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RESUMO

O uso de probioticos comerciais em cultivos aquicolas como alternativa aos antibidticos, tem
demonstrado viabilidade e resultados positivos. Os probidticos podem ser definidos como
organismos Vvivos ndo patogénicos, utilizados com o objetivo de melhorar a saude do
hospedeiro, como bactérias e leveduras que séo capazes de colonizar o trato gastrointestinal
dos animais cultivados, bem como atuar no ambiente de cultivo contra o desenvolvimento de
patdgenos. Algumas estratégias empiricas sdo utilizadas nas fazendas de Carcinicultura como
tentativa de multiplicar as bactérias de probi6ticos comerciais de maneira artesanal, visando
a diminuicdo dos custos com a compra do produto comercial. A hipotese de que probioticos
comercias podem ser multiplicados foi testada nesta Dissertacdo. O presente estudo foi
realizado na Estacdo Marinha de Aquacultura, 10 - FURG e contou com trés experimentos,
realizando a execucdo de protocolos caseiros de multiplicagdo de um probidtico comercial
utilizados em fazendas no Brasil, Peru e Equador. Cada experimento teve a duracao de 24h.
Parametros de qualidade de agua foram monitorados e coletas de agua foram realizadas no
tempo 00h e 24h para quantificagdo de bactérias e protozoarios. Experimento I: 259 de
probidtico Pro-W, 25g de leite em p6, 50mL de melaco e 25g de carbonato de célcio;
Experimento I1: 25g de probidtico Pro-W, 509 de farelo de arroz, 33,33g de acUcar cristal e
12,59 de bicarbonato de sodio. Experimento I1l: 25g de probiotico Pro-W, 25g de Farelo
Bokashi, 50mL de melago e 12,5g de bicarbonato de sddio. Foram utilizadas unidades
experimentais com 25L de volume (til e os protocolos utilizados foram baseados na préatica
de fazendas do Brasil, Peru e Equador. Cada experimento contou com 6 tratamentos e 3
repeticdes cada. Os tratamentos foram realizados em agua doce (0,31 + 0,06 g/L ™) e em agua
marinha (25,06 + 0,44 g/L). T1: Controle em agua doce; T2: Controle em agua marinha;
T3: Controle negativo em agua doce; T4: Controle negativo em dgua marinha; T5: Protocolo
em agua doce; T6: Protocolo em agua marinha. Os trés experimentos apresentaram
crescimento de bactérias do morfotipo Bacillus, cocoides e filamentosas em todos 0s
tratamentos. Ndo se observou efeito dos tratamentos no crescimento final de bactérias e
protozoarios. Estes resultados indicam que os protocolos utilizados ndo contribuem para o
crescimento especifico de bactérias do tipo Bacillus, similar aos do probidtico comercial.

Palavras-chave: Aquicultura; Bacillus; Bactérias; Protocolos de multiplicacao.
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ABSTRACT

The use of commercial probiotics in aquaculture crops as an alternative to antibiotics,
has demonstrated viability and positive results. Probiotics can be defined as non-pathogenic
living organisms, used to improve the health of the host, as bacteria and yeasts that are able
to colonize the gastrointestinal tract of cultivated animals, as well as act in the culture
environment. against the development of pathogens. Some empirical strategies are used in
Shrimp Farms to multiply the bacteria of commercial probiotics in an artisanal way, aiming
to decrease the costs with the purchase of the commercial product. The present study was
carried out at the Marine Station of Aquaculture, 10 - FURG and included three experiments,
carrying out the execution of homemade protocols for the multiplication of a commercial
probiotic used in farms in Brazil, Peru and Ecuador. Each experiment lasted 24 hours. Water
quality parameters were monitored, and water collections were performed at 00h and 24h to
quantify bacteria and protozoa. Each experiment lasted 24 hours. Water quality parameters
were monitored, and water collections were performed at 00h and 24h to quantify bacteria
and protozoa. Experiment I: 25g of Pro-W probiotic, 259 of powdered milk, 50mL of
molasses and 25g of calcium carbonate; Experiment Il: 25g of Pro-W probiotic, 50g of rice
bran, 33.33g of crystal sugar and 12.5g of sodium bicarbonate. Experiment I1l: 25g of Pro-
W probiotic, 25g of Bokashi Bran, 50mL of molasses and 12.5g of sodium bicarbonate.
Experimental units with 25L of useful volume were used and the protocols used were inspired
by the practice of farms in Brazil, Peru, and Ecuador. Each experiment had 6 treatments and
3 repetitions each. The treatments were carried out both in fresh water (0.31 + 0.06 g/Lt) and
in marine water (25.06 + 0.44 g/L"1). T1: Control in fresh water; T2: Control in marine water;
T3: Negative control in fresh water; T4: Negative control in seawater; T5: Protocol in fresh
water; T6: Protocol in marine water. The three experiments showed growth of Bacillus,
cocoid and filamentous bacteria in all treatments. There was also no effect of treatments on
the final growth of bacteria and protozoa. These results indicate that the protocols used do
not contribute to the specific growth of Bacillus-type bacteria, like those of the commercial
probiotic.

Keywords: Aquaculture; Bacillus; Bacteria; Multiplication protocols.
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo dos sistemas de cultivo de camardes marinhos, sem o uso de
tecnologias, apesar de promover vantagens como a melhoria da produtividade resultou
também na maior ocorréncia de diferentes doengas. Para contornar esse problema, a busca
por tecnologias e manejos de controle e prevencdo aos patdégenos se tornou fundamental para
0 sucesso nas producBes. Comumente, produtores utilizam antibidticos nos sistemas de
cultivo para tratamento de doencas bacterianas (Gao et al., 2012), entretanto seu uso tem se
tornado obsoleto por diversos aspectos praticos, como 0s genes resistentes a antibioticos (Gao
et al., 2012), possibilitando a selecdo de patdgenos resistentes a esses produtos (Han et al,
2015), bem como a visdo negativa do consumidor final (Zhang et al., 2011; Zokaeifar et al.,
2012). Através da selecdo e mutacdo genética, bactérias patogénicas apresentam resisténcia
aos antibioticos, tornando-os ineficientes. Além disto, estas apresentam capacidade de
contaminacdo do solo, do efluente e do proprio meio ambiente. (Han et al., 2015; Jantarathin
et al., 2017). Como alternativa, algumas ferramentas ecologicamente vidveis surgem,
contribuindo com a producdo aquicola, reduzindo a producédo de residuos e contaminagdes,
tais como nos sistemas intensivos e superintensivos de produgdo com o uso de tecnologias e
a aplicacdo de microrganismos probioticos.

Os sistemas mais intensificados de producéo, que se valem do uso de aeracao, racao,
produtos para a sanidade animal e da agua, se contrapdem a sistemas abertos de cultivo,
visando aumentar a produtividade, melhorar o controle ambiental, restringir a disseminacéo
de doencas, pelo aumento da biosseguranca atraves da reducdo da troca de dgua, diminuicéo
dos efluentes e reducdo das areas de cultivo (Krummenauer et al., 2014b; Avnimelech., 2015;
Samocha et al., 2017). Quanto mais intensificada € a producdo, maior a necessidade de
controle de doencas, de acumulo de matéria organica no meio, bem como gestdo de
nutrientes. Dessa forma, o uso de produtos como os probidticos passaram a ser amplamente
empregados como alternativa aos antibioticos (Gareau et al., 2010) e com vaérias vantagens
em Seu uso, Como 0s seus mecanismos de acdo e os possiveis beneficios praticos nos sistemas
de cultivo (Zhou et al., 2009).

Por definicdo, probidticos sdo organismos vivos ndo patogénicos, utilizados com o

objetivo de melhorar a saude do hospedeiro (Moriarty, 1998). Sdo cepas especificas de
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bactérias e leveduras benéficas, que possuem mecanismos de atuacédo na colonizacgéo do trato
gastrointestinal dos animais cultivados, bem como agdo no ambiente de cultivo, atuando
contra o desenvolvimento de patégenos (Decamp et al., 2008; Gatesoupe, 1999). Além disso,
as bactérias probidticas tém a capacidade de competir e eliminar microrganismos
patogénicos, podendo se sobrepor aos grupos, ou elimina-los através da exclusdo
competitiva, evitando seu desenvolvimento no meio aquéatico ou no sedimento (Balcézar et
al., 2006; Lazado et al., 2011).

Os probi6ticos podem evitar a proliferacdo de bactérias patogénicas como as do
género Vibrio, bactérias gram-negativa que sdo responsaveis por doencas severas nos
camardes (Chatterjee e Haldar, 2012) bem como melhorar a qualidade de 4gua e controlar o
aparecimento de outras doencas (Ringg, 2020). Nesse sentido, diversos autores ja
encontraram resultados que corroboram a eficiéncia do uso de probioticos para a diminuigdo
de Vibrio sp. nos sistemas. Aguilera-Rivera et al. (2014) evidenciaram melhores
sobrevivéncias e menor nimero de lesdes graves por Vibrio sp. nos tecidos dos camardes em
tratamentos usando probidtico. Krummenauer et al. (2014a) observaram maior sobrevivéncia
e eficacia do probiotico na protecdo do camardo contra o Vibrio parahaemolyticus. Vieira et
al. (2016) identificaram menor quantidade de Vibrio spp. na microbiota intestinal de L.
vannamei alimentado com dieta suplementada com Lactobacillus plantarum além de
aumentar a sobrevivéncia dos animais. Vidal et al. (2018) evidenciaram que camardes
alimentados sem a inclusdo de probidtico e desafiados com a presenca de V.
parahaemolyticus e V. alginolyticus, obtiveram menor crescimento significativo que aqueles
alimentados com Bacillus cereus na ragdo. E importante ressaltar que o probi6tico também é
eficiente como efeito complementar aos bioflocos como, por exemplo, verificado para a
resisténcia de L. vannamei ao Vibrio parahaemolyticus (Balcazar et al., 2006; Hostins et al.,
2019).

Além do grupo Vibrio, outros grupos de bactérias podem ocasionar problemas aos
animais cultivados. Doencas em camarfes ocasionadas por bactérias filamentosas séo
mundialmente conhecidas (Lightner, 1993). Mourino et al. (2008) evidenciaram que
bactérias filamentosas Flexibacter maritimus possuem potencial patogénico aos camardes,

percebendo sinais clinicos em larvas de L. vannamei, como necrose nos tecidos e alteraces
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nas branquias, prejudicando a respiracao dos animais e ocasionando mortalidade macica aos
animais. Outros grupos de bactérias podem crescer em ambientes de cultivo, bem como os
protozoarios.

Porém, apesar de todo conhecimento cientifico sobre a aplicacdo dos probioticos
comerciais e seu uso atrelado a prevencao e/ou tratamento de enfermidades, bem evidenciado
nos cultivos de camardes (Moriarty, 1998; Zhou et al., 2009; Wang et al., 2018), existem
alguns produtores que buscam as benesses do uso dessa tecnologia com baixo investimento
econdmico, realizando praticas de multiplicacdo caseira de probidticos comerciais em
protocolos empiricos, aumentando o volume do produto e diminuindo custos, ao invés de
utiliza-los como indicado pelos fabricantes. Esses protocolos caseiros se valem dos mais
variados ingredientes e métodos, que podem implicar em grandes riscos aos cultivos
aquicolas. As possibilidades de contaminagdes sdo inUmeras, uma vez que os ingredientes
utilizados para a execuc¢do dos protocolos, tais como farelos vegetais e de origem animal,
podem conter microrganismos patogénicos ou favorecer seu crescimento (Roever, 1998). A
agua utilizada nas fazendas também ¢é potencial transmissora de diversas bactérias
patogénicas, protozoarios e virus (Toze, 1999) e alguns microrganismos sdo capazes de
resistir as diferentes técnicas de desinfeccBes (Russell, 2000).

Atualmente, existe uma lacuna a ser preenchida com informacdes cientificas que
comprovem quais microrganismos realmente se desenvolvem em cultivos utilizando esses
protocolos. Essa técnica, que é amplamente utilizada nas fazendas de Carcinicultura, tanto
no Brasil como em outros paises da América Latina, pode ser responsavel pela disseminacao
de patdgenos, o que acarreta riscos com a possibilidade de desenvolvimento de doencgas e por
consequéncia, perdas econdmicas. Tendo em vista a possibilidade que os protocolos
realizados nas fazendas ndo reproduzam apenas bactérias probidticas e, além disso, sirvam
como vetores de patdgenos, o presente estudo realizou a multiplicagdo de um probi6tico
comercial através de trés protocolos provenientes de diferentes paises (Brasil, Peru e
Equador), com a quantificacdo das comunidades microbianas que se desenvolveram nesses
processos, a dindmica entre as bactérias, especialmente as bactérias do grupo Bacillus e

protozoarios.
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Obijetivo Geral:

O objetivo desta Dissertacdo € contribuir com informagGes sobre a a¢do de protocolos
caseiros sobre a multiplicacdo de um probidtico comercial bem como o potencial de
desenvolvimento de bactérias probioticas e bactérias possivelmente patogénicas nestes meios
de cultura;

Objetivos Especificos:

a) Caracterizar a comunidade microbiana, resultante da execucdo de diferentes
protocolos caseiros de multiplicacdo de probi6tico comercial, especialmente as do
grupo Bacillus, utilizadas como probidtico comercial;

b) Avaliar a acdo de cada protocolo sobre a multiplicacdo das bactérias probioticas
presentes no produto comercial;

c) Quantificar os possiveis microrganismos patogénicos, como espécies de Vibrio,
provenientes da execucdo dos protocolos caseiros;

d) Quantificar e identificar o desenvolvimento de protozoarios desenvolvido em
cada experimento;

e) Observar os possiveis efeitos dos diferentes protocolos sobre o consumo de

oxigénio dissolvido;

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na Estacdo Marinha de Aquacultura da Universidade
Federal do Rio Grande (EMA - FURG), em julho de 2019 na cidade de Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brasil. Os experimentos foram realizados em sala experimental com
temperatura do ar controlada. Foram realizados trés experimentos, testando trés diferentes
protocolos de multiplicacdo de um probiotico comercial.

Os protocolos estdo descritos na Tabela 1. O probiodtico comercial utilizado foi o
Sanolife Prow® (INVE Aquaculture), composto por Bacillus subtilis (2,75 x 10° UFC/g) e
Bacillus licheniformis (2,25 x 10° UFC/g) na dosagem de 1g/L. Os experimentos foram
realizados em unidades experimentais de vidro com 25L de volume atil, com &gua doce e
com agua marinha clorada (40 ppm de cloro) e declorada ap6s 6 horas (1 ppm de vit. C), com

seis tratamentos (Tabela 2) e trés repeticdes cada, distribuidos aleatoriamente.
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390 Tabela 1 — Descricdo dos produtos utilizados em cada experimento de multiplicacdo
391  do probidtico comercial Sanolife ProWw® (INVE Aquaculture).
Experimento | Experimento 11 Experimento 111
Probiético 25 g Prow® 25 g Prow® 25 g Prow®
Fertilizantes 25g de leite em po (Elegé, 509 de farelo de arroz 25¢ de farelo bokashi (DRTL
36,46% de carboidrato) (49,7% de carboidrato) distribuidora)
50mL de melago (Melacos 33,33g agucar cristal 50mL de melago (Melacos
Brasileiros/SP, 37,2% de C)  (Unido, 99,5% de sacarose)  Brasileiros/SP, 37,2% de C)
25¢ carbonato de calcio 12,5¢ bicarbonato de s6dio  12,5¢g bicarbonato de sodio
392
393 Cada unidade foi equipada com aquecedores (Roxin, 300W) para manter a
394  temperatura entre 28-30°C e houve o fornecimento de ar soprado constante através de um
395  soprador central (IBRAM, 2HP) acoplado a pedras porosas. O monitoramento do oxigénio
396  dissolvido (OD) e da temperatura foi realizado com sonda multiparamétrica YSI 556 MPS
397  (YSI® Inc., Yellow Springs, EUA) no tempo 00h, 12h e 24h, previamente desinfectado. O
398 pH foi mensurado com pHmetro de bancada (Mettler Toledo, FEP20, Brasil) na hora 00h,
399  sendo de 7,41 + 0,04 para 4gua doce e 7,73 + 0,13 para agua marinha.
400 Tabela 2 - Descricdo dos tratamentos utilizados nos experimentos I, 11 e 11l.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Cpntrole em pontrole_em ne(;ggt\:gleem ne%g?it\:glgm Prptocolo em IIDrotocoIo_ em
agua doce agua marinha 4gua doce 4gua marinha agua doce agua marinha
Cominclusdo  Com inclusdo ~ Com incluséo Com incluséo Probidtico + Probidtico +
do probi6tico  do probidtico  dos Fertilizantes  dos Fertilizantes Fertilizantes Fertilizantes
401
402 A duragdo de cada experimento foi de 24 horas. Foram realizadas coletas de 20mL de
403  agua no tempo 00h (apos inclusdo dos produtos na dgua) e 24h fixados com formalina 4% e
404  posterior contagem de bactérias por microscopia de epifluorescéncia (HOBBIE et al. 1977)
405  bem como quantificacdo de protozoarios em microscopia 6tica (UTERMOHL, 1958), como
406  descrito abaixo. A salinidade utilizada em cada experimento esta descrita na Tabela 3.
407
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Tabela 3 - Valores médios da salinidade da agua (mg/L™) nos respectivos

experimentos.

Experimento | Experimento 11 Experimento 111
Agua Doce 0,30 0,40 0,25
Agua Marinha 24.8 25,7 24,7

2.1. Microrganismos

Amostras de 20mL foram coletadas no tempo 00h (ap6s inclusdo dos produtos na
agua) e 24h, com pipeta previamente desinfectada, processadas no Laboratério de Ecologia
do Fitoplancton e de Microrganismos Marinhos e no Laboratério de Ecologia de
Microrganismos Aplicada a Aquicultura — IO/FURG. Previamente ao preparo das laminas,
cada amostra foi submetida a sonicacdo (Qsonica Sonicators) com amplitude de onda de
60Hz por 40 segundos, para desagregar 0S microrganismos e matéria organica. Para
determinacdo da abundéncia de bactérias, as amostras coletadas foram filtradas através de
filtros de membrana de policarbonato (nucleopore, 0,2um de poro e 2,5mm de diametro)
previamente escurecidas com lIrgalan Black e posteriormente coradas com Laranja de
Acridina 1% na concentracdo de 1ug/mL (HOBBIE et al., 1977). As bactérias foram
fotografadas com uso de cAmera fotografica acoplada a microscépio de epifluorescéncia, com
magnificacdo de 1000X, e a contagem foi realizada através da selecdo de 30 campos
aleatorios por fotografia. As bactérias foram classificadas a partir do seu morfotipo, como
Bacillus (bastonetes), cocoides, filamentosas e vibrios. Para a determinacdo da abundéncia
de protozoarios, amostras de 2mL foram depositadas em cdmara de sedimentacdo e a
contagem foi realizada através de 30 campos selecionados aleatoriamente, em microscopio
invertido, com magnificacdo final de 200x. A contagem de microrganismos seguiu
metodologia descrita por UTERMOHL, (1958). A quantificacéo de protozoarios ocorreu com
a classificacdo em quatro grupos, sendo eles ciliados, flagelados, diatomaceas e cloroficeas.
2.2. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade da distribui¢do dos dados (teste
de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (teste de Levene). Quando 0s

pressupostos ndo foram atendidos, foram realizadas transformacdes estatisticas. Quando
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diferencas estatisticas foram detectadas (p<0.05), os dados foram submetidos a analise de
variancia de uma via (ANOVA) (0=0.05) e teste de Post-hoc Tukey com nivel de seguranca
em 95% (Zar, 2010).

3. RESULTADOS

Ao longo dos experimentos, verificamos o crescimento de bactérias do morfotipo
Bacillus, cocoides e filamentosas. Nenhuma bactéria do grupo Vibrio foi observada no
comeco, ou no fim dos experimentos realizados. Os protozoarios identificados foram
ciliados, flagelados, diatoméceas e cloroficeas.

3.1 Experimento I:

Houve diferencas significativas (p<0.05) entre os tratamentos no tempo 00h e 24h
para os valores de oxigénio dissolvido. Os tratamentos T1 e T2 mantiveram OD acima de
0,5mg/L as 24h, com valores estatisticamente diferentes dos demais tratamentos os quais
obtiveram niveis proximos a zero ao final do experimento. A temperatura média inicial foi
aferida em 27,6 + 0,58 °C e a final em 30,1 £ 0,87 °C.

Tabela 4 — Valores médios de oxigénio dissolvido em mg/L ao longo das 24h no
Experimento I. Letras diferentes sobrescritas representam as diferencas estatisticas (p<0.05)

entre tratamentos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
00h 8.88+0,4* 6.93+0,3" 8.44+0,2%  6.71+0,1°  8.24+0,1*°  7.04+0,2°

12h  2.92+2,3% 0.67+0,72 0.124+0,05% 0.08+0,01% 1.04+1,1®*  0.08+0,012
24h  4.91+14% 4.69+0,8° 0.11+0,02° 0.10+0,04° 0.08+0,01° 0.06+0,02°

Bactérias do grupo Bacillus (Tabela 5) apresentaram crescimento em todos o0s
tratamentos do tempo inicial para o tempo final, diferindo estatisticamente. Quando
comparados os valores entre tratamentos para o tempo 24h, ndo foram identificadas
diferencas estatisticas entre a abundancia de bactérias, devido as taxas de crescimento
semelhantes das bactérias nos diferentes tratamentos. O crescimento das bactérias pode ser
visualizado na Figura 1, bem como os desvios. Nos tratamentos T3 e T4, onde ndo houve a
adicdo de probiotico comercial, o crescimento alcangou 0 mesmo crescimento dos demais
tratamentos.
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Tabela 5 — Valores referentes a abundancia de Bacillus por mL, e as diferencas

estatisticas (p<0.05) detectadas. Letras mailsculas representam as diferencas estatisticas de

cada tratamento entre o tempo inicial e final. Letras mindsculas representam as diferencas

estatisticas entre os tratamentos — Experimento 1.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
00h  4,37x10°%@ 3,81x10°*¢ 6,59x10°4% 4,77x10%%  855x10°4  7,47x10°*
24h 2,33x107%¢  7,0x10™®  4,15x107®* 6,59x107%* 557x107% 5 71x107®

2.00E+06

1.50E+06

1.00E+06

5.00E+05

0.00E+00

Bacillus Exp. I.

1.20E+08

8.00E+07

I 4.00E407
i :
. 0.00E+00

Inicial

Final

mT1
T2
T3
T4
=TS

mT6

Figura 1 — Quantificacdo do grupo de bactéria Bacillus por mL (médias + desvio

padrédo) no tempo inicial e final do Experimento I. Note diferencas nas escalas entre 0 comeco

e o fim do experimento.

Também houve o crescimento de bactérias cocoides (Figura 2), as quais apresentaram

diferencas estatisticas (p<0.05) entre o tempo inicial e final, exceto para o T3, que nédo

apresentou diferencas significativas (inicial 1,0x10° e final 9,11x10°). Os tratamentos T1
(inicial 4,37x10* e final 3,68x10°%) e o T2 (inicial 2,75x10* e final 5,57x10°), iniciaram o

1.20E+06

8.00E+05

4.00E+05

0.00E+00

Cocoides Exp. |.

1.30E+07

1 8.00E+06

- 3.00E+06
-

Inicial -2.00E+06

Final

Tl
mT2
T3
T4
BT5
mT6
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cultivo com os valores mais baixos de cocoides, porém ao final do experimento seu
crescimento foi igual estatisticamente aos outros tratamentos.

Figura 2 — Quantificagdo do grupo de bactérias cocoides por mL (médias + desvio
padrdo) no tempo inicial e final do Experimento I. Note diferencas nas escalas entre 0 comeco
e o fim do experimento.

Os tratamentos que obtiveram o maior crescimento final foram o tratamento T4
(7,65x10°), T5 (8,84x10%) e T6 (7,77x10°).

Ainda, podemos observar na Figura 3, o crescimento de bactérias do grupo de
filamentosas. Houve o aumento na quantidade de filamentosas em todos os tratamentos,
diferindo estatisticamente quando comparados ao tempo inicial, exceto no T6 (inicial
5,40x10% e final 1,59x10°). O crescimento foi semelhante entre os tratamentos controle T1
(inicial 4,1x10 e final 1,91x10°) e T2 (inicial 5,47x10? e final 4,51x10%). Para a quantificago
das 24h, houve o maior crescimento de bactérias filamentosas no tratamento T3 (6,16x10°)
seguido do tratamento T5 (8,01x10°), ambos em agua doce. Para 4gua marinha, o crescimento
visualizado no T4 foi de 1,35x10° e no T6, 1,59x10°.

Filamentosas Exp. I.

- 1.20E+07
1.20E+05 mT1
L o0Es05 1.00E+07 -
8.00E+04 8.00E+06

6.00E+04 6.00E+06 T3
4.00E+04 4.00E+06 T4
2.00E+04 2.00E+06 15
0.00E+00 - = e = 0.00E+00 R - - 6

Inicial Final

Figura 3 — Quantificacdo do grupo de bactérias filamentosas por mL (médias + desvio
padrédo) no tempo inicial e final do Experimento I. Note diferencas nas escalas entre 0 comeco
e o fim do experimento.

A quantificacdo dos protozoarios presentes pode ser observada na Figura 4. O
aparecimento de ciliados no tempo inicial ocorreu apenas no T1 (2,97x102). Os flagelados
cresceram de maneira semelhante em todos os tratamentos, obtendo maior crescimento no
T1 (5,7x10%. Houve o crescimento de ciliados no tempo final nos tratamentos T1 (3,3x10%),
T2 (1,32x10%), T5 (1,87x10%) e T6 (7,77x102).
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« i m CILIADO
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Figura 4 — Quantificagdo de individuos por mL (médias + desvio padrdo) no tempo

inicial e final do Experimento I.

3.2. Experimento 11

O comportamento do OD ndo apresentou diferengas significativas (p<0.05) entre

todos os tratamentos no periodo inicial. Ao final do periodo experimental, T6 foi

significativamente diferente dos demais tratamentos, obtendo o menor valor de OD do

experimento, enquanto o T1 e T2 mantiveram os niveis mais altos deste parametro as 24h. A

temperatura média inicial foi de 30,5 £ 0,8 °C e a final foi de 30,4 £ 0,8.

Tabela 6 - Valores médios de oxigénio dissolvido em mg/L ao longo das 24h no

Experimento Il. Letras diferentes sobrescritas representam as diferencas estatisticas (p<0.05)

entre tratamentos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
00h 8,9+0,8% 6,33+0,6% 8,07+0,1% 6,99+0,5*  8,55+0,5? 6,46+0,1%
12h  2,02+1,6*  3,93+0,7% 1,05+0,6% 1,74+1,2*  0,1+0,022 0,37+0,4°
24h 518+0,1*  4,54+0,4° 2,89+0,7% 1,34+0,9°  0,1+0,01% 0,06+0,01°
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No Experimento Il, para o crescimento do morfotipo Bacillus, podemos perceber
diferencas significativas (p<0.05) para todos os tratamentos entre tempo inicial e o tempo
final (Tabela 7), onde todos os tratamentos apresentaram crescimento significativo de
bactérias. O T5 e T6 tiveram maiores valores para contagem inicial e final. Na Figura 5
podemos observar o crescimento e 0s desvios de cada tratamento. Para o tempo inicial, 0 T3
foi o Unico a apresentar diferencas quando comparado aos demais. Ndo houve diferenca
significativa entre tratamentos para o tempo final, ou seja, apesar de todos os tratamentos
apresentarem crescimento significativo quando comparados ao tempo inicial, ao tempo final,
todos tiveram valores semelhantes.

Tabela 7 - Valores referentes a abundancia de Bacillus por mL, e as diferencas
estatisticas (p<0.05) detectadas. Letras mailsculas representam as diferencas estatisticas de
cada tratamento entre o tempo inicial e final. Letras mindsculas representam as diferencas

estatisticas entre os tratamentos — Experimento 1.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

00h 3.8x10%A% 1 25x10%AP 1,18x10%4  6,91x10%A¢  4,18x10°A% 6, 32x105A®
24h  4,33x10782 3,93x107B2 338x107B2 3,79x107B2 595x107®@ 5 12x107B2

Bacillus Exp II.
1.50E+06 9.50E+07
‘|' HT1
7.50E+07
1.00E+06 2
5.50E+07 3
5.00E+05 3.50E+07 1 I T4
1.50E+07 mTS
0.00E+00 1 =
: o -5.00E+06 mT6
Inicial Final

Figura 5 — Quantificacdo do grupo de bactérias Bacillus por mL (médias + desvio
padréo) no tempo inicial e final do Experimento II. Note diferengcas nas escalas entre o
comego e o fim do experimento.

Houve o desenvolvimento de bactérias com o morfotipo de cocoides, com a

observacdo de diferencas estatisticas para o crescimento final quando comparado ao inicial
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(Fig. 6). Ao tempo final, a maior contagem final foi observada no T3, com 1,76x10. A menor

contagem de cocoides foi observada nos tratamentos T1 (9,79x10°) e T2 (5,42x10°).

Cocoides Exp. Il

8.00E+05 3.00E+07

mT1
6.00E+05 I
2.00E+07 ur2
4.00E+05 T3
1.00E+07 T4
2.00E+05
I - mTS
0.00E+00 0.00E+00 -
Inicial Final

Figura 6 — Quantificagdo do grupo de bactérias cocoides por mL (médias + desvio
padrdo) no tempo inicial e final do Experimento Il. Note diferencas nas escalas entre o
comeco e o fim do experimento.

As bactérias filamentosas também cresceram durante o Experimento Il (Fig. 7),
demonstrando menor crescimento total para o T1 (inicial 9,57x10? e final 6,10x10°) e T2
(inicial 1,93x10* e final 5,36x10°). O maior crescimento de filamentosas foi observado nos
tratamentos T5 (3.72x10°) e T6 (2.62x10°) no tempo final, ambos tratamentos com inclus&o
do protocolo.

Filamentosas Exp. Il.

5.00E+04

6.00E+06 mTl
4.00E+04 5.00E+06 -
3.00E+04 4.00E+06 o
2.00E+04 3.00E+06

2.00E+06 T4
1.00E+04 I 1.00E+06 mTs

L s

0.00E+00 —_— 0.00E+00 ]

mT6

Inicial Final

Figura 7 — Quantificagdo do grupo de bactérias filamentosas por mL (médias + desvio
padrdo) no tempo inicial e final do Experimento Il. Note diferencas nas escalas entre o
comego e o fim do experimento.

Os grupos de protozoarios que foram observados e quantificados podem ser divididos

em flagelados, ciliados, cloroficeas e diatoméaceas (Fig. 8). O crescimento de flagelados foi
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muito semelhante em todos os tratamentos do tempo inicial e no tempo final, obtendo

pequeno decréscimo final quando comparado ao inicial. O T4 foi o Unico tratamento a

apresentar a presenca de ciliados (6,61x10%) para o tempo inicial, porém houve o crescimento

de ciliados em todos os tratamentos no tempo final, com excecdo do T1.
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Figura 8 — Quantidade de individuos por mL (médias + desvio padrdo) no tempo
inicial e final do Experimento Il. Note diferencas nas escalas entre o comego e o fim do
experimento.

O T3 é o Unico tratamento a ndo apresentar crescimento de diatoméaceas para o tempo
final, havendo maior crescimento deste grupo no T1 (1,64x10%) e T2 (7,77x10?). As
cloroficeas cresceram no T2 (9,91x10%), T3 (4,96x10%), T4 (1,65x10%) e T6 (9,91x10%). Os
tratamentos que apresentaram a maior quantidade total de protozoarios foram T2 (7.66x10%),
T4 (6.54x10%) e T5 (6.44x10°).

3.3. Experimento 111

Os valores de OD diferiram significativamente no tempo 00h e no tempo 24h (Tabela
8). O menor valor de oxigénio do tempo final foi observado no T5. Todos os tratamentos
obtiveram diminuicdo da disponibilidade de oxigénio na agua, quando comparados ao
periodo inicial. A temperatura média inicial foi de 30,3 £ 1,2 °C e a temperatura média final
foi de 31,8 £ 1,8 °C.

Tabela 8 - Valores médios de oxigénio dissolvido em mg/L ao longo das 24h no
Experimento 1ll. Letras diferentes sobrescritas representam as diferencas estatisticas

(p<0.05) entre tratamentos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

00h 8,6+0,32 5,2+0,1° 8,1+0,22 5,7+0,4° 7,9+0,42 5,48+0,3°
12h 0,48+0,3%  1,1+0,82 2,3+1,3? 1,1+0,82 0,04+0,03%  0,06+0,012
24h 2,.8+1,72 1,0+1,2% 0,240,058  0,49+0,32  0,1+0,02°  0,22+0,1%

Podemos observar diferencas significativas (p<0.05) na quantificacdo do morfotipo
Bacillus entre o tempo inicial e o tempo final. (Tabela 9). Todos os tratamentos obtiveram
crescimento significativo deste tipo de bactéria ao longo das 24h de experimento. O T3 e 0
T4 possuem a menor contagem para essa bactéria no tempo inicial, ambos tratamentos
negativos, porem a contagem no tempo final foi estatisticamente igual para todos os
tratamentos.

Tabela 9 — Valores referentes a abundancia de Bacillus por mL, e as diferencas

estatisticas (p<0.05) detectadas. Letras maitsculas representam as diferencas estatisticas de
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cada tratamento entre o tempo inicial e final. Letras minusculas representam as diferencas

estatisticas entre os tratamentos — Experimento I11.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

00h 7,34x10%4%  7,84x10%42 1 32x10°AP 1,74x10°A° 5,95x10%A% 1 38x10°%A2
24h  4,66x107B2 7,32x107B2 108x10%82 4,14x107B2  6,89x10"®2 7,86x107B2

Na Figura 9, podemos observar os desvios e quantificacdo das bactérias por
tratamento. Os tratamentos T1 e T2 obtiveram o crescimento inicial de Bacillus muito
semelhante, apesar das salinidades distintas (0,25 e 24,7). O T3 apresentou 0 maior
crescimento de Bacillus para o tempo final, apesar de ndo ser diferente estatisticamente que
0s outros tratamentos. Os tratamentos T5 e T6 obtiveram crescimento significativo quando

comparados ao tempo inicial.

Bacillus Exp. I
2.0E+06
1.5E+08 —
1.5E+06 ET2
1.0E+08
1.0E+06 3
5.0E+07 T4
5.0E+05
CRES
I I
0.0E+00 0.0E+00 ET6
Inicial Final

Figura 9 — Quantificacdo do grupo de bactérias Bacillus por mL (médias + desvio
padréo) no tempo inicial e final do Experimento Ill. Note diferencas nas escalas entre o

comeco e o fim do experimento.
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O desenvolvimento das cocoides pode ser observado na Figura 10. Houve diferencas
significativas (p<0.05) do tempo inicial para o tempo final no crescimento das bactérias, onde
é possivel detectar a menor contagem inicial de cocoides nos tratamentos T3 (1,56x10°) e T4
(8,53x10%.

Cocoides Exp. Il

1.20E+06
3.00E+07
mT1
8.00E+05 5 00E407 nT2
nT3
4.00E+05 1.00E+07 I T4
-
I

0.00E+00 0.00E+00 mT6

. Final
Inicial

Figura 10 — Quantificacdo do grupo de bactérias cocoides por mL (médias * desvio
padréo) no tempo inicial e final do Experimento Ill. Note diferencas nas escalas entre o
comeco e o fim do experimento.

Para a quantificacdo das bactérias filamentosas na Figura 11, observamos diferencas
estatisticas (p<0.05) no tempo inicial e no tempo final para cada tratamentos. O
desenvolvimento desta bactéria foi muito semelhante, embora a maior presenca tenha

ocorrido no tempo final, no tratamento T2 (4,02x10°).

Filamentosas Exp. Ill

6.00E+04

6.00E+06 mTl
mT2

4.00E+04 4 00E+06
CRE
2.00E+04 2.00E+06 T4
- I mTS
0.00E+00 0.00E+00 . . Te

Inicial Final

Figura 11 — Quantificacdo do grupo de bactérias filamentosas por mL (médias +
desvio padréo) inicial e final do Experimento I11. Note diferencas nas escalas entre o comego
e o fim do experimento.
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O crescimento de protozoarios foi abundante ao longo das 24h de experimento, como
podemos observar na Figura 12. Houve o crescimento de flagelados apenas no T4, T5 e T6
para o tempo inicial, porém ao final do experimento, todos os tratamentos apresentaram a
presenca deste protozoario. Os ciliados nao cresceram no T5 no inicio do experimento, porém
de forma geral, € o grupo mais abundante de protozoarios no experimento, para o tempo 00h
e podemos observar o maior crescimento de ciliados em todos os tratamentos, independente
da salinidade, para o tempo 24h.

As cloroficeas estdo presentes apenas no T6 (7,48x10°) para o tempo inicial e
apresentam crescimento no tempo final para os tratamentos T3 (1,97x107), T5 (1,16x10°) e
T6 (9,58x10°%). Para o tempo inicial, ha o crescimento de diatomaceas apenas no T5
(1,09x10°). Para o tempo final, ha o crescimento de diatomaceas apenas nos tratamentos T3
(4,08x107) e T5 (3,74x10°), ambos de 4gua doce.
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1.00E+00 1.00E+00
T T2 T3 T4 15 T6 T1 T2 T3 T4 T5 T6
Ciliados por mL Exp. I1I.
1.00E+08 1.00E+08
1.00E+06 1.00E+06
1.00E+04 1.00E+04
m CILIADO
1.00E+02 1.00E+02
1.00E+00 1.00E+00
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T1 T2 T3 T4 T5 T6
Cloroficia por mL Exp. IIL.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6 T1 T2 T3 T4 T5 16
616 Figura 12 — Quantidade de individuos por mL (médias + desvio padrdo) no tempo

617 inicial e final do Experimento IlI.
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4. DISCUSSAO
4.1. Experimento |

As diferengas significativas (p<0.05) no OD inicial podem estar relacionadas as
fontes de agua, onde a agua doce (T1, T3 e T5) contém maior concentracdo de OD em relacéo
a agua marinha por conta da quantidade de sais dissolvidos (salinidade). Para o OD final, os
valores do T1 e T2 sdo estatisticamente superiores aos demais tratamentos. Podemos associar
0 maior consumo de OD nos tratamentos T3, T4, T5 e T6, com a inclusdo do leite em po e
do melago. Estes produtos nada mais sé&o do que fontes de carbono orgénico, as quais 0s
microrganismos utilizam para se alimentar, crescer e se multiplicar. Desta forma, o
desenvolvimento rapido das bactérias utilizando as fontes de carbono disponiveis, pode ter
afetado a disponibilidade de OD.

Foram observadas diferencas significativas (p<0.05) para o crescimento de Bacillus
entre o inicio e o final do periodo experimental, quando comparado ao tempo inicial. Dentro
das condicbes testadas, todos os tratamentos apresentaram a mesma tendéncia de
crescimento, independente da salinidade da &gua. Os tratamentos negativos (T3 e T4), 0s
quais ndo utilizam o probi6tico comercial, foram igualmente eficientes no desenvolvimento
de bactérias Bacillus quanto os tratamentos que contemplam a aplicacéo apenas do probidtico
(T1 e T2) e dos tratamentos que contam com a aplicacdo completa do protocolo (T5 e T6).
As 24h, o crescimento de Bacillus foi estatisticamente igual entre os tratamentos, fato que
pode ser relacionado ao ambiente totalmente isolado e controlado, onde o experimento foi
realizado. O tempo de duracdo do experimento também pode ter afetado o aparecimento de
possiveis diferencas estatisticas.

O crescimento do grupo de bactérias cocoides obteve diferengas significativas
(p<0.05) durante o experimento. Podemos perceber valores menores no T1 e T2 no tempo
inicial. Esse comportamento pode estar relacionado a falta de nutrientes disponiveis, uma vez
que nos referidos tratamentos s6 houve a inclusdo do probidtico comercial. Porém, ao final
do periodo experimental, o crescimento de cocoides se igualou em todos os tratamentos, sem
apresentar diferencas significativas.

As bactérias filamentosas cresceram em menor nimero quando comparadas aos

Bacillus e cocoides, porém em alguns casos, elas podem possuir potencial patogénico para
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as espécies cultivadas. Podemos observar diferencas estatisticas (p<0.05) entre o tempo
inicial e final para cada tratamento, evidenciando o menor crescimento deste grupo nos
tratamentos T1 e T2, que pode estar relacionado com a supressdo feita pelas bactérias
advindas do probidtico comercial sobre os demais microrganismos. Dessa forma, também é
interessante observar que seu crescimento foi maior nos tratamentos de agua doce. Todos 0s
tratamentos apresentaram crescimento significativamente superior no tempo final quando
comparado ao tempo inicial. Apesar deste comportamento, ao final do experimento, entre
tratamentos, ndo foram observadas diferencas estatisticas (p<0.05), ou seja, o crescimento de
filamentosas foi igual em todos os tratamentos, independente dos produtos utilizados.

A quantificacdo dos protozoarios identificou apenas flagelados e ciliados. O
crescimento de flagelados inicial ocorreu em todos os tratamentos, sendo o crescimento de
ciliados apenas no T1. No tempo final, houve o crescimento de ciliados no T1, T2, T5 e T6.
Onde ha a auséncia do probiotico (T3 e T4), ndo cresceram ciliados ao longo das 24h do
experimento. A sucessdo microbiana pode ser explicada pelos conceitos de alga microbiana,
onde ocorre um ciclo de producdo, crescimento e consumo entre 0s microrganismos. A
matéria organica dissolvida é consumida pelas bactérias, que sdo consumidas pelo
nanozooplancton (flagelados), que por sua vez, sdo consumidos pelo microzooplancton
(ciliados) e assim sucessivamente. Dessa forma, podemos explicar o surgimento dos ciliados
no tempo final do experimento. Os ciliados sdo fundamentais na base da teia trofica do
ecossistema aquético, atuando como pastadores de flagelados e microalgas e servindo como
alimento para metazoarios (Nagano & Decamp, 2004).

4.2. Experimento |1

Para o tempo 00h e 24h, ndo houve diferencas estatisticas para a presenca de OD.
Porém, houve diferencas significativas (p<0.05) no tempo final para 0 consumo no T6, que
diferiu dos demais tratamentos, registrando a menor concentragdo média (0,060,01°).
Apesar de ndo identificarmos diferencas estatisticas entre 0os demais tratamentos, o T5
(0,1+0,01%) apresentou a concentracdo final de OD mais baixa. Os niveis de oxigénio
dissolvido exercem papel importante durante os processos bacterianos (Van Wyk & Scarpa,
1999) e o fato dos tratamentos T5 e T6 apresentarem 0s menores niveis pode estar relacionado

com a maior quantidade de matéria organica desenvolvida no meio, pois ambos contaram
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com a adicdo do protocolo completo. A temperatura registrada esteve em torno de 30 °C,
semelhante as condic¢des de temperatura encontradas em fazendas de cultivo.

O crescimento do grupo de Bacillus diferiu estatisticamente do tempo inicial para o
tempo final, demonstrando que houve crescimento em todos os tratamentos. Nos tratamentos
T2 e T4, ambos de agua marinha, a contagem foi menor que nos demais tratamentos para o
tempo inicial. Porém essas diferencas ndo foram percebidas no tempo final, onde o
crescimento médio foi estatisticamente igual para todos os tratamentos. Apesar da auséncia
do probidtico no tratamento negativo, ha o crescimento de bactérias Bacillus. O protocolo
contempla o uso de farelo de arroz, o qual pode estimular o aparecimento de diversos grupos
de microrganismos que comp®e a produtividade primaria no meio aquatico (Deepak, et. al.,
2020), por conta da quantidade de carbono organico que € liberada no meio.

Bactérias do morfotipo cocoides também cresceram nesse experimento, obtendo
crescimento semelhante tanto no tempo inicial quanto no tempo final entre todos os
tratamentos. Dessa forma, nos tratamentos controle T1 e T2, onde a dosagem de probidtico
comercial foi alta, seu crescimento pode ter sido prejudicado pela rapida dominagdo do meio
pelos Bacillus advindos do produto comercial. As bactérias probiéticas do género Bacillus
spp. produzem bacteriocinas, capazes de suprimir e matar uma variedade de microrganismos
(Madigan, et al., 2010). Da mesma maneira, bactérias vibrionaceas ndo foram identificadas
ao longo do experimento.

Com temperatura média de 30 °C e fonte de carbono disponivel, as filamentosas
também ocuparam e colonizaram o meio. No tempo final, ndo houve diferenca significativa
embora 0 T5 e T6 demonstraram maior crescimento e o OD chegou em niveis proximos a
zero. Podemaos perceber a rapidez com que a dgua pode ser colonizada, o que esta diretamente
relacionado aos produtos do protocolo, como o acgucar, que € rapidamente degradado,
disponibilizando carbono aos microrganismos.

Os protozoarios cresceram de forma abundantes no Experimento I, demonstrando
diferencas significativas (p<0.05) entre o tempo inicial e o tempo final. Em 24h, a 4gua rica
em nutrientes pode ser rapidamente colonizada por uma boa diversidade de microrganismos,
mesmo com os cuidados de desinfec¢do prévia com cloro e com a auséncia de animais vivos,

que em cultivos tradicionais podem ser fontes de bactérias advindas do seu intestino. No
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tempo final os tratamentos de agua marinha, principalmente o T2, apresentaram a maior
diversidade de protozoarios. A presenca do farelo de arroz, amplamente utilizado como
fertilizante em cultivos de camardo marinho na Asia (Deepak, et. al., 2020) demonstraram a
capacidade de iniciar o enriquecimento da dgua com diferentes protozoarios, o que torna o
ambiente de cultivo mais interessante nutricionalmente para o cultivo de camardes, por
exemplo. Conforme estudo realizado por Ballester et al., (2010) a fertilizacdo de um Sistema
Bioflocos com o uso de farelo de trigo e melago em proporgdo C:N de 20:1 foi capaz de
estimular o desenvolvimento de bactérias heterotroficas, filamentosas, flagelados,
dinoflagelados, ciliados e rotiferos, além de um pequeno ndimero de diatoméaceas penadas.
Esse estudo corrobora para demonstrar a capacidade das fontes de carbono em estimular o
desenvolvimento abundante de produtividade natural, que em segundo momento, integram a
alimentacéo suplementar dos organismos cultivados.

Houve a quantificacdo de cloroficeas e diatomaceas penadas durante as 24 horas de
experimento. Cloroficeas também foram identificadas em estudo conduzido por Wasielesky
et al., (2020) no cultivo de L. vannamei em Sistema BFT, logo no tempo inicial,
demonstrando o seu desenvolvimento natural em ambientes de cultivo com a presenca de
carbono organico.

4.3. Experimento 111

As diferengas significativas (p<0.05) de OD para o tempo 00h podem estar
relacionadas ao tipo da agua, tendo maior presenca de oxigénio nos tratamentos com agua
doce (T1, T3 e T5) e menores taxas iniciais nos tratamentos com agua marinha (T2, T4 e T6).
O consumo do oxigénio foi significativamente maior no tratamento T5 (0,1+0,02) no tempo
final seguido do T6 (0,22+0,1). Ambos os tratamentos também sdo 0s que possuem a maior
contagem total de bactérias T5 (7,89X10") e T6 (6,65x107), o que pode explicar esse maior
consumo geral de OD pela maior presenga de microrganismos.

E possivel perceber a menor contagem inicial de Bacillus nos tratamentos T3 e T4, 0
que pode ser explicado pelo fato de que nesses tratamentos ndo ha a inclusdo de probidtico
comercial. Através da quantificacdo de Bacillus, podemos observar que a utilizacdo do
probidtico nos tratamentos T1 e T2 se equiparou com 0s tratamentos onde o produto néo foi

incluido, que é o caso dos tratamentos negativos T3 e T4. Ou seja, percebemos que 0
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protocolo ndo incrementa o desenvolvimento de Bacillus nos tratamentos com o produto
comercial.

O Farelo Bokashi ¢ um composto misto, que pode ser feito atraves de uma mistura de
farelos de origem vegetal (farelo de arroz, trigo etc.), farelos de origem animal (farinha de
0ss0s, carne), fonte energética (acucar, bagaco de cana etc.) e presenca de oleaginosas
(Carvalho & Rodrigues, 2007). Comumente utilizado como fertilizante para a fruticultura,
passou a ser empregado como efetivo fertilizante na aquicultura, embora ainda néo conte com
uma férmula comercial padronizada. O presente experimento demonstra a capacidade da
fertilizacdo organica com o Farelo Bokashi em favorecer o aparecimento de bactérias
Bacillus, embora sua contagem final seja estatisticamente igual entre os tratamentos.

As bactérias de morfotipo cocoides e filamentosas demonstraram diferencas
estatisticas (p<0.05) ao final das 24h obtendo crescimento semelhante entre todos os
tratamentos. O oxigénio chegou a taxas proximas a zero durante a execu¢do do experimento,
em torno das 12h, ndo havendo recuperacdo das taxas de OD, mesmo com o fornecimento
mecanico de oxigénio de forma constante. A presenca dos microrganismos de forma
abundante pode colaborar com o consumo excessivo de OD, pois além de haver o aumento
da quantidade de matéria organica no meio, eles necessitam do oxigénio para crescer e se
multiplicar.

Apesar do T3 apresentar a maior diversidade de protozoarios no tempo final, sua
somatdria foi inferior ao T2 que apresentou apenas o crescimento de ciliados e flagelados,
somando o maior nimero total. A maior variedade de protozoarios pode estar ligada ao fato
do tratamento T3 ndo contar com a inclusdo de probidtico comercial, o qual € composto por
bactérias do género Bacillus spp., produtoras de bacteriocinas. (Madigan, et al., 2010). Pode
existir uma relagdo direta sobre a menor variedade de protozoarios nos tratamentos onde
houve a inclusdo do probidtico comercial.

4.4. Geral

O desenvolvimento de microrganismos na agua depende de diversos fatores como
nutrientes disponiveis, temperatura, oxigénio dissolvido, pH e tempo de cultivo. Cada grupo
de bactéria possui suas preferéncias, como por exemplo os Bacillus spp. sdo mesdfilas, tendo

seu desenvolvimento entre temperaturas de 10-48 °C. Ja as bactérias com morfotipo de
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cocoides e filamentosas, podem se desenvolver nas mais variadas faixas de temperatura. A
temperatura é considerada o fator ambiental mais importante para 0 crescimento
microbioldgico. (Madigan, et al., 2010).

As bactérias presentes no probidtico comercial sdo do género Bacillus spp., (B.
subtilis e B. licheniformis), classificadas como gram-positivas e capazes de esporular, sdo
aerdbicas obrigatdrias ou facultativas (Madigan, et al., 2010). De forma geral, dentro das
técnicas utilizadas no presente estudo, ndo h& como afirmar que os Bacillus que se
desenvolveram e cresceram nos tratamentos com a inclusdo dos protocolos caseiros, sejam
das espécies B. subtilis e B. licheniformis. Para que essa identificacdo seja realizada, a técnica
de Hibridizac&o in situ Fluorescente (FISH) deve ser empregada, pois a mesma possibilita a
identificacdo precisa do género/espécie de bactérias através de sondas especificas que se
ligam ao material genético da bactéria alvo e que podem também ser visualizadas em
microscopia de epifluorescéncia (Del’Ducca et al., 2013). Durante os experimentos, amostras
foram coletadas para anélise através do método de FISH, porém o processamento das mesmas
ainda n&o foi realizado.

Durante o crescimento e multiplicacdo de microrganismos aerébios, € usual a
introducdo de ar soprado de forma mecanica, pois hd o consumo do OD de forma téo répida
que a difusdo do oxigénio atmosférico ndo € capaz de suprir a demanda respiratoria dos
microrganismos. Os experimentos realizados contaram com fornecimento de ar soprado de
forma constante, e apesar deste fornecimento os microrganismos que se desenvolveram
foram capazes de consumir oxigénio a ponto de levar os niveis de OD proximos de 0,00mg/L
em torno de 12h a 24h. Podemos considerar que o consumo de OD foi devido a rapida
proliferacdo de diferentes grupos bacterianos e de protozoarios, os quais dependem de
oxigénio para crescer e se multiplicar (Madigan, et al., 2010). Estes resultados indicam que
a adicéo dos produtos fertilizantes dos protocolos pode levar a uma baixa significativa no OD
dos sistemas de producdo de camardes, podendo afetar seu crescimento ou causar sua morte,
a depender da quantidade adicionada.

O pH da cultura tambeém pode ser alterado ao longo do crescimento celular, devido
as reacOes metabdlicas dos microrganismos que podem consumir ou produzir substancias

acidas ou basicas. O B. subtillis pode produzir, por exemplo, &cido acético (Mazza et al.
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1994). A adicdo de substancias tampdo € necessaria para a manutencdo do pH, tais como
carbonato de célcio e bicarbonato de sédio, ambos adicionados nos protocolos testados.

Os protocolos testados apresentaram diferencas na composicao de seus ingredientes,
ocasionando dessa forma, o desenvolvimento de bactérias e protozoarios em quantidades
distintas em cada experimento. Apesar das diferencas dos produtos, o comportamento de
crescimento de grupos de bactérias foi muito semelhante entre os experimentos 1, Il e IlI.
Todos os experimentos apresentaram crescimento de Bacillus significativamente superior no
tempo final, quando comparado ao tempo inicial. Também foram quantificadas bactérias
cocoides e filamentosas, com crescimento significativamente superior ao final das 24h.

N&o houve a identificacdo e quantificacdo de bactérias do grupo Vibrio no comeco,
ou final dos experimentos realizados. A dosagem do probidtico comercial utilizada nesse
estudo (1g/L) foi pelo menos 1000x superior as dosagens recomendadas para fases de
bercarios (1mg/L) em cultivos de camardes, resultando em 50 milhdes de Bacillus por mL.
Como hipdtese, a pressdao da abundéncia de Bacillus pode ter excluido totalmente o
surgimento de Vibrios, ou os valores podem ter ficado abaixo do limite de deteccdo. Essa
auséncia também pode ser explicada pelo tempo total do periodo experimental, que pode ter
sido insuficiente para possibilitar o aparecimento de bactérias desse género. Santos (2020)
quantificou o aparecimento de Vibrios ao quinto dia experimental, em um cultivo de L.
vannamei em Sistema Aquamimicry, enquanto o presente estudo teve duragdo de apenas 1
dia.

Podemos observar a quantificacdo do protoozooplancton (flagelados e ciliados),
presentes na base da alca microbiana, em todos os experimentos. O ambiente dos cultivos
também foi propicio para o desenvolvimento de cloroficeas e de diatomaceas penadas, fato
que supde a possibilidade de haver o desenvolvimento de maior diversidade de protozoarios
em caso de aumento do tempo experimental para além das 24 horas. Santos (2020) ainda
quantificou a presenca de flagelados, ciliados, amebas, rotiferos e copépodes, com apenas
cinco dias de cultivo.

Em todos os experimentos (I, 11 e I11) a temperatura da dgua se mantiveram dentro da
faixa ideal de 28-30 °C para o crescimento de L. vannamei. O objetivo neste estudo foi manter

as temperaturas em niveis semelhantes aos encontrados em fazendas de producdo, das quais
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os protocolos caseiros foram retirados. Em virtude do crescimento rapido dos
microrganismos, 0s niveis de OD sofreram quedas ao longo das 24h, porém esse
comportamento ja era previsto. O uso de diferentes salinidades, sendo a “dgua doce” préxima
a 0 mg/L e a “4gua marinha” em torno de 25 mg/L, também teve como objetivo simular as
praticas visualizadas nas fazendas. Em algumas localidades, o uso da &gua doce para a
execucdo da multiplicacdo de probidticos € mais usual, em contrapartida, a &gua marinha é
muitas vezes utilizada diretamente dos préprios viveiros de cultivo, sem desinfeccao prévia.

Quando comparamos todos o0s experimentos entre si, podemos perceber que o
experimento que apresentou o tratamento com o maior crescimento total de Bacillus foi o
Experimento 111 (tratamento T3), onde a base do protocolo foi o Farelo Bokashi, chegando
ao valor de 1,08x10%. Mesmo com as diferencas entre os produtos utilizados, o
comportamento para o desenvolvimento de Bacillus foi muito semelhante em todos os
tratamentos controle, independente da salinidade da agua, da temperatura e do OD.

O ambiente fechado e controlado pode ter tido influéncia sobre a dindmica de
crescimento das bactérias e de protozoérios. Reis et al., (2019) quantificou maior presenca de
bactérias Bacillus, cocoides e filamentosas bem como flagelados, ciliados, amebas e rotiferos
em tratamentos expostos a luz quando comparado ao tratamento com restricdo luminosa.
Pode-se entender que a falta de exposi¢do luminosa nos experimentos deste estudo pode ter
prejudicado o desenvolvimento de microrganismos. Nao houve trocas entre ambiente interno
e externo e ndo houve interagcbes com animais de cultivo. Durante todo periodo experimental,
houve o cuidado com a desinfec¢do prévia da sonda multiparamétrica antes de cada medicao
e antes de cada coleta de agua foi realizada a desinfec¢do da pipeta.

O crescimento também pode ter sido limitado pelo tempo total de multiplicacdo dos
protocolos. Com a duracdo total de 24 horas, a diversidade de microrganismos que se
desenvolveram néo foi expressiva quando comparamos com cultivos mais longos. Estima-se
que realizando o presente estudo com duracdo superior a 24 horas, algumas diferencas
estatisticas podem ser evidenciadas na quantificacdo de microrganismos entre tratamentos,
tanto por conta da possibilidade de maiores interages entre microrganismos como predacéo
e pastagem, como também pela evolucdo natural da comunidade. Porém, o fato de os

experimentos durarem 24 horas se baseia nas préaticas das fazendas de cultivo das quais 0s
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protocolos foram retirados. A pratica contempla a realizacdo dos protocolos de multiplicagédo
de probidtico comercial, diariamente. Ao final de 24 horas, o produto da multiplicacéo €
dividido entre as unidades de cultivo e incluido diretamente na agua ou misturado a racdo
fornecida aos animais.

O desenvolvimento de Bacillus em todos os tratamentos pode demonstrar a
capacidade dos protocolos caseiros em colaborar com o crescimento de Bacillus na dgua de
cultivo, em 24h. Porém, esses produtos ndo sdo capazes de incrementar a quantificacdo de
Bacillus quando agindo em conjunto com o probidtico comercial. Esse fato pode confirmar
que o desenvolvimento das bactérias Bacillus independe dos produtos adicionados a agua,
pois ndo houve diferencas estatisticas no tempo final entre tratamentos.

A estrutura de microrganismos foi similar em todos os experimentos realizados,
demonstrando que o desenvolvimento da alca microbiana obteve o comportamento
semelhante independente da salinidade e dos produtos adicionados a agua. A abundancia
inicial de microrganismos, ja no tempo 00h logo ap6s a inclusdo dos produtos na agua, pode
estar ligada a possibilidade da técnica de desinfeccdo usada ndo ter sido eficiente para
eliminar a totalidade dos microrganismos presentes na agua natural.

As faixas Otimas de salinidade utilizadas pela maioria das bactérias e protozoarios
pode ser bem ampla, sendo o uso de aguas naturais um importante in6culo (Loureiro et al.,
2012) que auxilia na formagdo de uma comunidade microbiana diversa, capaz de assimilar
os nutrientes disponiveis. O crescimento de protozoarios pode ser observado em baixas
salinidades, com contagem significativa de células por mL (Maica, et al., 2012).

E importante perceber o aparecimento de flagelados em todos os experimentos, uma
vez que estes protozoarios sdo consumidores de bactérias e fitoplancton, posteriormente
servindo também como fonte alimentar para organismos maiores (Sherr e Sherr, 2002). Os
ciliados ndo apareceram em todos os tratamentos, mas também perfazem um grupo
importante de protozoarios para a sequéncia da alca microbiana (Nagano e Decamp, 2004).
Como houve pouca quantificacdo de ciliados, a auséncia de nematoides pode ser explicada,
uma vez que a abundancia desses protozoarios é dependente da presenca de ciliados (Ray et
al., 2010).
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A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos observar que os referidos
protocolos que visualizamos em fazendas de cultivo, realizados de forma empirica, ndo
demonstraram eficécia cientifica. As contagens realizadas demonstraram que a intencao de
aumentar o volume das bactérias probidticas presentes no produto comercial Sanolife Pro-
W®, (INVE Aguaculture) valendo-se do uso de produtos variados, (leite em po, melaco,
farelo de arroz, farelo bokashi, agucar) a fim de disponibilizar fonte de alimento para as
bactérias presentes no produto comercial, ndo foi eficaz. Por esse motivo, é valido ressaltar a
importancia de entender os mecanismos de acdo dos probidticos comerciais e investigar a
eficacia de préaticas empiricas, para que o produtor ndo desperdice recursos financeiros com
técnicas que nao funcionam.

Validar de forma cientifica e séria as praticas utilizadas em diferentes fases da
producdo animal, traz maior seguranca no momento de decisdo do produtor, bem como a
certeza do que se esta praticando. Como Ultima analise, outros protocolos caseiros sdo
realizados em fazendas de cultivo de camarfes, porém a eficacia de suas aplicacdes sera

indefinida até que se teste cientificamente.

5. CONCLUSOES

Ao final dos experimentos realizados, concluimos que os protocolos utilizados nédo
foram capazes de reproduzir as bactérias presentes no probidtico comercial Sanolife Pro-W®
(INVE Aquaculture), pois ndo houve o incremento estatisticamente superior de bactérias
Bacillus no tempo final, tanto para a agua doce quanto para a agua marinha, em nenhum
tratamento. Porém, ndo podemos afirmar que o aparecimento de Bacillus nos experimentos
é proveniente exclusivamente do produto comercial. Também é possivel concluir que os
protocolos em questdo ndo foram capazes de favorecer o aparecimento de bactérias do género
Vibrio. A quantificacdo de protozoarios demonstrou a capacidade de cada protocolo em

enriguecer 0 meio em apenas 24 horas.

6. CONSIDERACOES FINAIS
Para completar as informagdes aqui apresentadas, a técnica de FISH deve ser

realizada para elucidar de forma concreta a origem das bactérias do género Bacillus em cada
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917  tratamento. Outros estudos devem ser realizados para elucidar a acdo de protocolos caseiros
918  de multiplicagdo de probio6ticos comerciais com mais tempo experimental como também seus

919  possiveis efeitos sobre animais de cultivo.

40



920

921
922
923

924
925

926
927

928
929

930
931
932

933
934
935

936
937
938

939
940
941

942
943
944

945
946

947
948
949

950
951

952
953
954

955

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUILERA-RIVERA, D. et al. Probiotic effect of FLOC on Vibrios in the pacific white
shrimp  Litopenaeus vannamei. Aquaculture 424-425, 215-219. 2014.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2014.01.008

AVNIMELECH, Y. Biofloc technology — A practical guide book. The World Aquaculture.
2015. https://doi.org/10.13140/2.1.4575.0402

BALCAZAR, J.L. et al. The role of probiotics in aquaculture. Vet. Microbiol. 114, 173-186.
2006. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2006.01.009

CARVALHO, J. O. M.; RODRIGUES, C. D. S. Bokashi: composto fermentado para a
melhoria da qualidade do solo. Cartilha. EMBRAPA. Porto Velho, Rondénia, 2007.

CHATTERIEE, S., HALDAR, S. Vibrio Related Diseases in Aquaculture and Development
of Rapid and Accurate Identification Methods. J Marine Sci Res Dev S1:002. 2012,
https://doi.org/10.4172/2155-9910.51-002

DECAMP, O., MORIARTY, D.J.W., LAVENS, P. Probiotics for shrimp larviculture:
Review of field data from Asia and Latin America. Aquac. Res. 39, 334-338. 2008.
https://doi.org/10.1111/].1365-2109.2007.01664.x

DEEPAK, A.P., et al. Aquamimicry: New an innovative approach for sustainable
development of aquaculture. Journal of Entomology and Zoology Studies, E-ISSN:
2320-7078. 8(2): 1029-1031. 2020.

GAO, P, et al. Occurrence of sulfonamide and tetracycline-resistant bacteria and resistance
genes in aquaculture environment. Water research, v. 46, n. 7, p. 2355-2364, 2012.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2012.02.004

GAREAU, M.G., SHERMAN, P.M., WALKER, W.A. Probiotics and the gut microbiota in
intestinal health and disease. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 7, 503-514. 2010.
https://doi.org/10.1038/nrgastro.2010.117

GATESOUPE, F. J. The use of probiotics in aquaculture. Aquaculture 180, 147-165. 1999.
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(99)00187-8

HAN, J.E. et al. Plasmid mediated tetracycline resistance of Vibrio parahaemolyticus
associated with acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) in shrimps. Aquac.
Reports 2, 17-21. 2015. https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2015.04.003

HOBBIE, J.E., DALEY, R.J., JASPER, S., Use of nuclepore filters for counting bacteria by
fluorescence microscopy. Applied and environmental microbiology. 1977.

HOSTINS, B. et al. Managing input C/N ratio to reduce the risk of Acute Hepatopancreatic
Necrosis Disease (AHPND) outbreaks in biofloc systems — A laboratory study.
Aquaculture 508, 60-65. 2019. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.04.055

JANTARATHIN, S., BOROMPICHAICHARTKUL, C., SANGUANDEEKUL, R.

41



956
957
958

959
960
961

962
963
964

965
966
967

968
969

970
971
972

973
974

975
976
977
978

979
980

981
982

983
984
985
986

987
988
989

990
991
992
993

Microencapsulation of probiotic and prebiotic in alginate-chitosan capsules and its
effect on viability under heat process in shrimp feeding. Mater. Today Proc. 4, 6166—
6172. 2017. https://doi.org/10.1016/j.matpr.2017.06.111

KRUMMENAUER, D. et al. The Effect of Probiotics in a Litopenaeus vannamei Biofloc
Culture System Infected with Vibrio parahaemolyticus. J. Appl. Aquac. 26, 370-379.
2014a. https://doi.org/10.1080/10454438.2014.965575

KRUMMENAUER, D. et al. The reuse of water on the culture of pacific white shrimp,
Litopenaeus vannamei, in BFT system. J. World Aquac. Soc. 45, 3-14. 2014b.
https://doi.org/10.1111/jwas.12093

LAZADO, C.C. et al. In vitro adherence of two candidate probiotics from Atlantic cod and
their interference with the adhesion of two pathogenic bacteria. Vet. Microbiol. 148,
252-259. 2011. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2010.08.024

LIGHTNER, D. V. Diseases of cultured penaeid shrimp. CRC handbook of mariculture, v.
1, p. 393-486. 1993.

LOUREIRO, K.C., WASIELESKY, W.J., ABREU, P.C. The use of Protozoan, Rotifers and
Nematodes as live food for shrimp raised in BFT System. Atlantica, 34: 5-12. 2012.
https://doi.org/10.5088/atlantica.v34i1.2698

MADIGAN, M.T.; MARTINKO, J.M,; DUNLAP, P.V.; CLARK,
D.P. Microbiologia de Brock. 12. ed., Porto Alegre: Artmed, 1160 p. 2010.

MAICA, P.F., BORBA, M.R., WASIELESKY, W. Effect of low salinity on microbial floc
composition and performance of Litopenaeus vannamei (Boone) juveniles reared in a
zerowater exchange super—intesive system. Aquaculture research. 30(43): 361-370.
2012. https://doi.org/10.1111/].1365-2109.2011.02838.x

MAZZA, Piergiorgio. The use of Bacillus subtilis as an antidiarrhoeal
microorganism. Bollettino chimico farmaceutico, v. 133, n. 1, p. 3-18, 1994.

MORIARTY, D.J.W. Control of luminous Vibrio species in penaeid aquaculture ponds.
Aquaculture 164, 351-358. 1998. https://doi.org/10.1016/S0044-8486(98)00199-9

MOURINO, JLP. et al. Characterization and experimental infection of Flexibacter maritimus
(Wakabayashi et al. 1986) in hatcheries of post-larvae of Litopenaeus vannamei Boone,
1931.Braz. J. Biol.,, Sdo Carlos, v. 68n. 1,p. 173-177, Feb. 2008.
https://doi.org/10.1590/S1519-69842008000100025

NAGANO, N., DECAMP, O. Ingestion of a ciliated protozoa by first-feeding larval stage of
pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone). Aquaculture Research, 35: 516-
518. 2004. https://doi.org/10.1111/].1365-2109.2004.01043.x

RAY, AJ., LEWIS, B.L.,BROWDY, C.L., LEFFLER, J.W. 2010. Suspended solids removal
to improve shrimp (Litopenaeus vannamei) production and an evaluation of a plant-
based feed in minimal-exchange, superintensive culture systems. Aquaculture, 299(1-
4): 89-98. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2009.11.021

42



994
995
996
997

998
999

1000
1001

1002
1003

1004
1005
1006
1007

1008
1009
1010

1011
1012
1013

1014
1015

1016
1017
1018

1019
1020

1021
1022
1023

1024
1025
1026
1027

1028
1029
1030
1031

REIS, W.G,, et al. Rearing of the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
in BFT system with different photoperiods: Effects on the microbial community, water
quality and zootechnical performance. Aquaculture, 508: 19-29. 2019.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.04.067

RING(, E. Probiotics in shellfish aquaculture. Aquaculture and Fisheries. v. 5, p. 1-27, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.aaf.2019.12.001

ROEVER, C.D. Microbiological safety evaluations and recommendations on fresh produce.
Food Control, 10-2, 117-143. 1999. https://doi.org/10.1016/S0956-7135(99)00026-2

RUSSELL, A.D. Do Biocides Select for Antibiotic Resistance? J. Pharm. Pharmacol. 52,
227-233. 2000. https://doi.org/10.1211/0022357001773742

SAMOCHA, T. M. et al. Design and Operation of Super Intensive, Biofloc-Dominated
Systems for Indoor Production of the Pacific White Shrimp, Litopenaeus vannamei. The
Texas A&M AgriLife Research Experience. The World Aquaculture Society, Baton
Rouge, Louisiana, EUA. 368p. 2017.

SANTOS, S. Sistema Aquamimicry: Cultivo de Litopenaeus vannamei em diferentes
densidades de estocagem. Dissertacdo (Mestrado em Aquicultura) - Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). Rio Grande, RS. p. 58. 2020.

TOZE, S. PCR and the detection of microbial pathogens in water and wastewater. Water
Research, v. 33, n. 17, p. 3545-3556, 1999. https://doi.org/10.1016/S0043-
1354(99)00071-8

UTERMOHL, H. Zur Vervollkommung der quantitativen Phytoplankton-Methodik. Int.
Vereinigung fir Theor. und Angew. Limnol. Kom. fur Limnol. Methoden 9, 1-39. 1958.

VAN WYK, P., SCARPA J. 1999. Water quality requirements and management. In: Farming
Marine Shrimp in Recirculating Freshwater Systems (Ed. by P. Van WyKk). Florida
Department of Agriculture and Consumer Services, Tallahassee, FL, 128-138.

VIDAL, J. M. A., et al. Probiotic potential of bacillus cereus against vibrio spp. in post larvae
shrimps. Rev. Caatinga, Mossoro, v. 31, n. 2, p. 495 - 503. 2018.

VIEIRA, F. N. et al. 2016. Use of probiotic-supplemented diet on a Pacific white shrimp
farm. R. Bras. Zootec., 45-5, 203-207. https://doi.org/10.1590/S1806-
92902016000500001.

WANG, H. et al. Pseudoalteromonas probiotics as potential biocontrol agents improve the
survival of Penaeus vannamei challenged with acute hepatopancreatic necrosis disease
(AHPND)-causing Vibrio parahaemolyticus. Aquaculture, v. 494, p. 30-36, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.05.020

WASIELESKY, W., et al. Effect of feeding frequency on the white shrimp Litopenaeus
vannamei during the pilot-scale nursery phase of a superintensive culture in a biofloc
system. Journal of the World Aquaculture Society, v. 51. p. 1175-1191. 2020.
https://doi.org/10.1111/jwas.12694

43



1032
1033

1034
1035
1036

1037
1038
1039

1040
1041
1042
1043

1044

ZAR, J. H. Biostatistical analysis. 5.ed. Upper Saddle River, NJ: Pearson Prentice-Hall, 944
p. 2010.

ZHANG, Y. BIN, LI, Y., SUN, X.L. Antibiotic resistance of bacteria isolated from shrimp
hatcheries and cultural ponds on Donghai Island, China. Mar. Pollut. Bull. 62, 2299—
2307. 2011. https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2011.08.048

ZHOU, X., WANG, Y., LI, W. Effect of probiotic on larvae shrimp (Penaeus vannamei)
based on water quality, survival rate and digestive enzyme activities. Aquaculture 287,
349-353. 2009. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2008.10.046

ZOKAEIFAR, H. et al. Effects of Bacillus subtilis on the growth performance, digestive
enzymes, immune gene expression and disease resistance of white shrimp, Litopenaeus
vannamei. Fish Shellfish Immunol. 33, 683-6809. 2012.
https://doi.org/10.1016/j.fsi.2012.05.027

44



