10.1.5 Analise de dados

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva, com tabelas e graficos para
representar o perfil das varidveis estudadas. Essa abordagem permitiu uma melhor compreensao

dos padrdes e tendéncias observados, facilitando a interpretagcdo dos resultados obtidos.
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10.2. Experimento In vivo
10.2.1. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Setor de Aquicultura da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), localizado em Mossord, Rio Grande do Norte. Foram utilizadas 21
unidades experimentais, compostas por tanques circulares de polietileno com capacidade de
1000 litros e area operacional de 1,13 m? Cada tanque contava com sistema de aeracdo
individual, equipado com mangueiras porosas microperfuradas.

A preparagdo dos tanques incluiu uma lavagem com agua doce corrente e desinfeccao
com &cido cloridrico. Em seguida, os tanques foram abastecidos com agua de pogo com
salinidade inicial de 4 ppt, ajustada para 35 ppt por meio da adi¢do de cloreto de sdédio ndo
iodado. Para garantir a seguranga da agua, utilizou-se o desinfetante veterinario Virkon S e foi
adicionado o quelante EDTA (1 g/500 L) para mitigar os possiveis efeitos toxicos de metais
pesados provenientes do cloreto de sodio.

ApoOs o abastecimento, sete dias antes do povoamento, foi realizada a fertilizagdo das
unidades experimentais ¢ do bercario para promover o desenvolvimento inicial de microalgas
nos tratamentos. O fertilizante utilizado era uma mistura de farelo de arroz, melago de cana e
silicato de magnésio, aplicado na propor¢ao de 100 mg/L. A quantidade foi ajustada de acordo
com a ragdo fornecida, buscando uma relagdo carbono-nitrogénio (C:N) de aproximadamente
20:1.

Além disso, foi feita a correcdo idnica da agua para equilibrar as proporg¢oes de célcio
(Ca), magnésio (Mg) e potassio (K), visando alcangar uma relagdo proxima a da agua do mar
(1:3:1), conforme especificado na Tabela 12. Essas etapas foram cuidadosamente conduzidas

para assegurar condig¢des Otimas para o desenvolvimento do experimento.

Tabela 12 — Parametros de balanco idnico da agua utilizado no experimento.

Parametros Poco Poco+Nacl ApOs a correcio da
relagio Ca-Mg- K
Calcio 240 260 380
Magnésio 30 41 960
Potassio 12 6 200

Fonte - elaborado pelo autor.
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As pos-larvas, criadas em salinidade de 35 ppt, foram adquiridas no Laboratério de
Producdo de Pés-Larvas de Camarao Marinho (ICAMARON), localizado em Icapui, Ceara.
Essas pos-larvas estavam no estagio PL12, com peso médio de 0,0045 g. Ao chegarem ao local
do experimento, foram aclimatadas em um tanque de 1000 L, que funcionou como bergario
antes do povoamento das unidades experimentais. O experimento teve duragao de 60 dias, com
densidade de estocagem de 150 camardes/m? em cada unidade experimental.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e trés
repeti¢des cada. Os tratamentos incluiram: P1, P2, P3, P4 (probidticos comerciais), P5 e P6
(consoércios probidticos autodctones) e o tratamento controle onde ndo houve a adi¢do de
probidtico. Os probidticos comerciais e 0s consorcios autoctones foram aplicados duas vezes
por semana, seguindo as recomendacdes dos fabricantes ou protocolo correspondente. A

aplicag¢do na 4gua iniciou-se uma semana antes do povoamento dos camardes.

10.2.2. Manejo alimentar

O manejo alimentar foi padronizado para todos os tratamentos, utilizando o método de
distribuicao por voleio, combinado com bandejas de controle. Foram empregadas trés fases de

racdo comercial, conforme descrito na Tabela 13:

Tabela 13 — Caracterizacdo das ragdes comerciais utilizadas no experimento.

Fases PB (%) P (%) E.E. (%) | Granulometria (mm)
Fase 1 40 1,3 0,9 0,54a1,0

Fase 2 40 1,3 0,9 1,0a1,8

Fase 3 35 1,2 0,85 2,5

Fonte - elaborado pelo autor.
Legenda - % PB - Porcentagem de proteina bruta na ragdo; % P - Porcentagem de fosforo na ragdo, % E.E -
Porcentagem de extrato etéreo.

A Fase usada desde o povoamento até 10 dias de cultivo; Fase 2 usada logo apos a fase
1 até o camardo atingir 3 g e a Fase 3 (racdo de engorda) utilizada a partir de 3 g até a despesca.
A alimentagdo foi ofertada em duas refei¢cdes diarias, representando 10% da biomassa até os

camardes atingirem 1 g de peso médio. A partir desse ponto, a taxa de alimentacdo foi
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gradualmente reduzida para 4% da biomassa até o final do experimento. A quantidade de ragao
foi ajustada semanalmente, com base no peso médio dos camardes, determinado por biometrias

regulares.

10.2.3. Parametros fisico-quimicos

Parametros como pH, temperatura e oxigénio dissolvido foram monitorados diariamente,
duas vezes ao dia, pela manhda e a noite. Semanalmente, foram avaliados salinidade,
condutividade elétrica, potencial de oxirreducao, turbidez e sdlidos totais dissolvidos (TDS) em
todas as unidades experimentais, utilizando uma sonda multiparamétrica (Horiba U-50, Kyoto,
Japao). No mesmo intervalo, também foram realizadas andlises de clorofila a amoénia, nitrito e
nitrato, com coleta de amostras da coluna d'agua. Essas amostras foram armazenadas
adequadamente para posterior filtragem a vacuo em laboratorio, utilizando filtros de membrana
de celulose (47 mm de diametro e porosidade de 0,45 um). As concentragcdes foram
determinadas por espectrofotometria, seguindo os protocolos estabelecidos para cada andlise.

Além disso, foram realizadas contagens semanais das densidades de microalgas em cada
tratamento, utilizando uma camara de Neubauer. Complementarmente, a quantidade de solidos
suspensos € sedimentaveis foi avaliada semanalmente, permitindo o acompanhamento das
condi¢des fisicas e bioldgicas da d4gua em cada unidade experimental. Esses monitoramentos

permitem maior controle para a manutenc¢ao da qualidade da 4gua ao longo do experimento.

10.2.4. Desempenho zootécnico

Durante o experimento, o desempenho dos camardes foi avaliado por meio de
biometrias semanais realizadas em cada unidade experimental. Essas medigdes permitiram
acompanhar a curva de crescimento dos animais e ajustar a quantidade de ra¢dao fornecida de
forma precisa. Seguindo praticas adotadas em fazendas comerciais de cultivo de camario, a
primeira biometria foi realizada apenas apo6s 30 dias de cultivo, garantindo uma andlise mais
representativa do desenvolvimento inicial.

Ao final do periodo experimental, foram analisados os seguintes pardmetros zootécnicos:
peso médio final (PM), ganho de peso semanal (GP), ganho de peso didrio (GPD), biomassa
final (BF), taxa de crescimento especifico (TCE %), sobrevivéncia (S%), produtividade (P),
fator de conversao alimentar (FCA). Os célculos desses indicadores seguiram as formulas

propostas por Bessa Junior et al. (2012), assegurando rigor e padroniza¢do na analise dos
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resultados. Esses pardmetros forneceram uma avaliagdo detalhada do desempenho zootécnico

dos camardes, possibilitando a comparacao entre os tratamentos realizados.

Equacdo 3 - Peso médio final

peso total dos animais amostrados

Peso médio final (g) - quantidade de animais

Equacéo 4 — Ganho de peso

Ganho de peso = peso médio final (g) - peso médio inicial (g)

Equagdo 5 - Ganho de peso semanal

peso médio final (g) - peso médio inicial (g)

Ganho d 1=
artho de peso sefana Dias de Experimento

Equacdo 6 — Biomassa final

Biomassa final(g) = n? final de individuos x PM (g) x1000

Equagdo 7 — Taxa de Crescimento Especifico

(Ln Pf - Ln Pi)
Dias de Experimento

x100

Taxa de Crescimento Especifico (%) =

Equacéo 8 — Sobrevivéncia

A1 numero final de individuos
Sobrevivéncia (%) = — — —————x 100
numero inicial de individuos

Equacéo 9 - Produtividade

biomassa final
Produtividade (kg/ha) = ——
Area de cultivo

Equacao 10 — Fator de conversdo alimentar

( quantidade de racao consumida (g))

Fator de Conversao alimentar (FCA) = (biomassa final (g)



90

10.2.5. Analise de dados

Os dados foram analisados quanto a normalidade e homogeneidade das variancias
utilizando os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Essas analises preliminares
garantiram a adequacao dos dados para os procedimentos estatisticos subsequentes.

Para avaliar as diferengas entre os tratamentos, foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA), considerando um nivel de significdncia de 5% (p < 0,05). Nos casos em que foram
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos, aplicou-se o teste de Tukey para a

comparag¢do das médias, também em nivel de significancia de 5%.
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11. RESULTADOS E DISCUSSAO
11.1. Probioticos autdctones
11.1.1. Quantificacao e Isolamento das bactérias do cultivo
O resultado da quantificacdo pela técnica de contagem padrdo em placas para os

diferentes grupos bacterianos estdo presentes na tabela 14.

Tabela 14 — Média das contagens das populacdes bacterianas analisadas

Grupos bacterianos Média (UFC/mL)
BHC 3,0x 10*
BAC 5,0 x 10*
BOA Incontavel
BON Incontavel

Fonte - elaborado pelo autor.
Legenda - BHC - bactérias heterotroficas cultivaveis, BAC - Bacillus, BOA - bactérias oxidadoras de amdnia,

BON - bactérias oxidadoras de nitrito.

Entre os grupos bacterianos analisados, destacou-se a alta densidade de bactérias
oxidadoras, tanto de amodnia quanto de nitrito, com um crescimento considerado incontavel de
UFC. Esses microrganismos desempenham um papel fundamental nos processos de nitrificagao,
que sdo essenciais para a manutencao da qualidade da 4gua em sistemas aquicolas. A presenca
expressiva desses grupos indica a relevancia de sua atividade no ambiente de cultivo,
corroborando estudos anteriores que ressaltam a importancia do equilibrio microbioldgico para
a saude e o desempenho zootécnico dos camardes (HLORDZI et al., 2020; MEHLA et al,,
2023).

Foram isoladas 50 cepas bacterianas nas quais 43 apresentaram crescimento. Destas, 37
foram identificadas como Gram-positivas, sendo selecionadas de acordo com a morfologia em

Bacilos, Cocos e Bastonetes positivos (Tabela 15).
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Tabela 15 — Caracterizacdo microbiana da amostra de agua da fazenda de cultivo de camaréo

Microrganismos Frequéncia absoluta | Frequéncia relativa (%)
Bacillus 30 81,08
Cocos 2 5,41
Bastonetes positivos 5 13,51
Total de isolados
: 37
selecionados

Fonte - elaborado pelo autor.

As bactérias dos géneros Lactococcus spp., Lactobacillus spp. € Bacillus spp. destacam-
se pelo seu potencial probidtico e sdo amplamente recomendadas para aplicagao na aquicultura.
Estudos realizados por Balcazar et al. (2006, 2008), Sequeiros et al. (2015) e Ringe et al. (2016)
evidenciam que esses géneros possuem propriedades benéficas que incluem a melhoria da
digestibilidade dos alimentos, o fortalecimento da imunidade dos camardes e a modulagdo da
microbiota intestinal. Esses atributos fazem dessas bactérias aliadas essenciais na busca por
maior sustentabilidade e eficiéncia nos sistemas aquicolas.

O presente estudo corroborou essas evidéncias, refor¢ando que a selecdo criteriosa de
bactérias probioticas € indispensavel para alcangar melhores resultados no cultivo. A integragao
de grupos bacterianos nitrificantes e probidticos adequados tem o potencial de ndo apenas
melhorar a qualidade da 4gua, mas também otimizar os indices produtivos na carcinicultura.
Essa estratégia ¢ sustentada por estudos anteriores, como os de Moriarty (1998), Gatesoupe
(1999) e Verschuere et al. (2000), que demonstraram a eficicia do uso de cepas probidticas
isoladas diretamente do ambiente de cultivo.

Partindo dessas premissas, as cepas bacterianas isoladas nesta pesquisa, excluindo as
patogénicas, podem ser consideradas candidatas promissoras para uso no cultivo de camardes.
Desde que sejam validadas por testes especificos para comprovar sua seguranca e eficacia, essas
cepas podem representar um avancgo significativo no controle da carcinicultura, com maior

probabilidade de sucesso nos ambientes de cultivo.

11.1.2. Critérios empregados para a selecdo de cepas probidticas
11.1.2.1. Testes de estabilidade a estresse
A selecdo de novas cepas probidticas para uso em aquicultura baseia-se em critérios que
incluem seguranca, funcionalidade, resisténcia e aspectos tecnoldgicos das culturas que serdo

incorporadas aos produtos (SAARELA et al., 2000; PANCHENIAK, 2005). Esses critérios sao
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fundamentais para garantir que os probidticos possam atender as necessidades especificas do
cultivo e oferecer beneficios consistentes ao ambiente e aos organismos cultivados.

Na aquicultura, ¢ comum observar variagdes significativas nos parametros ambientais,
como temperatura, pH e salinidade, que podem afetar diretamente a viabilidade e o desempenho
dos microrganismos probidticos (SAMPAIO et al., 2019). Para que os probiodticos se
desenvolvam e se multipliquem eficientemente no ambiente de cultivo, ¢ essencial que sejam
resistentes a essas condigdes flutuantes (MACEDO et al., 2008; HUNGRIA; LONGO, 2009).
Essa capacidade de resisténcia ¢ determinante para garantir sua eficicia no controle da
microbiota e na promogao da saide dos organismos aquaticos.

Por isso, os testes de resisténcia desempenham um papel crucial na escolha de estirpes
adequadas. Eles avaliam a capacidade de adaptacdo das cepas bacterianas as variaveis
ambientais enfrentadas durante e entre os ciclos de cultivo. Segundo Mourifio ef al. (2012), essa
adaptacdo ¢ um dos principais fatores que determinam a eficiéncia da colonizagdo dos
probidticos no ambiente de cultivo. O desempenho das diferentes cepas sob condigdes
ambientais simuladas foi analisado e esta detalhado na Tabela 16, que apresenta os resultados

de crescimento das estirpes testadas em diferentes cendrios ambientais.

Tabela 16 — Numero de isolados tolerantes as diferentes condi¢cdes de pH, temperatura e

salinidade.
Condi¢coes ambientais | Numero de isolados | Taxa de sobrevivéncia

avaliadas sobreviventes (%)

pHS 0 0
pH 9 37 100

4°C 0 0
40°C 37 100
0,5 ppt 37 100
30 ppt 31 83,8
80 ppt 14 37,8

Fonte - elaborado pelo autor.

As cepas analisadas demonstraram baixa tolerancia a diferentes condi¢cdes de
temperatura e pH, apresentando crescimento apenas a 40°C e pH 9. Essa limitacdo pode ser
atribuida ao fato de que a maioria dessas cepas entra em estado vegetativo quando exposta a

temperaturas mais baixas e valores de pH reduzidos. No entanto, esse comportamento destaca
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a importancia de bactérias esporogénicas, que possuem maior resisténcia a condi¢des adversas.
Estudos como o de Guo et al. (2013) confirmam a alta sobrevivéncia dos esporos de Bacillus
sp., mesmo em ambientes com baixos valores de pH e temperaturas reduzidas, refor¢cando sua
utilidade em condig¢des variaveis.

Embora as cepas em questdo ndo tenham apresentado crescimento em baixos valores
de pH, esse fator ndo representa necessariamente um obstaculo para sua aplicagao. Como essas
bactérias serdo destinadas ao uso em viveiros de cultivo, onde o pH da 4gua geralmente varia
entre 7 e 9, valores considerados ideais para o crescimento maximo dos camardes (BOYD;
TUCKER, 1990), sua eficacia no ambiente real pode ndo ser comprometida. Assim, a selegdo
de cepas com desempenho em condigdes especificas de cultivo continua sendo uma estratégia
promissora para a otimizagao da produgdo aquicola.

Ja em relacdo ao teste de exposicao a diferentes salinidades, a taxa de crescimento foi
inversamente proporcional ao aumento da salinidade. Todas as concentracdes de NaCl
estudadas apresentaram crescimento. Para a concentracdo de 0,5 ppt, as 37 cepas isoladas
apresentaram resultado positivo de crescimento. No entanto, quando expostas a salinidade de
35 ppt, cerca de 90% dos isolados demonstraram crescimento positivo. Ja na salinidade de 80
ppt, a maioria das cepas ndo conseguiu se desenvolver, com uma taxa de sobrevivéncia de

aproximadamente 38% entre os 37 isolados, conforme ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Percentual de crescimento nas diferentes salinidades para os grupos Bacillus e

oxidadoras.
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Fonte - elaborado pelo autor.
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A menor sobrevivéncia das bactérias em salinidades elevadas, como observado nos
testes com 80 ppt, reflete os desafios fisioldgicos enfrentados pelos microrganismos em
ambientes de alta osmolaridade. A maioria das cepas bacterianas carece de mecanismos de
adaptacgao suficientes para lidar com o estresse osmotico gerado por concentragdes extremas de
sal. Estudos, como o de Souza Junior (2008), destacaram que a salinidade afeta diretamente o
metabolismo bacteriano e a eficacia dos probidticos em sistemas de cultivo.

Conforme Zorriehzahra et al. (2016), a sobrevivéncia reduzida sob condi¢des de alta
salinidade pode comprometer a funcionalidade dos probioticos, limitando sua capacidade de
colonizar o ambiente e competir com patogenos. Moriarty (1998; 1999) também ressaltou que
a selecdo de bactérias adaptadas as condigdes especificas do cultivo € essencial para maximizar
sua eficacia, especialmente em ambientes com parametros estaveis. Esses achados reforgam a
importancia de considerar a salinidade como um critério determinante na sele¢do de cepas
probidticas.

No presente estudo, foi possivel observar desempenhos distintos entre diferentes grupos
bacterianos em funcdo da salinidade (Figura 10). As cepas do grupo Bacillus demonstraram
maior viabilidade celular mesmo em altas concentragdes de sal, atribuido a sua capacidade de
formar esporos, que conferem resisténcia a condi¢des adversas (GIL TURNES ez al., 1999). No
entanto, ¢ importante lembrar que na forma de esporos, essas bactérias ndo apresentam
atividade biologica e, portanto, ndo exercem efeito probiotico.

Por outro lado, o grupo das bactérias oxidadoras mostrou baixa tolerancia a variagdes
extremas de salinidade, apresentando reducdo progressiva da viabilidade com o aumento da
concentracao de sal. Resultados semelhantes foram reportados por Nobrega et al. (2004), que
analisaram 12 estirpes de bactérias deste grupo em diferentes regides € observaram que apenas
algumas eram capazes de crescer em concentragdes superiores a 50 ppt. A maioria mostrou
tolerancia limitada a niveis entre 2 e 30 ppt.

Esses resultados reforcam a importancia de considerar a salinidade como um critério
determinante na selecao de probidticos. Cepas bacterianas que tolerem concentracdes elevadas
de sal podem oferecer maior eficiéncia no controle de patdogenos e no suporte a saude dos

organismos cultivados, contribuindo para a estabilidade e produtividade dos sistemas aquicolas.
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11.1.2.2. Caracterizagao fenotipica

Na Figura 11 encontra-se a caracterizacdo fenotipica das bactérias através do teste de

aderéncia a microplaca e producao de exopolissacarideos em placas contendo o dgar vermelho

congo.

Figura 11 — Percentual de amostras classificadas de acordo com caracterizacdo fenotipica em

produtoras (positivo) e ndo produtoras de biofilme (negativo).
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Fonte - elaborado pelo autor.

Legenda - AVC - produgéo de exopolissacarideos nas placas de agar vermelho congo, TMC - Teste de aderéncia

na microplaca.

No teste de formagao de exopolissacarideos (EPS), 17 dos 37 isolados analisados
(45,95%) apresentaram resultados positivos, evidenciando a capacidade dessas bactérias em
produzir EPS. Entre os isolados do género Bacillus sp., a positividade foi ainda maior, atingindo
55,66%, enquanto no grupo das bactérias oxidadoras, 36,84% dos representantes foram
positivos no teste do AVC. Por outro lado, os demais isolados avaliados em meio AVC com
adicao de sacarose mostraram crescimento bacteriano, mas sem a presenga de coloragdo escura,

indicando a auséncia de formag¢ao de EPS.

Os exopolissacarideos desempenham fung¢des cruciais, como proteger as células
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bacterianas contra ataques externos e situagdes de estresse, além de favorecer a aderéncia em
superficies e a formagdo de biofilmes (DOGAN et al., 2015; SILVA et al., 2016). Essas
propriedades podem aumentar a sobrevivéncia das bactérias em condi¢des adversas, como
variacoes de salinidade e temperatura, e facilitar sua aderéncia e colonizagdo de nichos,
caracteristicas desejaveis para bactérias probioticas empregadas no cultivo de Penaeus
vannamei.

A andlise da producao de biofilmes pelo teste de aderéncia em microplacas (TMC)
revelou resultados positivos em 16 das 37 cepas analisadas (43,24%). Dentre os isolados que
se mostraram aderentes as microplacas de poliestireno, 7 pertenciam ao género Bacillus,
enquanto 9 eram bactérias oxidadoras. A capacidade de formar biofilmes sugere que esses
microrganismos podem sobreviver em diferentes tipos de ambientes, além de possuir potencial
para colonizar o trato intestinal de camardes e atuar como probioticos.

Segundo Fuller (1989), a adesdo celular ¢ uma caracteristica essencial para que
microrganismos probiodticos exercam efeito antagonico. Essa habilidade permite que bactérias
probidticas se mantenham em contato mais prolongado com o hospedeiro, reduzindo a
necessidade de reaplicagdes frequentes (TORO, 2005). Assim, os resultados obtidos neste
estudo corroboram a literatura existente e destacam o género Bacillus como um potencial
candidato para aplicacdo em estratégias probidticas, dado seu desempenho superior na
producdao de EPS e formacdo de biofilmes, caracteristicas que aumentam sua eficicia e

persisténcia em sistemas de cultivo de camardes.

11.1.2.3. Deteccao da atividade enzimatica

Os critérios de seguranga para a selecdo de probioticos sdo fundamentais e incluem
propriedades como a auséncia de patogenicidade e de fatores de viruléncia (MUNOZ-
ATIENZA et al., 2013; RUBIO et al., 2014). Os fatores de viruléncia sio mecanismos que
permitem que um patodgeno infecte e cause danos ao hospedeiro, sendo, portanto, essenciais
para avaliacdo durante o desenvolvimento de probidticos (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015).

A produgdo de enzimas extracelulares por bactérias ¢ considerada um dos principais
fatores de viruléncia. Para garantir a seguranca de uma estirpe probiotica, ¢ imprescindivel
confirmar a auséncia ou niveis seguros dessas enzimas, assegurando que a bactéria ndo exerca
efeitos patogénicos, mesmo sob condi¢des de estresse do hospedeiro (BATHAEI; ZAHRALI,
2022).

Uma preocupagao adicional estd relacionada a produgao de multiplas enzimas por uma
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mesma bactéria, pois essa caracteristica pode intensificar seu potencial patogénico. A interagao
sinergética entre diferentes enzimas pode amplificar os danos ao hospedeiro, agravando quadros
clinicos em sistemas de cultivo aquatico (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2012). Estudos como os
de Soto-Rodriguez et al. (2012) e Bathaei e Zahrai (2022), apontam que bactérias com multiplos
fenotipos de viruléncia apresentam maior risco para a saude do hospedeiro e devem ser evitadas
na formulacdo de probidticos.

A figura 12 apresenta a disposi¢do das cepas analisadas com base nos fendtipos de

viruléncia expressos.

Figura 12 — Distribuicdo das cepas de acordo com os fenotipos de viruléncia expressos para os

diferentes grupos.
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Fonte - elaborado pelo autor.

As andlises realizadas evidenciaram que nenhuma das cepas testadas apresentaram a
producao de mais de duas exoenzimas, o que sugere uma limitagcdo na expressao de fatores de
viruléncia potencialmente patogénicos. A relacdo dos fatores de viruléncia reforca a
necessidade de uma triagem criteriosa para a selecdo de cepas probidticas seguras.

Entre as exoenzimas avaliadas, a caseinase foi a mais frequentemente detectada, com
positividade em 75,67% (28) dos isolados. Dentro deste grupo, 45,94% (17) eram bactérias do

género Bacillus, enquanto 29,73% (11) correspondiam a bactérias oxidadoras.



99

Além disso, foi observado que 35,13% dos isolados expressaram simultaneamente duas
enzimas, indicando uma interagao entre as exoenzimas em parte dos microrganismos analisados.
Por outro lado, nenhuma das cepas apresentou atividade das enzimas hemolise, gelatinase ou
celulase, o que reforca a seguranca do uso destas cepas no contexto de probiodticos para
aquicultura.

Esses resultados sdo consistentes com estudos prévios que apontam para a importancia de
monitorar a producao de exoenzimas em bactérias utilizadas como probidticos. A auséncia de
enzimas como a hemolise e a gelatinase ¢ considerada uma caracteristica desejavel para
minimizar riscos ao hospedeiro e aumentar a seguranca dos produtos probidticos (MUNOZ-

ATIENZA et al., 2013; SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015).

11.1.2.4. Antibiograma

O aumento da resisténcia antimicrobiana em bactérias provenientes de sistemas de
producao animal tem despertado preocupagdes crescentes devido as possiveis implicagdes para
a satde humana e ambiental. Essa questdo tem levado a uma fiscalizagdo rigorosa sobre o uso
de antibidticos, principalmente em setores como a aquicultura, onde a utiliza¢ao indiscriminada
dessas substincias € comum no tratamento e profilaxia de doengas bacterianas
(MONTEAGUDO-MERA et al., 2012). O ambiente aquicola, por sua natureza, torna-se um
local propicio para a selecdo de espécies bacterianas resistentes, o que pode levar a propagacao
de genes de resisténcia entre os organismos presentes (SCHMIDT, MORTEN, DALSGAARD,
2000).

O uso prolongado e repetido de determinados antimicrobianos no cultivo de organismos
aquaticos contribui para a sele¢do de cepas bacterianas resistentes. Esse fenomeno, amplamente
relatado em estudos como o de Tendéncia e Pena (2002), demonstra como a pressao seletiva
causada pelo uso frequente de medicamentos antimicrobianos reflete diretamente no padrao de
resisténcia observado no ambiente de cultivo.

No presente estudo, foram isoladas 37 cepas bacterianas do sistema de cultivo e testadas
frente a quatro antimicrobianos. Todas as cepas apresentaram sensibilidade a Oxitetraciclina e
ao Florfenicol, substancias amplamente utilizadas na aquicultura. Entretanto, 24,32% das
estirpes isoladas mostraram resisténcia ao acido nalidixico, enquanto 16,22% foram resistentes

ao Cloranfenicol, conforme observado na Tabela 17.
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Tabela 17 — Padrao de comportamento frente a antimicrobianos nas bactérias isoladas em

amostra de d4gua de um sistema fechado de cultivo de camardao marinho.

Sensibilidade a antibiéticos (%)
Oxi Flor Nal Clor
Sensivel 100 100 64,87 64,87
Intermediaria 0 0 10,81 18,92
Resistente 0 0 24,32 16,22

Legenda - Oxi — Oxitetraciclina, Flor — Florfenicol, Nal — Acido Nalidixico, Clor — Cloranfenicol

Esses achados sdo consistentes com relatorios anteriores, como os de Schmidt, Morten

e Dalsgaard (2000), que destacaram a prevaléncia de resisténcia ao Cloranfenicol em ambientes

aquicolas. Da mesma forma, Tendéncia e Pefia (2002) observaram que a resisténcia ao acido

nalidixico pode ser particularmente problematica em sistemas de cultivo com manejo

inadequado.

No grupo das bactérias oxidadoras o perfil mais frequente de resisténcia foi a0 Acido

Nalidixico (47,4%). Do total de estirpes isoladas das bactérias oxidadoras 31,6% (6/19) se

mostrou com um perfil de resisténcia multipla aos 2 antimicrobianos (Acido Nalidixico e

Cloranfenicol) (Figura 13).

Figura 13 — Percentual de resisténcia das estirpes bacterianas pertencentes ao grupo das

bactérias oxidadoras testadas frente aos antimicrobianos (Acido Nalidixico e Cloranfenicol)
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As bactérias presentes no ambiente de criacdo de camardes frequentemente exibem
caracteristicas de resisténcia a multiplos antibidticos, conforme observado em diversos estudos
(TENDENCIA; PENA, 2001; ROCHA; SOUSA; VIEIRA, 2016). Essa capacidade de
multirresisténcia representa um risco significativo tanto para a saude publica quanto para os
sistemas de cultivo, uma vez que os genes de resisténcia podem ser transferidos entre
microrganismos por meio de mecanismos de transferéncia vertical ou horizontal (UDDIN et al.,

2015; ROCHA; SOUSA; VIEIRA, 2016; BANERJEE; RAY, 2017).

11.1.2.5. Testes de atividade antagonista

O teste de antagonismo foi empregado como um critério essencial na montagem dos
consorcios bacterianos e na selegdo de candidatas probidticas com caracteristicas desejaveis,
garantindo que as cepas escolhidas ndo competissem entre si. A relagdo antagonista entre os
microrganismos pode inibir a atividade bioldgica de outros componentes da comunidade,
impactando diretamente o equilibrio da microbiota bacteriana. Esse equilibrio ndo depende
apenas das interagdes com o hospedeiro, mas também das relagdes ecologicas entre os
microrganismos que coabitam o mesmo ambiente, permitindo sua coexisténcia, antagonismo
ou competicao (DENKOVA et al., 2013).

No teste de antagonismo in vitro, das 37 estirpes selecionadas, todas apresentaram
atividade antagdnica positiva contra pelo menos uma outra cepa do grupo avaliado. Isso
permitiu diversas combinagdes potenciais entre as cepas testadas. Entretanto, apenas os
microrganismos que demonstraram os melhores resultados em todos os testes foram
selecionados para formar dois consoércios.

Estudos anteriores, como os de Verschuere et al. (2000), Zokaeifar et al. (2012) e
Banerjee e Ray (2017), destacaram a importancia de realizar testes de antagonismo
especificamente entre as estirpes e patogenos. Esses trabalhos visaram identificar agentes
microbianos com potencial para controle bioldgico eficiente. Nessas pesquisas, um grande
nimero de cepas antagonistas foi pré-selecionado em testes de antagonismo in vitro e utilizado
para combater diversas enfermidades, justificando o interesse econdmico e sanitdrio nesses
organismos.

O perfil mais prevalente de antagonismo foi observado em relagdo ao V.
parahaemolyticus, enquanto a capacidade de acdo antagOnica simultanea contra ambos os
patogenos, V. harveyi e V. parahaemolyticus, foi registrada em 32,41% dos isolados (Figura 14).

Esses resultados contrastam com os achados de Zokaeifar ef al. (2012), que observaram maior
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antagonismo contra V. harveyi em consorcios bacterianos avaliados.

Figura 14 — Perfil de atividade antagonismo contra os patogenos testados para os diferentes

grupos
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Fonte - elaborado pelo autor.

Entre os grupos bacterianos avaliados, o grupo de bactérias do género Bacillus
apresentou os melhores resultados, com taxas de antagonismo de 21,63% contra V. harveyi e
32,43% contra V. parahaemolyticus. Em comparacdo, o grupo das bactérias oxidadoras
demonstrou antagonismo de 24,33% e 27% frente a V. harveyi e V. parahaemolyticus,
respectivamente. Estudos como os de Liu ef al. (2015) confirmam a capacidade antagonista de
bactérias do género Bacillus contra a espécie V. parahaemolyticus, destacando o potencial do
género como probidtico eficaz.

A capacidade inibitoria das bactérias Bacillus esta associada a sua habilidade de
produzir e liberar uma ampla gama de substancias antimicrobianas. Essas incluem toxinas,
enzimas bacterioliticas, subprodutos de vias metabodlicas primadrias, substancias antibidticas e
bacteriocinas, que possuem atividade bactericida ou bacteriostatica. Essas substincias sdao
eficazes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo patdgenos de relevancia
sanitaria, como Vibrio harveyi (UDDIN et al., 2015; BANERJEE; RAY, 2017).

Esses resultados reforcam o potencial do uso de consoércios bacterianos baseados em
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Bacillus na carcinicultura, ndo apenas como ferramenta de controle biologico, mas também

como alternativa sustentavel ao uso de antimicrobianos tradicionais.

11.1.3. Formacéao dos consdrcios bacterianos probioticos
Os resultados dos testes citados anteriormente foram usados como parametros para
selecionar as cepas para o desenvolvimento de dois consorcios bacterianos para aplicagdo como
probiotico em testes in vivo. A escolha das cepas para cada consoércio foi fundamentada nos
potenciais beneficios proporcionados aos organismos cultivados, considerando tanto o controle
de patdégenos quanto a melhoria da qualidade ambiental.

O primeiro consoércio foi composto exclusivamente por estirpes do género Bacillus, com
foco na prevencao e controle de doengas. A escolha desse grupo deve-se a sua versatilidade e
capacidade de formar esporos, o que confere maior resisténcia a condi¢des ambientais adversas
e viabiliza seu uso em locais de grande instabilidade ambiental. Essa caracteristica também
favorece a sobrevivéncia das bactérias durante os processos de elaboracdo, transporte e
armazenamento dos produtos (GIL TURNES et al., 1999). Estudos como o de Zorriehzahra et
al. (2016) reforcam a eficacia do uso de Bacillus na aquicultura, destacando seu papel no
fortalecimento imunologico dos organismos cultivados.

O segundo consorcio foi destinado ao controle da qualidade da dgua, composto por
bactérias participantes do ciclo do nitrogénio. Este grupo inclui bactérias nitrificantes
responsaveis pela conversdo da amonia em nitrito e, posteriormente, em nitrato (PEREIRA;
MERCANTE, 2005). O uso de probidticos com essas propriedades promove a redugdo das
trocas de agua nos sistemas de cultivo, permitindo maior reutilizagdo e minimizando o
desperdicio de recursos hidricos. Essa abordagem ¢ corroborada por Kumar et al. (2016), que
destacam a maior eficiéncia desses consorcios bacterianos, além de sua capacidade de formar
biofilmes mais estaveis, o que contribui para a manutencdo da qualidade da agua.

Para a formagdo dos consorcios, foram priorizadas cepas com maior tolerancia a
diferentes condigcdes ambientais e antagonismo comprovado contra pelo menos um dos
patdgenos testados. Esse critério € consistente com praticas relatadas por Mourifo et al. (2012),
que enfatizam a importancia de selecionar bactérias com propriedades especificas para
melhorar a eficiéncia dos consorcios probioticos. A Tabela 18 apresenta a caracterizagao

detalhada das bactérias selecionadas para a formagao dos consorcios.



Tabela 18 — Caracterizagdo das bactérias selecionadas para a formagdo dos consorcios.
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o Temp. Antagonista
Conséreio Grupo | Atividade | ¢ Agregacio | PH 9.0 |(40° C) Salinidade contra Sensibilidade a antibiéticos
funcional |enzimatica patégenos
<0,5 | 35 80 V. p. V h. Flor | Oxi Nal | Clor
Bacillus sp C i i + + + + - - + S S S S
Bacillus sp C + T+ + + + + + + + S S S S
Bacillus Bacillus sp C ; } + + + + + - + S S S S
Bacillus sp C - + + + + + + - + S S S S
Bacillus sp C + - + + + + - + + S S S S
Bacillus sp C i . + + + + - + - S S S S
Cocos A ++ + + + + + + - + S S I I
) Cocos C - - + + + + + - - S S I I
Oxidadoras g, s sp | C-A ] N + o+ |+ | - | = + S S S S
Bacillus sp C-A 3 + + + + + - - + S S S S

Legenda - C - Caseinase, A - Amilase, EPS - Produgdo de exopolissacarideos, FLOR - Florfenicol, OXI - Oxitetraciclina, NAL - Acido Nalidixoco,

CLOR - Cloranfenicol, S - Sensivel, I - Sensibilidade intermedidria, V.p - V. parahaemolyticus, V.h - V. harveyi
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11.1.4. Viabilidade e rendimento dos consorcios formados

Os resultados apresentados na Tabela 19 mostram a contagem de células vidveis
(UFC/ml) para os dois consorcios probiodticos elaborados, abrangendo a quantificacao inicial
da suspensdo bacteriana, a concentracdo apos o processo de liofilizagdo e, por fim, a

incorporagdo do material liofilizado a um substrato.

Tabela 19 — Comparagao dos resultados das contagens bacterianas viaveis (UFC/ml) para cada

fase do desenvolvimento do probidtico

~ Concentraciao |Concentracio| Rendimento
Concentracio . . . .
L. . .. . bacteriana apdés | bacteriana apés a
Consorcio | bacteriana inicial P o e~

(UFC/ml) liofilizacao final liofilizacao

(UFC/ml) (UFC/ml) (%)

Bacillus 1,05x10"? 5,0x10° 4,5x10’ 0,48

Oxidadoras 5.2x10" 7,8x10" 1,03x10° 15

Fonte - elaborado pelo autor.

Mesmo apresentando baixo rendimento de células vidveis apods a liofilizagao,
especialmente no consorcio Bacillus, as concentragdes bacterianas permaneceram acima da
quantidade minima necessdria para que os microrganismos probidticos exercam efeitos
benéficos, estimada em 10° UFC/ml. Este dado refor¢a a importancia de iniciar o processo com
concentracgoes elevadas de células bacterianas, uma vez que parte significativa da populagao
microbiana perde viabilidade durante a liofilizagdao. Segundo Bozoglu et al. (1987), uma
sobrevivéncia de apenas 0,1% da populacdo original ja ¢ suficiente para permitir a propagacao
de uma cultura bacteriana viavel.

Além disso, os resultados corroboram observacgdes anteriores de Saarela ef al. (2000) e
Zorriehzahra et al. (2016), que destacam que o sucesso de produtos probidticos depende de
tecnologias que garantam a manutencao da viabilidade das células bacterianas ao longo das
etapas de processamento e armazenamento. Nesse contexto, o rendimento superior observado
no consorcio Oxidadoras (15%) pode ser atribuido a caracteristicas intrinsecas de maior
resisténcia das cepas a liofilizacao.

A Figura 15 ilustra como a utiliza¢do de altas concentragdes iniciais ¢ essencial para
mitigar as perdas inevitaveis durante o processo de liofilizagdo e assegurar a eficacia final do

produto probiotico.
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Figura 15 - Acompanhamento da viabilidade em Log UFC/mL dos dois probioticos autoctones

elaborados em cada fase do desenvolvimento dos produtos.
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Fonte - elaborado pelo autor.

De modo geral, o grupo dos Bacillus mostraram ser mais sensiveis a liofilizacdo em
comparag¢ao quando comparado ao grupo das bactérias oxidadoras. Mesmo com a utilizagdo do
agente crioprotetector, notou-se uma reducao mais significativa na viabilidade das cepas do
consorcio Bacillus. Este grupo apresentou uma diminui¢do de trés ciclos log na contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC/ml), passando de 1 ,05 x 10" UFC/ml antes da
liofiliza¢do para 4, 5 x 10° UFC/ml apos o procedimento. Em contraste, o grupo das bactérias
oxidadoras teve uma diminui¢do mais sutil, de apenas um ciclo log, passando de 5,2x10"
UFC/ml para 7,8x10' UFC/ml (Tabela 19 e Figura 15).

Esses resultados sdo semelhantes aos achados de Berner e Viernstein (2006), que
avaliaram o efeito de diferentes crioprotetores na viabilidade de Lactococcus lactis durante a
liofilizagdo. No estudo, os microrganismos apresentaram uma reducdo de viabilidade maxima
de um ciclo log, independentemente da presenca de crioprotetores. Essa resisténcia pode ser
atribuida as caracteristicas intrinsecas das células.

As diferengas no comportamento observado entre os dois consoércios podem ser
explicadas pelas caracteristicas estruturais distintas de suas células. Conforme discutido por
Coulibaly et al. (2009), caracteristicas celulares especificas influenciam diretamente a

sobrevivéncia de microrganismos durante processos como a liofilizacdo. Em um estudo com
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Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides, o L. plantarum demonstrou maior
sobrevivéncia, atribuida as suas propriedades celulares tnicas.

A sobrevivéncia durante a liofilizagdo depende de multiplos fatores, incluindo as
caracteristicas dos microrganismos, a concentragao inicial da cultura, os meios de multiplicagao
celular e os métodos de reidratagdo utilizados (BAIOCCO, 1997). Esses aspectos devem ser
considerados no desenvolvimento de produtos probioticos, especialmente para aplicagdes em
aquicultura, onde a manutencao da viabilidade bacteriana € crucial para garantir a eficacia dos

produtos no campo.

11.2. Experimento In vivo
11.2.1. Qualidade de agua

Os resultados demonstraram que os valores médios de salinidade variaram entre 25 e 35
ppt, enquanto o pH apresentou varia¢ao de 8,8 a 9,0. Em rela¢do a concentracdo de oxigénio
dissolvido (OD), os valores oscilaram entre 4,70 ¢ 9,60 ml/L, e a temperatura de 28,0°C a
32,1°C. Nao foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) entre os tratamentos quanto
aos valores de temperatura, pH, salinidade e oxigénio dissolvido foram similares, indicando
estabilidade desses parametros ao longo dos experimentos.

O oxigénio dissolvido, considerado um dos principais pardmetros com relacdo a
qualidade da dgua em cultivos aquaticos, manteve-se em niveis superiores a 3,0 ml/L em todos
os tratamentos, estando dentro da faixa considerada 6tima para o desenvolvimento do Penaeus
vannamei (PEREIRA et al, 2005; SOARES; HENRY-SILVA, 2019). Essa concentragdo
elevada de oxigénio na 4gua ¢ devido a presenca do fitoplancton tanto na coluna de 4gua como
no substrato, auxiliando na incorporagdo desse gas na dgua durante o dia (SOARES; HENRY-
SILVA, 2019).

A estabilidade dos parametros fisico-quimicos, foi consistente em todos os tratamentos
empregados, independente do periodo observado (8 e 16 h). Esses valores estio em
conformidade com a faixa ideal para o crescimento do camardo P. vannamei, conforme
observado em estudos de Krummenauer et al. (2011) e Jatoba et al. (2008).

Tabela 20 apresenta as médias e desvios padrdo das varidveis fisico-quimicas da
qualidade da 4gua, refor¢gando a compatibilidade dos parametros observados com os requisitos

do cultivo de P, vannamei.
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Tabela 20 - Descricdo das variaveis fisico-quimicas (média+DP) para os pardmetros de

temperatura, pH, salinidade e oxigénio dissolvido.

Tratamentos Variaveis Periodo

8- 00h 16 - 00h
pH 9,17+0,35a 9,13+£0,37 a
Pl oD 6,64 £ 0,54 a 6,21+ 0,67 a
Temp 29,02+0,95a 31,68+142a
pH 9,19+0,29 a 9,14+0,31a
P2 oD 6,67 £0,57 a 6,19+ 0,63 a
Temp 28,75+0,73 a 31,63+0,97 a
pH 9,23+£0,25a 9,19+£0,29 a
P3 oD 6,75+ 0,71 a 6,21+0,82 a
Temp 28,78 £ 0,66 a 31,65+0,95a
pH 9,19+0,22a 9,14+0,24 a
P4 oD 6,69+ 0,22 a 6,24 £ 0,84 a
Temp 28,79 £ 0,68 a 31,59+0,92a
pH 9,29+0,22a 9,22+0,26 a
P5 oD 6,82 £ 0,62 a 6,32+0,73 a
Temp 28,69+ 0,69 a 31,61+0,95a
pH 9,20+ 0,23 a 9,15+0,27 a
P6 oD 6,87 £0,73 a 6,38 £ 0,96 a
Temp 28,48 £ 0,68 a 31,35+0,95a
pH 9,20+ 0,28 a 9,15+0,31a
Controle oD 6,68 £ 0,59 a 6,12 + 0,66 a
Temp 28,76 £ 0,70 a 31,47+1,18a

Fonte - elaborado pelo autor.

Meédias seguidas de letras diferentes entre as colunas que diferem significativamente (7ukey-Teste p<0,05).

A alcalinidade total ndo apresentou variagdes entre os tratamentos empregados, com
valores registrados entre 240 e 370 ml/L eq.CaCO3. Esses valores sdo superiores a faixa minima
recomendada para o cultivo do P. vannamei que ¢ 120 ml/L eq. CaCO3, conforme indicado por
Boyd (2003). Uma alcalinidade elevada nos viveiros de camardo contribui para a estabilidade

do pH ao longo do dia, avisando oscilagdes que poderiam causar estresse aos organismos
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cultivados (MERCANTE et al., 2011). Essa estabilidade ¢ fundamental para manter as
condi¢des ideais de cultivo e minimizar os impactos negativos sobre o crescimento e saide dos
camardes cultivados.

A clorofila a e a feofitina a sdo reconhecidas como importantes marcadores para
monitorar os processos de eutrofizagdo. De acordo com Hékanson, Bryhn e Blenckner (2007),
a clorofila a ¢ utilizada para estimar a biomassa fitoplanctonica em sistemas aquaticos
eutrofizados, enquanto a feofitina a resultante da degradacao da clorofila, como um indicador
da decomposicdo dessa biomassa. Segundo Wetzel (2001) conclui que a andlise da feofitina a
oferece uma perspectiva valiosa sobre a dindmica de decomposicao organica em ecossistemas
aquaticos.

Nos viveiros de camarao, esses indicadores se tornam ferramentas importantes para os
produtores. Altos niveis de feofitina a, por exemplo, podem indicar a necessidade de ajustes nas
praticas de manejo, como a redu¢do da quantidade de ragdo ou a realizagdo de trocas de agua.
Tais intervengdes sdo cruciais para manter o equilibrio do ambiente € minimizar os impactos
negativos na satde e no crescimento dos camardes (WETZEL, 2001; BOYD, 2003).

A figura 16 apresenta os resultados da analise quimica da dgua para determinacgdo de

Clorofila a e da Feofitina a.

Figura 16 - Concentracgao de Clorofila a e Feofitina a no cultivo do camardo P. vannamei com

adi¢do de probidticos
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Fonte - elaborado pelo autor.
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A andlise quimica da agua (Figura 16) mostrou que a Clorofila a, apresentou
concentragdes elevadas em todos os tratamentos com probidticos (P1 a P6) quando comparados
ao Controle (C). Entre os grupos testados, o tratamento P6 se destacou com a maior
concentracdo de Clorofila a, ultrapassando 250 mL/L, indicando que as condigdes nesse
tratamento foram favordveis ao crescimento de fitoplancton. No entanto, o grupo controle
registrou valores minimos, sugerindo uma menor producdo primaria em ambientes sem adi¢cao
de probioticos. Esses resultados corroboram os dados de Boyd e Tucker (1998), que destacaram
a clorofila a como um indicador direto da produtividade primdaria nos viveiros. Essa alta
concentragdo estd associada ao aumento da densidade fitoplanctonica, fundamental para a
cadeia alimentar e o balango energético dos sistemas aquaticos.

Por outro lado, a Feofitina a, apresentou concentragdes significativamente menores em
todos os tratamentos com relacao a Clorofila a, variando entre 0 ¢ 20,51 mL/L. O tratamento
PS5 foi o que registrou a maior concentragdo, enquanto o grupo controle apresentou os menores
valores. Essa diferenca pode indicar uma menor degrada¢do da Clorofila a ou uma menor
atividade de decomposicdo de biomassa fitoplanctonica nos grupos tratados com probidticos.
Estudos como os de Mercante et al. (2011) e Boyd (2003) apontaram que valores elevados de
feofitina a estdo frequentemente associados ao acimulo de matéria organica em decomposi¢ao
e a degradacgao do fitoplancton, impactando diretamente a dindmica de nutrientes nos viveiros.

Deste modo, os resultados dessa pesquisa mostram que os tratamentos com probidticos
promoveram um impacto positivo na producdo de Clorofila a, sendo o P6 o mais eficiente entre
eles. A baixa concentragdo de Feofitina a, mesmo nos grupos com alta produgao de Clorofila a,
sugere que os probidticos podem contribuir para a estabilidade do ambiente aquético, reduzindo
a degradacdo da biomassa fitoplanctonica.

A andlise da densidade relativa registrada para os organismos das classes
fitoplanctonicas variou entre os tratamentos avaliados. Apesar de padrdes semelhantes na
maioria dos tratamentos, excegdes foram observadas. No tratamento P2, as classes Euglenaceae
e Chlorophyceae apresentaram maior percentual de densidade relativa, enquanto o tratamento
controle destacou-se pelo predominio de Cyanobacteria (cianoficeas).

No entanto, o percentual de densidade relativa por classe, predominantemente seguiu
um padrao semelhante entre os tratamentos, com exce¢do do Tratamento P2, no qual houve um
maior percentual de densidade relativa das Classes Euglenaceae e Chloroficeae e do tratamento
Controle que apresentou um maior percentual de densidade relativa relacionado a Classe

Cyanobacteria (cianoficeas) (Figura 17).
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Figura 17 - Densidade dos organismos fitoplanctonicos (%) entre os diferentes tipos de

probioticos utilizados no estudo.
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Fonte - elaborado pelo autor.

A aplicagdo dos probidticos apresentou influéncia sobre a composicao da
comunidade fitoplanctonica e os pardmetros de qualidade da agua, destacando desafios e
oportunidades para otimiza¢do do manejo. Entre se tratando da aplicacdo de probiodticos no
cultivo observado, os resultados encontrados ndo foram suficientemente robustos, para
confirmar com clareza a acao dos diferentes probiodticos sobre a composi¢des da Comunidade
Fitoplanctonica estudada.

No tratamento P1, composto por duas espécies de Bacillus, observou-se a
predominancia de diatoméceas, com densidade média de 4,4 x 10* células/mL (43,7%),
enquanto as euglenaceas foram as menos representativas, registrando 1,4 x 10? células/mL
(1,4%). Padroes similares foram observados nos tratamentos P3, P4, P5 e P6. Por outro lado,
no tratamento P2, que utilizou Bacillus sp., Lactobacillus sp. € Saccharomyces cerevisiae, as
cloroficeas dominaram, representando 32,4% da comunidade, seguidas pelas diatomdaceas
(26,9%) e euglenaceas, que registraram a maior densidade média, 2,7 x 10* células/mL (21,1%).
No tratamento controle, a distribuicdo foi mais equilibrada, com diatomaceas, cloroficeas e
cianoficeas representando 33,5%, 23,5% e 30,8%, respectivamente, destacando uma grande

densidade de cianoficeas.
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O dominio de diatomaceas ¢ especialmente importante, considerando que as espécies da
classe Bacillariophyceae sao amplamente reconhecidas como excelente alimento para
camardes, particularmente em suas fases iniciais de desenvolvimento. Diversos autores, como
Boyd (1990), Bojorquez-Mascarefio e Soto-Jiménez (2013), e Maciel (2018), reforcam a
importancia das diatoméceas como fonte de alimento, sendo preferencialmente consumidas por
pos-larvas e juvenis, como destacado por Kubitza (2018). A fertilizagdo inicial pode ter
contribuido para o aumento da biomassa dessas microalgas, especialmente das classes
Bacillariophyceae e Chlorophyceae, consideradas benéficas para o ecossistema aquatico e para
o crescimento dos camardes, como também discutido por ABCC/MAPA (2018).

Entretanto, as espécies de Cyanobacteria e Dinophyceae apresentam riscos potenciais a
qualidade da agua e a saude dos animais, devido a producdo de compostos toxicos, como
apontado por Adloff ef al. (2018), Rangel (2016) e Cavalcante ef al. (2013). No tratamento
controle, a predominancia de cianoficeas coincidiu com picos elevados de amoénia, que
atingiram 6,0 mg/L na terceira semana, sugerindo uma relacdo entre a alta densidade de
cianoficeas e a acuimulo de compostos nitrogenados. Alguns autores, como Hornes et al. (2010),
explicam que certas espécies de cianobactérias utilizam gas nitrogénio e o transformam em ions
amonio, favorecendo sua proliferagdao em ambientes ricos em nutrientes.

Nos demais tratamentos, especialmente no P6, os niveis de amdnia se mantiveram mais
estaveis, variando entre 0,09 e 0,50 mg/L, enquanto a concentracdo de nitrito foi mais
consistente nos tratamentos P3 e P6, com valores finais de 0,10 mg/L. A atividade de
nitrificagdo foi evidente em todos os tratamentos, com producdo inicial de nitrato, seguida por
redugdo ao longo do cultivo. Essa estabilidade foi mais notavel nos tratamentos P3, P5 e P6,
que apresentaram um melhor balango entre a nitrificagdo e o aumento da biomassa.

Estudos como os de Xu et al. (2019) e Paiva-Maia et al. (2013) confirmam esses
achados, indicando que probidticos podem restringir a proliferagdo de cianobactérias
prejudiciais e favorecer a presenca de microalgas benéficas, otimizando as condi¢des para o
cultivo de Penaeus vannamei.

A Figura 18 mostra as concentragdes de amonia, nitrito e nitrato do cultivo do camarao
Penaeus vannamei ao longo do estudo para avaliagdo do uso de probidticos. Esses parametros
foram monitorados nos diferentes tratamentos testados, acompanhando os niveis de compostos

nitrogenados entre os grupos.
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Figura 18 - Concentragdes de amdnia, nitrito e nitrato registradas na agua de cultivo do camarao
Penaeus vannamei durante o estudo de avaliagao do uso de probioticos.
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Fonte - elaborado pelo autor.

De acordo com os resultados obtidos a maioria dos tratamentos seguiu os padroes

esperados de nitrificacdo, com a conversao de amdnia em nitrito e, posteriormente, em nitrato.
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No entanto, observados foram picos em nitrito em P2, P4 e Controle, indicando momentos de
desbalanceamento microbioldgico para esses tratamentos, provavelmente causados por fatores
como carga organica excessiva. P3 e P6 destacaram-se como os tratamentos mais eficientes,
com niveis baixos de amonia e nitrito, e estabilizac¢do rapida do nitrato. J4 o tratamento controle
apresentou maior instabilidade, com flutuagdes nos compostos nitrogenados, indicando menor
eficiéncia de manejo.

Estudos anteriores revelaram que os probioticos mantiveram a qualidade da dgua, como
afirmado por Wu et al. (2016); Newaj-Fyzul et al. (2014); Nimrat et al. (2012) e
potencializaram o crescimento de grupos de organismos fitoplanctonicos como destacado por
Lukwambe et al. (2015). Os organismos que constituem o fitoplancton respondem aos altos
niveis pH e baixos indices de oxigénio dissolvido na dgua dos ambientes de cultivo, tornando-
se excelentes indicadores das condigdes ambientais, uma vez que sao suscetiveis a alteragoes

na qualidade da agua, como destacado por Casé et al. (2008).

10.2.2. Desempenho Zootécnico

Os resultados dos testes in vivo realizados neste estudo mostraram uma tendéncia de
aumento significativo na melhoria dos pardmetros de desempenho zootécnico, como peso
médio, sobrevivéncia e produtividade, nos tratamentos com probidticos. Os dados de

desempenho zootécnico para 0 experimento estdo apresentados na tabela 21.

Tabela 21 - Descricdo dos parametros de desempenho zootécnico entre os tratamentos

(média+DP)

Parametros P1 P2 P3 P4 P5 Po6 C
Peso médio (g) 3,47b 293b 4,05a 3,45b 3,60b 420 a 3,24b
Ganho de peso

semanal (g) 0,43 a 0,36 a 0,50b 0,43 a 0,45 a 0,536 0,40 a

Fator de Conversido
Alimentar 0,74 a 0,97 a 0,81 a 0,84 a 0,79 a 0,80 a 0,88 a
Sobrevivéncia (%) 41,33 a 84,00 b 89,11b | 77,28Db 63,28 a 96,00 ¢ 96,00 ¢
Produtividade kg/ha | 2153,2a | 3696,0a | 5417,8b | 4006,9a | 3429,7a | 6280,0b | 4675,2a

Meédias seguidas de letras diferentes entre as colunas que diferem significativamente (7ukey-Teste p<0,05).
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Os tratamentos P3 (Probidtico comercial) e P6 (Probidtico autdctone) destacaram-se
entre os demais, apresentando os melhores valores de peso médio, ganho de peso semanal e
produtividade. O tratamento P6 alcangou a maior produtividade, registrando 6.280 kg/ha, e
também obteve a maior taxa de sobrevivéncia (96%) entre os tratamentos testados. Esses dados
confirmam o impacto positivo do uso de probioticos, especialmente aqueles formulados de
cepas autdctones, na melhoria dos indicadores produtivos.

No entanto, os tratamentos que empregaram protocolos menos eficientes ou probidticos
com menor diversidade microbiologica, como P1 e P2, apresentaram desempenho inferior. O
tratamento P1 registrou a menor taxa de sobrevivéncia entre os grupos (41,3%), destacando a
necessidade de estratégias otimizadas e personalizadas para maximizar o potencial dos
probidticos. Esses resultados reforcam a importancia de protocolos especificos e alinhados as
caracteristicas do ambiente e dos microrganismos utilizados.

O FCA manteve-se uniforme entre os tratamentos. No entanto, 0s ganhos mais
significativos foram observados nos tratamentos P3 e P6, que apresentaram maior crescimento
em peso médio ao final do experimento, alcancando 4,05 g e 4,20 g, respectivamente. Tais
resultados foram consistentes, com aqueles obtidos por Paiva-Maia et al. (2013) e por Zheng et
al. (2019), em relagdo ao cultivo do camardo com uso de probidticos.

Diferencas significativas (p<0,05) também foram observadas nos dados de
sobrevivéncia. Os tratamentos P6 e Controle apresentaram as maiores taxas (96%), enquanto
0s demais tratamentos mostraram desempenho inferior. Apesar de ndo haver diferencas
significativas das médias de sobrevivéncia entre o grupo controle e 0s grupos tratados, deve-se
lembrar que os probiodticos tém sua acdo evidenciada em periodos de baixa resisténcia, tais
como estresse e contaminagdo por bactérias prejudiciais aos organismos, 0 que nao aconteceu
neste trabalho. Estudos anteriores, como os de Xu et al. (2019) e Paiva-Maia et al. (2013),
sugerem que em ambientes controlados e estaveis, 0 impacto dos probiéticos pode ser menos
evidente, pois os fatores adversos que normalmente exigiriam suporte suplementar, como a
acao de probidticos, estdo minimizados.

Na analise de produtividade, uma das variaveis de maior interesse para os aquicultores,
foi observada diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,05). Sendo os melhores valores
de produtividade observadas para os tratamentos P3 e P6, onde estes tratamentos apresentaram
resultados significativamente semelhantes entre si e superiores aos demais. Registrando nesses
tratamentos resultados cerca de 30% superiores ao tratamento P1, que apresentou a menor
produtividade.

Esses resultados destacam o papel crucial dos probiodticos na otimizagao do cultivo de
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camardes. A superioridade dos tratamentos P3 e P6 demonstra a importancia de estratégias bem
definidas e baseadas no conhecimento cientifico para a escolha e aplicacdo desses produtos,
reforgando a necessidade de protocolos especificos e adaptados as condigdes locais. Essas
descobertas validam estudos prévios, como os de Paiva-Maia et al. (2013) e Zheng et al. (2019),
e reafirmam que o uso de probidticos ¢ uma ferramenta indispensavel para a sustentabilidade e
eficiéncia do cultivo de camardes. No entanto, esses dados também indicam que a eficacia dos
probioticos pode ser mais evidente em condigdes adversas, como periodos de estresse ou surtos
de patogenos. Desta forma, os probidticos podem desempenhar um papel estratégico tanto na
melhoria dos indices zootécnicos quanto na sustentabilidade dos sistemas de cultivo,

contribuindo para uma aquicultura mais sustentavel e competitiva.
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12. CONCLUSOES

A escolha dos grupos bacterianos para formacgdo de cada consorcio baseou-se nos
potenciais beneficios necessarios para os organismos cultivados. Para isso, foram selecionados
dois consorcios bacterianos de cepas autoctones com propriedades probidticas: um grupo
composto por espécies do género Bacillus e outro por bactérias oxidadoras. O isolamento e
selecao de linhagens autdctones demonstraram contribui¢do significativa na melhoria do
desempenho zootécnico para o crescimento, sobrevivéncia e produtividade, além de
promoverem melhorias relevantes na qualidade da 4dgua. Dentre os probidticos avaliados, o
consorcio autoctone P6, composto por bactérias oxidadoras, destacou-se com o melhor
desempenho geral, seguido pelo probiodtico comercial P3, que continha cepas de Bacillus spp.,
Lactobacillus plantaram, Pediococcus acidilactici e Saccharomyces cerevisiae. Esses
resultados demonstram que a escolha criteriosa das cepas bacterianas ¢ fundamental para
maximizar os efeitos combinados de uma mistura probidtica, aproveitar a0 maximo 0s seus
beneficios. As bactérias isoladas para formagao dos dois cons6cios microbianos demonstraram
propriedades probidticas promissoras nos testes in vitro, como a capacidade de inibir bactérias
patogénicas e resisténcia a condigdes de estresse, no entanto nos experimentos realizados in
vivo apenas uma delas se sobressaiu aos probioticos comerciais com melhora na sobrevivéncia,
alteragdes no desempenho de crescimento e parametros de qualidade de dgua. Esses resultados
reforcam a necessidade de estudos detalhados sobre a selecdo e combinacdo de cepas
probidticas, a fim de desenvolver formulagdes mais eficazes e adaptadas as condigdes

especificas de cultivo.
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13. CONSIDERACOES FINAIS

A ineficacia de produtores vendidos como probioticos, em determinadas condigdes de
cultivo, leva os produtores a questionarem o conceito de probidtico, ao invés de pesquisarem
aspectos fundamentais das cepas utilizadas, como a origem das cepas utilizadas, o modo de
acdo especifico e a contagem de bactérias viaveis no produto. Alguns produtos comercializados
contém espécies de bactérias ndo apropriadas ou com densidades populacionais insuficientes
para ter efeito significativo na carcinicultura. Além disso, ¢ comum que esses produtos sejam
destinados a outras espécies ou condi¢cdes ambientais, ndo sendo eficientes na utilizagdo em
locais onde essas bactérias nao ocorrem naturalmente.

Por isso, ndo somente a administragdao, mas também a escolha e a manipulagdo correta
desses produtos sdo fatores essenciais para garantir o bom desempenho desses no cultivo. Para
se obter uma boa resposta na aplicagdo de probidticos aumentando sua efetividade em beneficio
ao animal, deve-se considerar previamente uma série de fatores, tais como concentracao € modo
de acdo das bactérias, forma de aplicacao, estratégia de fornecimento, e um entendimento claro
dos desafios ambientais e patdgenos especificos do cultivo. Além disso, o uso de probidticos
elaborados a partir de isolados autoctones € especialmente recomendada, ja que eles
demonstram maior eficiéncia em atender as demandas especificas do ambiente de cultivo.

Pela analise dos resultados encontrados nesse estudo observa-se uma relagao direta entre
0 uso dos probidticos comerciais de acordo com as recomendagdes dos fabricantes e melhores
resultados produtivos. Por outro lado, alteracdes nos protocolos de aplicagdo indicados e as
diferentes estratégias de emprego dos probidticos interferem negativamente sobre importantes
parametros de cultivo, influenciando principalmente os resultados de sobrevivéncia registrados.

Apesar de estarem em conformidade com os limites estabelecidos pela legislagao
brasileira, foi constatado que a maioria apresentava quantidades de células bacterianas abaixo
do declarado nos rétulos. Além disso, um dos produtos testados, apresentou auséncia de cepas
bacterianas descritas pelo fabricante, o que provavelmente causa uma redugdo do efeito e das
propriedades do produto em beneficio do cultivo e do animal. Apenas dois dos produtos testados
mostraram uma boa qualidade em relacdo ao nimero de células bacterianas declaradas,
demonstrando a necessidade de maior rigor na produgdo e comercializagao desses produtos.

Com base nos principios de atuacdo dos probiodticos comerciais avaliados foram
elaborados dois consorcios bacterianos autoctones, com cepas dos géneros Bacillus sp,
Lactobacillus sp e cocos. Essas cepas apresentaram viabilidade in vifro e concentracao

bacteriana final compativel aos produtos comerciais. No entanto, nos testes in vivo, apenas um
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dos consorcios superou os probidticos comerciais, demonstrando melhor desempenho em
sobrevivéncia, crescimento e parametros de qualidade da dgua.

Dentre os probidticos comercias analisados o que obteve a preferéncia da maioria dos
produtores durante a entrevista também mostrou os melhores resultados em resposta a
viabilidade do produto nos testes in vitro realizados. Demostrando crescimento equivalente em
todas as condi¢des ambientais testadas. No entanto, os resultados dos testes in vivo nao
acompanharam o mesmo padrdo de eficiéncia, reforcando a necessidade de selecionar cepas
probidticas com base em critérios rigorosos para maximizar os efeitos combinados e garantir
beneficios em diferentes condigdes de cultivo

Portanto, o conhecimento sobre esses produtos funcionais, seus mecanismos de acdo e
formas de aplicacdo sdo essenciais para a eficiéncia dessa tecnologia nas diferentes condi¢des
de cultivo enfrentadas. Assim, para se obter uma boa resposta na aplicacdo de probidticos,
aumentando sua eficacia em beneficio do animal, ¢ fundamental considerar previamente fatores
como concentragdo e modo de agdo das bactérias, estratégia de aplicagdo e desafios ambientais
e patogénicos especificos do cultivo. Desta forma, a selecdo criteriosa de probidticos,
especialmente aqueles formulados a partir de isolados autdctones, pode representar um avango

significativo na eficiéncia da carcinicultura.
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APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

QUESTIONARIO

1. Perfil do Produtor

Qual é o tamanho total da sua area de producao?

Qual é a area total dos viveiros utilizados no cultivo?

Quial sistema de cultivo vocé utiliza?

Hé& quanto tempo vocé atua com o cultivo de camardes?

Qual é a densidade de estocagem utilizada em cada ciclo de cultivo (nimero de
animais por metro quadrado)?

Qual foi a taxa de sobrevivéncia registrada no ultimo ciclo de cultivo?

7. Qual é a produtividade média alcancada por hectare?

agrwbdE

S

2. Uso de Probioticos

8. Vocé faz uso de probidticos?
o ()Sim
o () Né&o
= Se ndo, por que ndo utiliza probidticos?
9. Qual probidtico vocé utiliza?
10. Vocé considera importante utilizar probiéticos?
o ()Sim
o () Né&o
11. Qual é o alvo de aplicacao dos probiéticos?
o ()Agua
o () Solo
o () Racéo
12. O que levou vocé a escolher esse produto? VVocé realizou algum teste antes de utiliza-
l0?
13. H& quanto tempo vocé usa probidticos na sua propriedade?

3. Saude dos Animais e Doengas

14. Quais sé&o os tipos mais frequentes de doengas observadas nos camardes cultivados?
15. Com que frequéncia vocé observa sintomas clinicos dessas doengas nos seus animais?
16. Durante o tltimo ciclo de cultivo, vocé utilizou probioticos para:

o () Prevencao de doencas

o () Tratamento de doencas

o () Ambos
17. Alguma mudanca na sobrevivéncia ou produtividade foi percebida apds o uso de

probidticos?

4. Monitoramento da Qualidade da Agua
18. Vocé realiza monitoramento regular da qualidade da agua?

o ()Sim
o () Ndo



19. Quais parametros de qualidade da &gua vocé monitora regularmente (como pH,
oxigénio dissolvido, aménia, nitrito, entre outros)?

20. Alguma acéo especifica foi adotada para controlar a qualidade da 4gua apos o
surgimento de doencas?

5. Metodologias e Manejo

21. Voceé segue as indicacBes do fabricante para o uso do probiotico?

22. Como e feita a ativacao do probiotico antes da aplicacdo?

23. Em quais etapas do cultivo vocé utiliza os probioticos (bercério, engorda, outras)?
24. Com que frequéncia os probidticos sdo aplicados no cultivo?

6. Resultados e Desempenho

25. Depois que comegou a utilizar probioticos, vocé observou melhorias no cultivo?
Quais?

26. Quais beneficios vocé ja percebeu com o uso de probidticos (crescimento,
sobrevivéncia, qualidade de 4gua, outros)?
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27. Vocé ja enfrentou problemas ou dificuldades com o uso de probidticos? Se sim, quais?

7. Conhecimento Técnico e Preferéncias

28. Voce ja recebeu treinamento ou orientacdo técnica sobre o uso de probiéticos?
29. Vocé compreende o modo de acdo dos probioticos utilizados?

30. Vocé realiza analises ou testes para verificar a eficacia dos produtos usados?
31. Existe alguma marca ou tipo de probidtico que vocé prefere? Por qué?

32. Quais caracteristicas vocé considera importantes em um bom probi6tico?

33. Quais melhorias vocé gostaria de ver nos probidticos disponiveis ho mercado?

8. Considerac0es Finais

34. Existe alguma outra informacao ou opinido que vocé gostaria de compartilhar sobre o

uso de probiéticos no cultivo?
35. Vocé estaria disposto a realizar novos testes ou adotar novas praticas no manejo de
probiéticos?
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APENDICE B —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario (a) da pesquisa intitulada
“AVALIACAO DA EFICIENCIA DO USO E MANEJO DE PROBIOTICOS COMERCIAIS
SOBRE O DESEMPENHO DE PRODUCAO NA AQUICULTURA" conduzida pela discente
do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias marinhas tropicais do Instituto de Ciéncias do Mar
da Universidade Federal do Ceard, Danyela Carla Elias Soares, sob orientacdo da Profa Dra
Oscarina Viana de Sousa. Este estudo tem por objetivo avaliar se diferentes técnicas de manejo
e uso dos probidticos em fazendas comercias de aquicultura influenciam na eficiéncia do
resultado dos mesmos. Vocé foi selecionado por ser uma pessoa atuante nessa area, operando
como produtor ou técnico em fazendas de producdo comercial de camardes ou peixes. Sua
participacdo ndo € obrigatdria. A qualquer momento, vocé podera desistir de participar ou retirar
seu consentimento. Sua recusa, desisténcia ou retirada de consentimento ndo acarretara
prejuizo. Sua participagdo ndo ¢ remunerada nem implicara em gastos. Sua participacdo nesta
pesquisa consistira em dados importantes para verificar a eficacia do uso de probidticos e os
beneficios de sua utilizagdo. Os dados obtidos por meio desta pesquisa serdo confidenciais e
nao serdo divulgados em nivel individual, visando assegurar o sigilo de sua participagdo. O
pesquisador responsavel se compromete a tornar publicos nos meios académicos e cientificos
os resultados obtidos de forma consolidada sem qualquer identificacdo de individuos ou
instituicdes participantes. Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, assine ao final deste
documento, que possui duas vias, sendo uma delas sua, e a outra, do pesquisador responsavel.
Seguem os telefones e o enderego institucional do pesquisador responsavel e do Comité de Etica
em Pesquisa da UFC, onde vocé poderi tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacao

nele.

Dados do pesquisador responsavel -
Nome - Danyela Carla Elias Soares
Instituicdo - Laboratorio de microbiologia ambiental e do pescado - LAMAP
Endereco - Av. da Abolicdo, 3207 — Bairro - Meireles, 60165081 — Ramal 7027
Telefones para contato - email - dany.ces@hotmail.com

(84) 987011333/ (84) 996790121
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ATENCAO - Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida, sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone - 3366-8346/44. (Horario - 08 - 00-
12 - 00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceard responsavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.

,___anos, RG - , declara que é de

livre e espontanea vontade que estd como participante dessa pesquisa. Eu declaro que li
cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apos sua leitura, tive
a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteido, como também sobre a pesquisa, e
recebi explicacdes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar

recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, , ,
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ANEXO A - PARECER DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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