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RESUMO

Foi realizado estudo sobre a influéncia de um probidtico no cultivo de camarao (Litopenaeus
vannamei) em viveiros de 1,25 ha em solo natural. Utilizou-se 2 tratamentos, sendo T1 com
adicdo de probiotico e T2 sem adicdo. Realizado em triplicata e estocados com 21 juvenis de
3g/m2. O experimento foi conduzido no municipio de Barra do Sul, SC, Brasil, durante um
periodo de cultivo correspondendo aos meses de fevereiro a junho de 2004. Foram analisados 0s
parametros microbioldgicos: contagem padrdo em placas de microrganismos mesofilos, bactérias
acido lacticas, bolores e leveduras, vibrio sp e coliformes termotolerantes segundo metodologia
APHA 2001. Entre os parametros fisico-quimicos: aménia, nitrito, nitrato. Os indices de
produtividade foram comparados. As coletas para os parametros microbiologicos aconteceram a
cada 15 dias. Determinagdo de amdnia, nitrito e nitrato, 2 vezes por semana. Para parametros
microbiologicos foi observada a variacdo da populagdo ao longo do cultivo, ndo havendo
diferencgas entre tratamentos. Para fisico-quimicos as curvas ficaram sobrepostas para T1 e T2
evidenciando ndo haver influéncia do probiotico. Estes parametros mantiveram-se dentro de
niveis adequados para a espécie durante todo o ciclo. Os resultados de produtividade para T1
foram: 2417,6 kg/ha (£478,82), TCA de 1,89 (x0,27), sobrevivéncia de 82,3% (+19,3), peso
médio final de 14,2 gr (£0,72). Para T2 os resultados foram respectivamente: 2444,6 kg/ha
(£498,53), TCA de 1,98 (£ 0,22), sobrevivéncia de 83,0% (+14,73) e peso médio final de 13,8 gr
(£1,58), ndo mostrando diferenca estatistica. Observou-se, nas condi¢cdes do teste, que o
probidtico ndo influenciou qualquer dos parametros medidos.
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ABSTRACT

Effects of utilization of probiotic over the aspects microbiological and water quality
parameters and the productivyty in pond of sea shrimp cultivation Litopenaeus

vannamei.

A study was made about the influence of a probiotic on the shrimp (Litopenaeus vannamer)
cultivation in ponds of 1,25 in natural soil. We utilized 2 treatments, being T1 with addition of
probiotic and T2 without it. Realized in triplicate and stored with 21 juvenis/m2. The experiment
was conducted over the city of Barra do Sul ,SC , Brazil , during a period of cultivation
corresponding from February to June of 2004. The micro biologics parameters were analyzed:
standards of countings in plague of micro organisms mesophilos, lactic acid, yeast and vibrio sp
and coliforms thermotolerating accordind to APHA 2001 methodology. Amid the chemical-
physics: ammonia, nitrite, nitrate. The productivity indexes were compared. The collects of
micro biologics happened every 15 days. Determinations of ammonia, nitrite and nitrate, twice a
week. To micro biologics parameters were observed the variation of the population during the
cultivation not presenting differences between the treatments. To chemical-physics the curves
were trimmed to T1 and T2 evidencing the inexistence of probiotics’ influence. These
parameters kept it in the appropriate levels for the specie during the whole cycle. The results of
productivity to T1 were: 2417,6 kg/ha (x478,82), Tax of food convertion ( TFC) of 1,89 (x0,27),
survival of 82,3% (£19,3), final medium weight of 14,2 gr (£0,72). To T2 the results were
respectively : 2444,6 kg/ha (x498,53), TFC of 1,98 (x 0,22), survival of 83,0% (+14,73) and
final medium weight of 13,8 gr (£1,58), not showing statistic difference. No relations, over the
conditions of the tests, between the application of probiotic and the parameters measured were
observed.



INTRODUCAO

1-A carcinicultura e a sua importancia no pais e no estado

A aquicultura € uma das atividades que mais tém crescido no Brasil, chegando a ter
um incremento de 20% ao ano, sendo que um dos setores dentro desta atividade que tém
se destacado é a carcinicultura, cujas exportacbes em 2001 chegaram a
aproximadamente US$ 130 milhGes (Rocha 2004).

Em Santa Catarina, a carcinicultura vém se desenvolvendo principalmente no sul do
estado, ao redor do complexo Lagunar, abrangendo os municipios de Laguna, Imbituba,
Jaguaruna e Imarui. Este crescimento vem acontecendo desde 1999, quando da
introducdo do Litopenaeus vannamei. A produtividade que, inicialmente, era de 1.000
kg/ha/ciclo, aumentou rapidamente e em alguns casos a produtividade chega a 3.000
kg/ha/ciclo, resultado do melhoramento das técnicas de cultivo introduzidas por
técnicos da Epagri e UFSC. ( EPAGRI, UFSC, dados ndo publicados).

No estado temos atualmente 1600 ha de cultivo, distribuidos em 105 fazendas e com
producdo de 3500 t de produto em 2003 (EPAGRI, UFSC, dados ndo publicados),
permitindo um faturamento bruto aproximado de R$ 35 milhdes, dinheiro este que
entrou na economia do estado no altimo ano, com a geracdo crescente de oferta de
postos de trabalho em toda a cadeia produtiva.

Com a implantagdo de novos viveiros, no més de janeiro 2004 a area estadual de
cultivo passou para 1600 ha (Andreatta, comunicacdo pessoal), o que considerando as
estimativas de Itamar Rocha, citado por Figueiredo (2003), de 3.8 empregos gerados
por ha de cultivo daria um total de 5320 postos de trabalho.

Somente a regido lagunar possui um potencial de cultivo de 5.000 ha, podendo



2- Importancia do manejo.

Esse desenvolvimento ndo pode acontecer se vier a penalizar o meio ambiente nos locais
de implantacdo dos criadouros, sendo necessaria a substituicdo de praticas de cultivo, como
o sistema de fluxo continuo que promove a substituicdo parcial da agua diariamente por
sistemas mais adequados, como o de troca minima de &gua e ou reciclagem da &agua
utilizada no proprio viveiro.

As enfermidades, também constituem uma preocupacdo constante para técnicos e
produtores. A entrada dessas no estado poderia comprometer a atividade e gerar grandes
prejuizos econdmicos, pois a atividade ja se tornou importante neste aspecto e haveria um
consequente prejuizo financeiro com perdas de postos de trabalho e geracdo de problemas
sociais.

Com o crescimento da atividade na regido de Laguna — SC, houve a necessidade de
aplicacdo de técnicas de cultivo que maximizassem a produc¢do, mantivessem a sanidade e
controlassem problemas ocorridos nesses viveiros. Uma das técnicas utilizadas foi a adi¢éo
de probidticos, inicialmente utilizado em uma propriedade no municipio de Jaguaruna para
tentar resolver problemas de mortalidade que vinham ocorrendo. Esta técnica se mostrou
promissora possibilitando que ocorressem colheitas com boa produtividade nos cultivos
seguintes. No entanto se mostrou uma técnica de alto custo que poderia comprometer o
lucro final da propriedade, obrigando a procura por produtos alternativos.

Uma alternativa de baixo custo foi apresentada na forma de um probidtico ja largamente
utilizado em agricultura alternativa e que alguns testes preliminares mostravam potencial
para aquicultura. Este produto o EM-4 passou a ser utilizado no lugar do probidtico
convencional, com aparentes bons resultados tendo seu uso se disseminado pela regiéo.

De acordo com o manual do produto ele é constituido de um conjunto de
microorganismos dos grupos das leveduras, bactérias acido-lacticas e fototroficas.

Com o presente trabalho buscou-se verificar se a adigdo desse probidtico ao meio de
cultivo poderia interferir no desenvolvimento da microbiota presente e que fosse adequada
a reciclagem de nutrientes e para a manutencdo de parametros fisico-quimicos dentro das

necessidades da espécie , 0 que resultaria em maiores produtividades.



3 — Importéancia da microbiologia.

Para a manutencdo da sanidade dos viveiros varias praticas devem ser adotadas com vistas a
manutencdo da qualidade da &gua e evitar estresse dos animais, 0 que poderia provocar o
aparecimento de patogenos oportunistas. Dentre estas praticas temos a manutencdo das
densidades adequadas nos cultivos, um bom manejo da alimentacdo, aeracdo adequada,
construcdo em locais que garantam fornecimento de agua de qualidade, pessoal treinado e
manutencdo de uma microbiota que seja favoravel ao desenvolvimento dos animais e equilibrio
do meio de cultivo.

A manutencdo de uma microbiota adequada se reveste de importancia no reaproveitamento de
nutrientes (reciclagem), para manutencdo de boa qualidade da agua de cultivo e para impedir a
entrada e ou condic6es de desenvolvimento de organismos patogénicos ao camaréo cultivado ou
que contaminem o produto e que venham causar problemas a satde do consumidor.

O aumento da densidade de cultivo, que no estado iniciou com 15 camardes por m2 passando
atualmente a 25 — 30 camardes por m? ( EPAGRI, UFSC), tem resultado no aumento da
biomassa organica nos viveiros de cultivo. O aumento dessa biomassa, em viveiros de cultivo,
resulta em uma comunidade microbiana abundante (Blackall e Baiano, 2002), que se caracteriza
pela habilidade de levar a cabo diversos processos bioquimicos vitais para a regulacdo ambiental
e interagindo com o organismo de cultivo. Tanto negativamente, como no caso das
enfermidades, como positivamente como nas interagdes nutricionais (Douillet, 1997). Esta
comunidade tem varias fun¢des importantes na aquicultura. No que diz respeito a produtividade
ciclo de nutrientes, nutricdo dos animais cultivados qualidade da agua e dos efluentes (Moriarty,
1997). Este mesmo autor, estudando a microbiologia em cultivos, encontrou que o tempo que as
bactérias levam para dobrar sua populacdo em viveiros que recebem racéo, é de apenas 6 horas,
podendo ser importante fonte de alimento .

Espécies aquaticas excretam amonia como resultado de seu metabolismo (Barbieri e
Ostrensky, 2002) e que em altos niveis sao toxicos para estas espécies. Este fato exige constantes
monitoramentos e trocas de dgua para manter 0s seus niveis baixos, o que leva a uma pressao
sobre 0 ambiente estuarino de onde esta agua é captada e/ou descartada. O ion aménio pode ser
utilizado como fonte de nitrogénio pelo fitoplancton, e por bactérias heterotréficas que podem
chegar a consumir até 50% do amonio dissolvido na agua (Velasco, 2000) o que mostra a

importancia desses microorganismos para a boa qualidade do meio de cultivo.



Outra fonte de deterioragdo do meio é a ra¢do ndo consumida ou a que é eliminada sem ser
digerida. Neste caso, microorganismos podem usar de forma altamente eficiente este desperdicio
e podem se transformar em alimentos para os animais cultivados (Horowitz e Horowitz, 2000),
proporcionando uma melhor converséo alimentar, com conseqliente redugdo dos custos. Esta
comunidade deve ser manejada para permitir que somente organismos ndo patogénicos e
benéficos ao cultivo venham a se estabelecer.

As principais bactérias, normalmente encontradas em aquicultura, sdo: Vibrios, Pseudomonas,
Flavobacterium, Pseudoalteromonas e Acinetobacter (Maeda, 2002). O Vibrio é uma espécie
patogénica oportunista que cresce de forma rapida em funcédo de sua habilidade em se adaptar as
condicdes de baixa disponibilidade de oxigénio (Maeda, 2002), 0 que comumente ocorre em

tanques de cultivo mal manejados.

4- Uso de probidtico.

Uma das medidas para manutencdo de organismos desejaveis € o uso de probioticos que
poderiam controlar a ocorréncia de microorganismos patogénicos e ou indesejaveis pela
competicdo por nutrientes e atividades predatdrias (Decamp et al, 2002).

Verschuere et al (2000) sugerem a seguinte definicdo de probidtico para aquicultura:
“Suplemento microbiano vivo com efeitos benéficos para o hospedeiro, pela modificacdo de sua
comunidade microbiana associada e para o ambiente de cultivo, assegurando melhoria no uso do
alimento artificial e de seu valor nutricional, melhorando a resposta do hospedeiro a doencas e
também a qualidade do ambiente”.

O uso desses produtos microbianos em viveiros da aquicultura tem crescido rapidamente
como estratégia de manejo de doencas (Gatesoupe, 1999). No entanto alguns autores consideram
gue os efeitos benéficos desses produtos na aquicultura sdo contestaveis e desta forma sua
eficiéncia € incerta (Devaraja et al, 2002).

Os cultivos com probidticos podem ser divididos em monocultivos que consistem de uma
Unica cepa de bactérias, normalmente uma bactéria &cida, ou cultivos mistos que contém duas ou
mais espécies (Garlich, 1999).

A adicdo de probioticos ao meio de cultivo deve ser constante pois as condi¢des do meio
sofrem mudangas periddicas, conforme o crescimento dos camardes, mudancas na salinidade,
temperatura, variacbes no oxigénio dissolvido, o que muda as condicdes do meio que sdo
propicias aos diferentes organismos, com conseqlientes mudancas nas espécies dominantes, o

que poderia levar a perda de efeito do produto. Probidticos devem ser efetivos entre extremos de



temperatura e variacGes de salinidade (Salminen et al, 1999, apud Irianto e Austin, 2002).
Douillet (1997) cita os estudos de Maeda e Nogami (1989) onde a cepa PM-4 controla por meio
da producdo de antibioticos a proliferacdo de Vibrios em cultivos de larva de caranguejo, e onde
a ndo aplicacdo diaria do produto pode causar a mortalidade de todas as larvas pelo aumento na
densidade de Vibrios.

Os microorganismos presentes no meio de cultivo costumam ser 0s mesmos presentes nos
camardes sendo que esses animais sdo pecilotérmicos e portanto, estando sujeitos as mesmas
mudancas na sua microbiota interna, com a mudanca na temperatura. (Lésel, 1990., Ringo e
Stron 1994.,Moriaty ,1990..Apud Gatesoupe, 1999). Na escolha do probidtico a ser utilizado
deve-se, portanto considerar a variedade de microorganismos presentes. O uso de produto com
uma Unica espécie de microrganismo para dominar o sistema microbiol6gico aquatico é de alto
risco, pois leva a uma reduzida biodiversidade o que conseqlientemente aumenta o risco de
patdgenos oportunistas tomarem o nicho da bactéria probiotica, quando as condi¢Ges favoraveis
a esse microorganismo sofrem mudancas (Maeda , 2002) .

Zamora et al (2001) utilizaram microrganismos de cultivo misto (EM) na producédo de
camardo, obtendo um menor custo de producdo, menor tempo de cultivo e uso mais racional da
agua com apenas a reposicdo da evaporacao.

Douillet (1997) observa que “A ecologia microbiana em sistemas de cultivo é complexa e
desconhecida e que dada sua influéncia na producdo de diversas espécies e sua contribui¢do no
éxito de cultivos, € o manejo dessa ecologia uma das atuais alternativas mais importantes para
melhorar os sistemas de producédo”.

Com o intuito de verificar a eficiéncia da utilizacdo de probidticos no manejo da
microbiologia do meio de cultivo e sua conseqiiéncia nos parametros fisicos quimicos e na
producdo dos viveiros, foi realizado um estudo utilizando aplicagdo de probidtico comercial EM-
4 em viveiros de cultivo de camaréo Litopenaeus vannammei .

Espera-se com este trabalho contribuir para um melhor entendimento do manejo microbiano,
0 que possibilitaria a utilizacdo de técnicas de cultivo mais econdmicas e com pouca pressao
sobre o ambiente, possibilitando menores taxas de renovacgéo de agua. Com isso teriamos melhor
aproveitamento da alimentacdo pois cada renovacdo leva também a perdas por nutrientes que
poderiam ser reciclados. Um entendimento da microbiologia possibilitaria ainda um melhor
manejo desta em relacdo ao controle de patdgenos oportunistas e a obtencdo de técnicas de
cultivo que venham a melhorar o resultado das fazendas de cria¢éo e garantir a sustentabilidade
da atividade.



OBJETIVO GERAL
Contribuir para o conhecimento da microbiologia dos viveiros de producdo de camardes para a
melhoria dos parametros de qualidade de &gua e da produtividade.
OBJETIVO ESPECIFICO
Verificar a acdo do probidtico EM-4 sobre a populacdo de vibrionaceas, das bactérias acido-
lacticas, dos microrganismos mesoéfilos, dos bolores e leveduras, coliforme termotolerantes , e

sobre os parametros fisico-quimicos durante o cultivo e sobre a produtividade.

O resultado deste estudo esta apresentado na forma de artigo cientifico, seguindo as normas da

revista Aquaculture, o qual sera posteriormente submetido a publicacéo.



Efeito da utilizacdo de probidtico sobre aspectos microbiologicos e
parametros de qualidade da agua e produtividade em viveiros de cultivo
do camardo marinho Litopenaeus vannamei .

Paulo José M. Padilha*, Edemar Roberto Andreata?, Sara Fabiana B.Aguiar3, Cleide Rosana
V.Batistas.
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RESUMO: Foi realizado estudo sobre a influéncia de um probiético no cultivo de camarao
(Litopenaeus vannamei) em viveiros de 1,25 ha em solo natural. Utilizou-se 2 tratamentos, sendo
T1 com adicdo de probidtico e T2 sem adi¢do. Realizado em triplicata e estocados com 21
juvenis de 3g/m2. O experimento foi conduzido no municipio de Barra do Sul, SC, Brasil,
durante um periodo de cultivo correspondendo aos meses de fevereiro a junho de 2004. Foram
analisados os parametros microbioldgicos: contagem padrdo em placas de microrganismos
mesofilos, bactérias acido lacticas, bolores e leveduras, vibrio sp e coliformes termotolerantes
segundo metodologia APHA 2001. Entre os parametros fisico-quimicos: aménia, nitrito, nitrato.
Os indices de produtividade foram comparados. As coletas para os parametros microbiologicos
aconteceram a cada 15 dias. Determinacdo de amdnia, nitrito e nitrato, 2 vezes por semana. Para
parametros microbioldgicos foi observada a variagdo da populagdo ao longo do cultivo, ndo
havendo diferencas entre tratamentos. Para fisico-quimicos as curvas ficaram sobreposta para T1
e T2 evidenciando néo haver influéncia do probidtico. Estes pardmetros mantiveram-se dentro de
niveis adequados para a espécie durante todo o ciclo. Os resultados de produtividade para T1
foram: 2417,6 kg/ha (£478,82), TCA de 1,89 (x0,27), sobrevivéncia de 82,3% (+19,3), peso
medio final de 14,2 gr (x0,72). Para T2 os resultados foram respectivamente: 2444,6 kg/ha
(£498,53), TCA de 1,98 (£ 0,22), sobrevivéncia de 83,0% (+14,73) e peso médio final de 13,8 gr
(+1,58), ndo mostrando diferenca estatistica. Observou-se, nas condicGes do teste, que o

probidtico ndo influenciou qualquer dos parametros medidos.

Palavras chaves: probiotico, aqliicultura, camardo, microbiologia.

* Correspondéncia com autor: paulojose@epagri.rct-sc.br Fone:04899062728
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1- INTRODUCAO.

A producdo mundial de camaréo cultivado tém evoluido constantemente ao longo dos anos,
sendo que em 2003 atingiu uma producdo de 1.630.000 t (Rocha, 2004). Essa producdo ja
representa 35,21% do total de camardo ofertado a nivel mundial. Entre os principais produtores
estdo a China, Tailandia e Vietnd. O Brasil vem se destacando no ocidente com uma producdo de
90000 t em 2003. Essa producdo pode ser considerada expressiva quando analisada a evolucao
da producdo que em 1999 era de apenas 15.000 t. Essa evolugdo permitiu ao Brasil passar a
frente de produtores tradicionais da regido como Equador e México. Destaca-se também que o
Brasil é o pais que apresenta a maior produtividade média (6084 kg/Ha/ano) seguido pela
Tailandia com 4375 Kg/Ha/ano (Rocha 2003).

As exportacdes do camardo Brasileiro vém aumentando continuamente. Passou de um valor
de 12 milhdes de dolares em 1999 para 210 milhdes de dolares 2003 (ABBC) tornando-se uma
importante fonte de divisas e geracdo de empregos em regides consideradas das mais pobres do
pais ( Andreata, comunicagao pessoal)

O répido crescimento de uma atividade, inevitavelmente, proporciona o surgimento de uma
série de problemas, decorrentes ou ndo deste crescimento. Com o crescimento da atividade da
carcinicultura houve aumento na oferta a nivel mundial, 0 que provocou a queda nos precos
pagos aos produtores e a0 mesmo tempo tem havido aumento nos custos de producdo. Mesmo
assim, 0s ganhos ainda compensam os investimentos, o que explica a expansdo da area de
producéo.

O aparecimento de algumas doencas é outro problema que ocorre, como € o caso da Necrose
infecciosa muscular (NIM). Essa doencga apareceu em alguns estados brasileiros e tem sido
responsavel por altas mortalidades e queda de produgbes verificadas em viveiros. (revista
ABCC, margo 2004) A acgdo anti-dumping dos produtores americanos, ocorrida em 2004,
provocou a queda de exportacGes para aquele pais as quais passaram de 20,5 mil toneladas em
2003 para apenas 8,5 t em 2004. Em dezembro de 2004 a sobretaxa foi reajustada de 23,66% em
agosto de 2004 para 10%. Com a reducédo desta taxa, 0 mercado americano volta a ser atraente
para o produtor brasileiro (mercado da pesca, 2005). Por outro lado a desvalorizacdo da moeda
americana nos ultimos meses & outro fator que podera inibir exportagdes e comprometer a
rentabilidade da atividade no Brasil.

O sistema de producdo brasileiro é fundamentado na boa produtividade natural que é
complementada com o uso de racdo. A distribuicdo da racdo é feita por bandejas, onde a



quantidade a ser fornecida € recalculada diariamente em fungdo do consumo observado. Com
isto evitam-se sobras que comprometeriam o ambiente de cultivo e aumentariam o custo de
producdo. Alem disso, as fazendas adotam o monitoramento de pardmetros de qualidade da agua,
procedendo a medidas corretivas como a troca de agua, ajuste de aeracgdo e aplicacdo de insumos,
como calcario, melago, nitrato entre outros.

As densidades de cultivo normalmente estdo entre 25 e 45 camardes por m2, com ciclo de
cultivo de 90 a 120 dias, podendo-se obter até 3 safras anuais em estados do nordeste e 2 safras
nos estados do sul do pais. O Brasil € tipicamente um produtor de camardes pequenos com
tamanho médio na colheita de 11 a 12 gramas

Com o crescimento da industria, surgiu a oferta de inUmeros produtos com as mais diferentes
finalidades. Entre esses produtos, alguns proporcionam vantagens ao produtor e outros tem efeito
muito pequeno ou mesmo inexistente. Entre estes produtos ofertados no mercado, estdo os
probidticos que deveriam cumprir a tarefa de ajudar na reciclagem dos nutrientes no viveiro,
manter a qualidade da agua, melhorar a sobrevivéncia e a producéo.

Um desses probioticos, o0 EM-4 foi utilizado em algumas fazendas do sul do Brasil, sendo que
seu uso passou a ser geral na regido, sem que houvesse qualquer comprovacao cientifica da sua
eficacia. De acordo com o manual do produto ele € constituido por um conjunto de
microorganismos dos grupos das leveduras, bactérias acido-lacticas, e bactérias fototroficas. Cria
um melhor balango microbiano e pode ajudar a suprimir doencgas e criar um ambiente eficiente
pelo decréscimo no uso de antibioticos e quimicos.

Bolores e leveduras sdo fungos, sendo bolores filamentosos e as leveduras unicelulares. Séo
quimiorganotroficos, tendo importante papel na mineralizacdo do carbono orgéanico. Bactérias
fototrdficas utilizam a luz como fonte de energia, sendo que a grande maioria satisfazem suas
necessidades de carbono a partir do CO; ( Madigan et al, 2004). As bactérias acido-lacticas sdo
bacilos e cocos gram-positivos que produzem é&cido latico como principal ou Unico produto da
fermentacdo (homofermentativo) ou etanol e CO, (heterofermentativas) e sdo anaerdbicas
aerotolerantes ( Madigan et al, 2003). Este grupo de bactérias tem sido utilizado com sucesso em
avicultura via racao (Garlich, 1999).

O crescimento de uma populacdo microbioldgica tem fases diversas, iniciando com fase lag
onde as células se preparam para multiplicacdo, passando ap6s a fase exponencial que é
influenciada pelas condi¢cGes ambientais e pelas caracteristicas do organismo, atingindo apds
uma fase estacionaria onde se tem o Maximo de UFC/gr e apds ocorre a fase de declinio
(Madigan et al, 2003) .
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De acordo com Verschuere et al (2000) probidtico € um suplemento microbiano vivo com
efeitos benéficos para o hospedeiro, pela modifica¢do de sua comunidade microbiana associada e
para o ambiente de cultivo, assegurando melhoria no uso da alimentacdo e de seu valor
nutricional, melhorando a resposta do hospedeiro a doencas e também a qualidade do ambiente.
Probioticos podem controlar a ocorréncia de microorganismos patogénicos e ou indesejaveis pela
competicdo por nutrientes e atividades predatorias (Decamp et al, 2002)

O presente estudo se propds a verificar o efeito do EM-4 como probiotico analisando a sua
interferéncia sobre as bactérias mesofilas (em concentracdes de 0,5 e 1,5% de NaCl), sobre as
bactérias laticas, bolores e leveduras, vibrio sp e bactérias coliformes termotolerantes. Foi
também analisada a interferéncia do produto sobre os parametros fisico-quimicos e sobre 0s
indices de produtividade dos viveiros.

Organismos mesofilos sdo 0s que apresentam crescimento 6timo em temperaturas entre 20 e
45°C (Madigan et al, 2003), sendo os aerdbicos recicladores de matéria organica.

Vibrios sdo patdgenos oportunistas, ocorrendo como doencas secundarias a condicdes
estressantes (Galli et al, 2001) e em alguns casos podem apresentar riscos a salde publica como
V. Parahemolitico (Barbieri e Ostrensky, 2002). Muitos sdo produtores de quitinases (Suginta et
al, 2000), portanto capazes de digerir a quitina, um dos componentes do exoesqueleto do
camardo. Coliformes a 45°C sdo indicativos utilizados para estimar E.coli devido a alta

incidéncia desse microrganismo nesse grupo (Silva et al,1997).

2 - MATERIAIS E METODOS

O experimento de cultivo do camardo onde foi testado o probiético EM-4 foi realizado na
estacdo experimental Yakult-Universidade federal de Santa Catarina - Barra do Sul - SC, Brasil.
Para os testes microbioldgicos foi utilizado o laboratério de microbiologia do departamento de
ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC em Floriandpolis-SC. As coletas e medicdes
aconteceram no periodo entre 03/02 a 03/06/2004, sendo que a parte laboratorial se estendeu até
0 més de agosto 2004.

Para o experimento foram utilizados 6 viveiros de cultivo de solo natural com 1,25 ha como
unidades experimentais, sendo que aleatoriamente foram definidos os tratamentos 1 ( com
probidtico ) e 2 ( sem probidtico). Os viveiros de numeros 1, 3, 10 receberam adicdo do
probidtico e os de numeros 2, 9,11 ndo tiveram adi¢cdo do produto. Essas unidades foram
definidas por sorteio.
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Para preparacdo os viveiros foram secados 30 dias antes do povoamento. Foi aplicado 1500
kg de calcario dolomitico/ha, e como fertilizacdo 45 kg de nitrato e 7 kg de superfosfato
triplo/ha. O povoamento foi realizado com juvenis de 3 gramas, transportados a seco, com
densidade de cultivo de 21 camar&es/m®.

Durante o cultivo procurou-se minimizar as trocas de agua, que ocorreram nos dias 20/02
(30%), 28/02 (40%), 01/04 (40%), 19/04 (10%) e 05/05 (30%). O povoamento ocorreu em
29/01/2004 e as colheitas durante 0 més de julho do mesmo ano. Os camardes foram
alimentados 2 vezes ao dia no sistema de bandejas, com racao propria para a espécie contendo
35% de proteina. A salinidade média do cultivo foi de 15,5 ppt.

Para o preparo e aplicacdo do probidtico utilizou-se a mesma metodologia empregada nas
fazendas de producdo. Primeiramente, 0 produto passou por processo de ativacdo que consiste
em diluir 1 litro do produto comercial juntamente com 0.5 litro de melago em 8,5 litros de agua.
O recipiente pléastico era fechado hermeticamente para fermentacdo a uma temperatura de 25°C a
30°C. Apds fermentacdo (estufamento) o gas era retirado e aguardada novamente a fermentacéo,
caracterizada por novo estufamento. Uma vez ativado os 10 litros eram colocados em 1000 litros
de agua, retirada dos viveiros, com mais 10 litros de melago. Ap6s 24 horas essa diluicdo era
aplicada a uma razdo de 300 litros por Ha, pela manhd,diariamente, durante todo o ciclo de
producéo..

Diariamente as 8:00 horas foram monitorados, o pH ( phmetro Master Alfatecnoquimica),
oxigénio dissolvido, temperatura, saturagdo de oxigénio ( YSI 55) e duas vezes por semana
foram medidas as concentracdes de aménia , nitrito , nitrato , (Alfakit® e fotocolorimetro solar
SL 2 K)

As coletas para as analises microbioldgicas foram realizadas quinzenalmente. Em cada
viveiro era coletado material da interface solo — d4gua em 3 diferentes pontos, utilizando-se tubos
de PVC 6,3 PN 750 kPa, previamente autoclavados. As amostras eram etiquetadas e
armazenadas em caixas térmicas e transportadas em ambiente climatizado (21°C) até o
laboratdrio onde se procediam as analises microbioldgicas.

No laboratério, as amostras de cada viveiro eram homogeneizadas e retiradas 25 gramas, que
eram diluidas em 225 gramas de solucdo tampdo fosfato salino e em seguida procedidas
diluicBes decimais até 10°. As analises foram realizadas em duplicata para cada diluicio e de
acordo com metodologia APHA 2001 e Silva et al 1997. Para coliformes foi utilizada a técnica
do NMP (nimero mais provavel) com 3 diluicbes e 3 repetigdes. Bactérias acido — laticas:
semeadura em meio MRS com incubacdo a 30°C por 48 horas. Microrganismos meséfilos, 0,5 %



12

e 1,5 % de NaCl, semeadura em meio PCA com incubacdo a 35°C por 48 horas. Bolores e
leveduras semeadura em meio PDA acidificado com incubacdo a 25°C por 72 horas. Para
Vibrios, usou-se a técnica de semeadura de superficie em TCBS onde foram amostradas 5
coldnias da diluicdo mais adequada e realizou-se as seguintes provas bioquimicas: crescimento
em 3%, 6%, 8% de NaCl; oxidase; indol; motilidade; oxidacdo/fermentacdo; coloragdo em
TCBS; coloracdo de gram e microscopia. Foi considerado Vibrio sp toda coldnia que atendia as

caracteristicas descritas por Holt et al (1994) apud Silva et al (1997).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO.

Nas figuras 1 a 5 sdo apresentados os graficos com os resultados microbioldgicos por coleta,
comparando o0s 2 tratamentos com os respectivos resultados para ANOVA e teste Tukey e T. Os
resultados demonstram ndo haver diferencas entre os tratamentos nas datas de coletas,
apresentando apenas diferencas entre as diferentes coletas, em funcéo da evolucéo da populacéo
bacteriana. A populacdo de bactérias laticas se manteve estavel durante todo o periodo de
cultivo, ndo apresentando variagdo no numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

durante o periodo de cultivo ( fig 1).

bacterias laticas

8000
7000 -
6000 - 4
5000 -
4000
3000 a
2000 aa ]

a a a
1000 00
0 [__ill_j__::lll | |
3/fev 17/fev 2/mar 16/mar  30/mar 13/abr 27/abr 3/jun

datas coletas

UFC/g

‘I:lcom probiotico B sem probiotico

Fig. 1 — variacéo da populagdo de bactérias laticas durante o periodo de cultivo. Média de 3 viveiros para cada tratamento
Analisados através de ANOVA . Letras iguais mostram néo haver diferengas entre médias.

UFC/g = unidades formadoras de coldnias por grama. No dia 3 de fev néo foi realizada analise.
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Villamil et al (2003) realizaram experimento com adi¢do de Lactobacillus para controle de
V.alginolyticus em cultura artemia de onde obtiveram resultado positivo apenas para L.brevis
em concentracdo 1,0 x 10° bacteria por ml. No entanto Gatesoupe relata que bactérias acido-
lacticas aumentam a resisténcia para larvas de rodovalho, guando fornecidas via artémia (Patra e

Mohamed, 2003).

Para microrganismos mesofilos a 1,5 % de NaCl (fig. 2) houve variacdo na populacdo
durante o periodo de cultivo, mas ndo entre os tratamentos ( 0,05%) ocorrendo diferenca
estatistica apenas na coleta 5 que corresponde ao dia 30/03/2004 passando de 5,6 x 10> ufc/g
(T1) e 5,3 x 10° ufc/g (T2) para 1,5 x 10° ufc/g e 2,8 x 10° ufc/g respectivamente voltando ap6s

aos niveis anteriores.

Microrganismos mesOfilos 1,5% NacCl

a

3,00E+06
2,50E+06
ke) 2,00E+06 ab
S 1,50E+06 ab ab
S 1,00E+06 b b b b b b—b bI b P
5,00E+05
0,00E+00 ,_:. i:- i:- i:- : :
3/fev 17/fev 2/mar 16/mar 30/mar 13/abr 27/mar 3/jun

datas coleta

‘EI com probiético [l sem probidtico ‘

Fig. 2 — variagdo na populagdo de microorganismos mesofilos a 1,5 % de NaCl durante o periodo de cultivo. Media de 3 viveiros para cada

tratamento,. Analisados através de ANOVA. Letras iguais mostram nao haver diferenga entre medias.

UFC = unidades formadoras de colonias

O mesmo aconteceu para microrganismos mesofilos a 0,5 % de NaCl, como pode ser
observado na fig. 3, os quais também ndo apresentaram variacao entre os tratamentos (0,01%),
apenas aumento nas ufc/g entre 16/03 e 30/03/2004 (0,01%) passando de 2.0 x 10° ufc/g (T1) e
5,0 x 10° ufc/g (T2) para 1,4 x 10° ufc/g e 2,4 x 10° ufc /g, respectivamente, voltando aos

niveis anteriores durante o restante do cultivo.
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microrganismos mesofilos a 0,5% NaCl

3,00E+06 2
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Fig. 3 — variacéo na populagdo de microorganismos mesofilos a 0,5 % de NaCl durante o periodo de cultivo. Média de 3 viveiros para cada

tratamento,. Analisados através de ANOVA. Letras iguais mostram nao haver diferenga entre médias.

UFC = unidades formadoras de colonias

A similaridade encontrada entre mesofilos a 0,5% e 1,5% de NaCl e entre os tratamentos
sugere que o desenvolvimento dos microrganismos nao depende da adicdo do probidtico e da
concentracdo salina. O desenvolvimento similar encontrado para ambas as concentracdes sugere
adaptabilidade as diferentes salinidades que podem ocorrer durante o cultivo. O pico de
desenvolvimento ocorrido na 5% coleta (30/03/04) pode estar ligado a disponibilidade de
nutrientes ou outra condicdo propicia necessitando maiores investigacbes. O fato da
concentragdo de UFC/g ter permanecido na faixa de 10° durante a maior parte do periodo sugere
gue com manejo adequado possa-se manter a concentracdo desses microrganismos € manter a
decomposicdo da matéria organica incorporada ao sistema durante o cultivo. Essas
concentracBes sdo similares as encontradas por Shariff et al (2001), onde a média para TPC (
contagem total em placa ) no sedimento, foram respectivamente, 6,8 x 10° ufc/g e 4,8 x 10° ufc/g
para viveiros com e sem adi¢do de probidtico. No entanto Devajara et al (2002) encontraram
resultados diferentes, em estudo com 2 probidticos em camardo, tendo resultado em media de
TPC maior para o produto 1 ( 1,2 x 10° ufc/g) em relacéo ao produto 2 ( 1,0x10%ufc/g) e controle
(3,7 x 10°ufc/g). Nogami e Maeda (apud Goemez-Gil et al,2000) usaram repetidas inoculacées
da cepa PM4 em larvicultura de caranguejo, mas o nivel de bactérias ndo excedeu 10° ufc/ml.
Isto foi atribuido pelos autores ao consumo, dessas bactérias, por protozoarios. Outra
possibilidade é a limitagdo do crescimento bacteriano por falta de nutrientes (Gomez-Gil et al,
2000). Abraham et al (2004) sugerem que o crescimento bacteriano estéa ligado a abundancia de
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nutrientes derivados dos excessos de alimentos, excre¢do do camarao e outras fontes de matéria
organica.

Para bolores e leveduras (fig 4) foi encontrada diferenca estatistica entre momentos diferentes
do cultivo (0,05 %), ocorrendo aumento nas ufc/g nas coletas de 17/02 e 02/03/2004,
correspondendo ao primeiro més de cultivo, sendo que este aumento foi maior nos viveiros onde
ndo houve aplicacdo do probiotico, voltando posteriormente aos niveis iniciais. A ANOVA para

0s tratamentos mostrou ndo haver diferenca entre eles (0,05%).

bolores e leveduras

1,40E+03 5 a
1,20E+03 -
1,00E+03 -
8,00E+02 - ab ab
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4,00E+02 -
2,00E+02{ b b b b

0,00E+00 I |

3/fev 17/fev 2/mar 16/mar 30/mar 13/abr 27/abr 3/jun

UFC/gr

datas de coleta

O com probiotico B sem probiotico

fig 4 — variagfo na populagdo bolores e leveduras durante o periodo de cultivo. Média de 3 viveiros para cada tratamento,. Analisados
através de ANOVA. Letras iguais mostram néo haver diferenga entre médias.

UFC = unidades formadoras de colonias

Leveduras foram utilizadas com sucesso quando fornecidas via racdo em L.vannamei,
melhorando a resisténcia em juvenis a vibriose (Irianto e Austin, 2002). No presente trabalho ndo
houve indicadores positivos para leveduras. Em relacdo ao contetdo de bolores e leveduras em
solo de viveiro pouca literatura esta disponivel. Maiores pesquisas nessa area se fazem
necessarias pela sua importancia no fitoplancton.

Vibrio sp (fig. 5) foi avaliado nas coletas dos dias 30/03 - 13/04 - 27/04 e 03/06/2004,
havendo diferenca significativa entre os tratamentos (0,01%) apenas na coleta do dia 27/04 para
o0 tratamento com adicdo do probidtico que apresentou uma concentracao de ufc/g maior que no

tratamento sem adicdo do produto. Esta foi a maior concentracdo ocorrida durante as medicdes

para essa bactéria.
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vibrio sp
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fig 5 — — variacdo na populagéo Vibrio sp durante o periodo de cultivo. Média de 3 viveiros para cada tratamento,. Analisados através de
ANOVA. Letras iguais mostram ndo haver diferenca entre médias.

UFC = unidades formadoras de coldnias.

Com aplicacédo do produto microbiano esperava-se um possivel controle desse microrganismo
bastante comum em viveiros. Os resultados obtidos mostraram diferenca apenas na coleta do dia
27/04, onde a concentracdo de UFC/g foi estatisticamente superior nos viveiros que receberam o
produto microbiano, sendo que neste periodo ocorreu mortalidade por vibriose nos viveiros 3
(com adicdo de probiotico) e 11 (sem adicdo de probiotico). Durante o resto do periodo
mensurado ndo ocorreram diferencas nos nimeros de UFC/g sugerindo a ndo acdo do produto
sobre a populacdo de vibrionaceas. Utilizando 2 probi6ticos comerciais, em viveiros de camarao
tigre, Devajara et al (2002) observaram um decréscimo na populagdo de vibrio presuntivo
durante o ciclo de cultivo, nos viveiros com tratamento de probidtico , em relagdo ao controle.
No entanto em experimento conduzido por Shariff et al (2001), a adicdo de probiédtico, também
em viveiros de camarao tigre, ndo teve efeito sobre a populacdo de vibrio presuntivo, medido no
sedimento e na agua.

Para coliformes a 45°C os resultados obtidos ndo permitiram andlise estatistica, porque as
concentracfes mantiveram-se menor que 3 NMP /g, com excecdo do viveiro 10 na primeira
coleta que apresentou 10 NMP/g e do viveiro 9 na terceira coleta com 9 NMP/gr, indicando
claramente que os viveiros de producdo ndo constituem bom ambiente para coliformes. Embora
ndo exista legislacdo para coliformes em solo de viveiro de aqlicultura, os niUmeros encontrados
sdo baixos e ndo variaram durante o cultivo.

Na figura 6 podem ser observados os resultados dos parametros fisico-quimicos (amonia,
nitrito, nitrato) observados durante o ciclo de cultivo. As curvas para T1 e T2 sdo sobrepostas

indicando que né@o houve diferencas entre os tratamentos.
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0s niveis se mantiveram dentro desses valores durante a maior parte do cultivo, havendo variacdo
para mais apenas no periodo entre 30/04 e 15/05.

O segundo passo da nitrificacdo leva a formagdo do nitrato, substancia que pode degradar a
qualidade da agua do viveiro pela liberagdo de H* e consumo de oxigénio durante a oxidagdo. A
toxidez por nitrato ndo € considerada problema e por isso poucos trabalhos tem sido realizados
para medir seu efeito (Arana,1997). O mesmo autor cita Colt e Armstrong (1981) os quais
afirmam que a concentracdo de nitrato para a maioria dos animais aquaticos fica entre 1000 e
3000 mg/litro. Durante o cultivo as medicdes de nitrato indicaram uma flutuacéo entre 0,5 a 2,0
mg /litro, sendo este um indice considerado baixo por Gradba et all 1974 apud Arana. (1997).

O pico na concentracdo de amdnia ocorreu entre os dias 23/04 e 30 /04 tendo decrescido
rapidamente no dia 7/05 . Para o nitrito esse pico ocorreu entre 30/04 e 14/05 indicando uma alta
eficiéncia no primeiro passo da nitrificacdo para ambos os tratamentos. Se observa na figura 6
que para o nitrato esse pico ocorreu entre os dias 7 e 21/05 com concentracdo maxima em 14/05
data em que a curva do nitrito estava em queda o que sugere também um boa eficiéncia no
segundo passo da nitrificagdo em todos 0s viveiros.

A anélise de correlacdo e regressdo para esses 3 fatores, mostrou haver uma interdependéncia
entre eles, sugerindo que durante todo o cultivo as bactérias nitrificantes foram eficientes para
esse processo

Na despesca foram medidos os seguintes indices de produtividade: producdo/Ha, taxa de
conversdo alimentar, sobrevivéncia e peso médio. Os resultados sdo apresentados na tabela 1. A
analise estatistica demonstrou nao haver diferencas entre os tratamentos T1 e T2.

Tabela 1

Dados de produtividade ao final do cultivo.

Trat. Dias de cultivo producdo/ha T.CA. sobrevivéncia peso medio

T1 167,7 2417,6 Kg? 1,892 82,3 %° 14,29a
(£5,0) (+478,82) (£0,27) (x19,3) (x0,72)

T2 172,3 24446 Kg? 1,982 83,0 13,8¢?
(+11,0) (+498,53) (£0,22) (+14,73) (+1,58)

TCA - taxa de conversao alimentar. Kg de camardo / kg racao
Densidade de cultivo: 21 camardes/ m2, para ambos os tratamentos.

T1 - com adigdo de probidtico. T2 — sem adigdo de probidtico.
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Com adicao do probiotico esperava-se uma melhor reciclagem de nutrientes, o que refletiria
em uma melhor conversao alimentar. O consumo aparentemente elevado pode estar ligado ao
periodo de cultivo, que foi maior que em anos anteriores.

A sobrevivéncia que entre outros fatores é dependente da sanidade do cultivo, também néo foi
afetada pelo uso do probidtico. Foram observadas mortalidades nos viveiros 3 e 11, sendo o
primeiro com tratamento 1, e que consequentemente tiveram as menores sobrevivéncias, 62% e
75% respectivamente. A mortalidade foi consequiéncia da presenca de vibriose nesses viveiros.
Uma boa eficiéncia do produto deveria ter impedido o estabelecimento de doencgas no viveiro 3.

A produtividade em ambos os tratamentos foi considerada normal ou até acima da
produtividade regional.

O uso de probidticos em viveiros de carcinicultura é crescente e controverso. Ndo ha estudos
conclusivos que venham a comprovar bons resultados para esta pratica em viveiros de engorda.
Estudos conduzidos por 20 anos na Universidade Auburn nos EUA confirmam esta hipdtese,
pois ndo demonstraram melhorias na qualidade da dgua e do sedimento em viveiros tratados com
indculos bacterianos ( Boyd, 2004).

A acdo de aditivos microbianos em viveiros de cultivo se torna complexa, pois 0 mesmo tem
que disputar espaco com uma microbiota residente e amplamente distribuida no viveiro e que
pode promover resisténcia a colonizagdo de novas células. Concorre também o aporte de indculo
de bactérias quando a dgua é admitida ao viveiro no inicio e durante o cultivo. Essa microbiota
admitida ja estd adaptada as condicdes locais se instalando mais facilmente que a adicionada via
produto microbiano que, normalmente, é produzido em outras condi¢des. Ao ser aplicado o
probidtico dilui-se no meio de cultivo, o que faz com que a concentracdo de células adicionadas
seja proporcionalmente pequena, em relacdo ao numero de células das espécies residentes. 1sso
acarreta condi¢Oes de concorréncia desvantajosas dificultando sua implantagdo. A microbiota
introduzida teria que ter elevada capacidade competitiva sendo obrigatério nesse caso um
monitoramento constante do produto antes da aplicacdo, para evitar seu uso durante fase
inadequada, o que diminuiria ainda mais sua eficiéncia. Alem disso, tem que se que considerar
gue cada microorganismo tem seu nicho ecoldgico primario onde tem um maximo de
desenvolvimento e que uma distadncia de 3mm que parece minima, para um microrganismo
pode representar uma distancia de 2 Km com diferentes gradientes fisico-quimicos que podem
retardar ou impedir seu desenvolvimento (Madigan et al, 2003). Para se tornar viavel teria que
se adicionar o probidtico em altissimas concentragdes de UFC/ml e que garantisse, apos

diluicdo, uma concentracdo similar a aquela existente no ambiente o que permitiria a introducéo
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do in6culo com maior eficiéncia. Entretanto esse maior volume ou concentracdo certamente teria
implicacdes praticas e econdmicas que inviabilizariam o seu uso. Outra opgdo seria utilizar uma
guantidade de produto muito alta o que também possivelmente ndo garantira a eficiéncia devido
a obrigatoriedade de concorréncia com a microbiota ja instalada. Estudos mostram que seu uso é
possivel, (Sotomayor e Balcazar, 2003 ; Gulliam e all , 2004) desde que a microbiota inicial
antes da aplicacdo do produto seja controlada, ou entdo através da adicdo na racdo onde o
produto seria ingerido pelo animal e o processo seria diferente. Rengpipat et al (2000) obtiveram
melhores sobrevivéncia e crescimento em P. monodon alimentado com Bacillus s11.

Acreditamos que a melhor maneira de manejar a microbiologia dos viveiros de cultivo de
camardes seria através da adocgdo de praticas de manejo que visem facilitar a manutencéo de uma
microbiota desejavel. Entre elas podemos citar a regulacdo da relacdo C/N, aeracdo para
incorporacdo de oxigénio e manutencdo das particulas em suspensdo com intlito de evitar a
formacdo de uma camada orgéanica anaerdbica, aplicacdo de calcario para controle da
alcalinidade, preparo adequado do solo antes da entrada da 4gua e procurando obter um ambiente
0 mais homogéneo possivel.

Portanto a microbiota de um viveiro parece ndo ser influenciada pela adicdo de produtos

microbianos e sim pelo adequado manejo do viveiro.

4 - CONCLUSOES
Para as condi¢des em que foram desenvolvidos os estudos podemos concluir que:

- N&o ha nenhuma relacdo entre a aplicacdo do probidtico testado e o crescimento
microbiano da dgua e fundo do viveiro

- O produto ndo melhora os niveis de oxigénio e ndo reduz os niveis de amdnia, nitrito
e nitrato.

- O produto ndo é indicado para aplicacdo nos viveiros de cultivo, pelo menos nas
condigdes em que € utilizado.

- O produto ndo mostrou vantagens sobre indices de produtividade, como ganho de

peso, producdo por ha, conversao alimentar e sobrevivéncia.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica
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