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Resumo 

O objetivo desse estudo foi selecionar Bacillus de camarões selvagens para uso 

como probiótico na carcinicultura. Bacillus circulans e Bacillus subtilis foram isolados 

do intestino de Farfantepenaeus subtilis e demonstraram antagonismo contra Vibrio 

harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus e Vibrio mimicus em testes in vitro. 

Posteriormente, essas bactérias inibiram Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (VP) 

em uma ampla faixa de pH e salinidade e produziram lipase, amilase e protease in vitro, 

demonstrando que esses Bacillus possuíam características requeridas para experimentos 

in vivo. Então, juvenis de Litopenaeus vannamei foram cultivados com as dietas: ração 

+ B. subtilis (BS); ração + B. circulans (BC) e ração sem bactérias (Controle). A cada 

15 dias, amostras foram coletados para quantificação bacteriana e de atividade 

enzimática. Ao final de 45 dias, o peso dos camarões alimentados com BS e BC foi 

significativamente maior comparados ao grupo controle. Houve um significativo 

aumento de Bacillus spp. e redução de Vibrio spp. no intestino e hepatopâncreas, 

sobretudo após 30 e 45 dias. As atividades da tripsina, quimotripsina, lipase e amilase 

aumentaram significativamente nos camarões alimentados com BC e BS, 

principalmente após 30 dias. Após 60 dias, a expressão de genes do sistema 

imunológico (proPO, LGBP e HEM) aumentou significativamente nos camarões 

alimentados com BS e BC. Adicionalmente, os camarões foram infectados (injeção) e 

desafiados (água) com VP. A sobrevivência dos camarões alimentados com BC foi 

significativamente maior após infecção e não houve diferenças após desafio. A 

expressão da proPO não diferiu entre as dietas após infecção e desafio. Houve uma 

redução de Vibrio spp. e significativo aumento de Bacillus spp. no intestino dos 

camarões alimentados com BC e BS após desafio. Durante todo o período experimental, 

o aumento de Bacillus nos camarões alimentados com BC e BS sugere que houve 

colonização no trato digetório de B. circulans e B. subtilis. Isso pode ter incrementado a 

atividade enzimática, melhorando a digestão e ganho de peso, reduzido Vibrio spp. e 

aumentado a expressão de genes do sitema imunológico, tornando os camarões mais 

resistentes ao VP (dieta BC). Assim, B. circulans e B. subtilis apresentam potencial para 

utilização como probiótico na carcinicultura.      

 

Palavras-chave: Carcinicultura, Bacillus spp., Vibrio spp., atividade enzimática, 

expressão genética.
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Abstract 

This study focused on selecting wild shrimp Bacillus for a probiotics use in 

shrimp farming. Bacillus circulans and Bacillus subtilis were isolated from the 

Farfantepenaeus subtilis intestine and have showed antagonism against Vibrio harveyi, 

Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio mimicus in in vitro tests. Afterwards, 

these bacteria inhibited Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (VP) in a wide pH and 

salinity range and produced lipase, amylase and protease in vitro showing that these 

Bacillus had the needed requirements for in vivo experiments. Thus, juveniles of 

Litopenaeus vannamei were grown according to the following diet: feed + B. subtilis 

(BS); feed + B. circulans (BC) and feed without bacteria (Control). Every 15 days 

samples were collected in order to quantify the bacteria and enzyme activity. After 45 

days, the shrimp’s weight fed with BS and BC was significantly higher when compared 

to the control group. There was a significant increase in Bacillus spp. and a Vibrio spp. 

reduction in the intestine and hepatopancreas, especially after the 30
th

 and 45
th

 day 

mark. The trypsin, chymotrypsin, lipase and amylase also had significant increase in 

shrimp fed with BC and BS, especially after the 30
th

 day mark. After 60 days, the 

immune system gene expression (proPO, LGBP and HEM) increased significantly in 

the shrimp fed with BS and BC. In addition to these experiments, the shrimp were 

infected (by injection) and challenged (water) against VP. The shrimp fed with BC diet 

had significantly higher survival rates after the injection and there were no differences 

after the challenge. The proPO expression did not differ between diets after infection or 

challenge. There was a Vibrio spp. reduction and a significant Bacillus spp. increase in 

the shrimps’ intestines which were fed with BC and BS diets after the challenge. The 

Bacillus spp. increase in shrimp fed with BC and BS diets suggest that there was 

colonization in the gastrointestinal tract during all the experimental period. This may 

have increased the enzyme activity improving digestion and weight gain, reduced the 

Vibrio spp. and increased the immune system gene expression, making the shrimp more 

resistant to infection (BC diet). Thus, B. circulans and B. subtilis have showed the 

potential for its application as probiotics in shrimp farming. 

 

Key words: Litopenaeus vannamei, Bacillus spp., Vibrio spp., enzyme activity, 

immunology. 
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1- Introdução 

Apesar do potencial da carcinicultura marinha, atualmente a atividade enfrenta 

uma desaceleração do crescimento devido ao aumento de doenças causadas por vírus ou 

bactérias (WONGSASAK et al., 2015). Diante desse cenário, a prevenção de doenças é, 

atualmente, o maior desafio da carcinicultura. Entre os microrganismos responsáveis 

por surtos de doenças, bactérias do gênero Vibrio estão frequentemente associadas a 

infecções e altas taxas de mortalidade no cultivo do camarão Litopenaeus vannamei 

(KUMAR et al., 2014; LOMELI-ORTEGA et al., 2014).  

O controle de Vibrio spp. na aquicultura de forma a evitar o surgimento de 

doenças tem resultado no uso abusivo de drogas antimicrobianas (antibióticos) que pode 

resultar em um aumento da resistência de linhagens potencialmente patógenas dessas 

bactérias (ESIOBU et al., 2002). Dessa forma, um método alternativo, em detrimento do 

uso de antibióticos em sistemas de aquicultura, é a aplicação de probióticos que são 

definidos como um conjunto de microrganismos vivos que, quando consumidos em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (REID et al., 2003). 

Assim, a suplementação da dieta com microrganismos é um novo enfoque para alcançar 

benefícios imunológicos e nutricionais para os camarões cultivados (MOHAPATRA et 

al., 2012; NEWAJ-FYZUL et al., 2014). 

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

estado nutricional dos animais através da produção de enzimas digestivas, a melhora do 

sistema imunológico do hospedeiro e a redução da incidência de patógenos através do 

mecanismo de exclusão competitiva (VERSCHUERE et al., 2000; VINE et al., 2006). 

Entre as bactérias com potencial para uso na carcinicultura, o gênero Bacillus destaca-se 

devido à capacidade de produção de compostos antibióticos contra patógenos e 

competição por espaço e nutrientes, secreção de enzimas e promoção de um incremento 
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na resposta imunológica dos camarões (MORIARTY, 1998). Pesquisas demonstram que 

espécies de Bacillus quando adicionadas ao cultivo através da água ou do alimento, 

promovem nos camarões cultivados os benefícios atribuídos ao uso de probióticos (LI et 

al., 2009, TSENG et al., 2009; NIMRAT et al., 2012; ZOKAEIFAR et al., 2014). 

A seleção de bactérias probióticas para utilização no cultivo de camarões 

normalmente é realizada através de testes realizados in vitro que avaliam a capacidade 

desses microrganismos inibirem o crescimento de patógenos e produzirem enzimas 

digestivas (VASEEHARAN e RAMASAMY, 2003; JANARTHANAM et. al., 2012). 

Alguns autores sugerem o isolamento de bactérias do ambiente no qual o animal está 

inserido ou do próprio hospedeiro (DEFOIRDT et al., 2007), uma vez que as candidatas 

não devem ser patogênicas e devem ser capazes de sobreviver e crescer no local onde 

são aplicados enquanto exercerem os seus efeitos benéficos (GOMEZ-GIL et al., 2000; 

BALCÁZAR et al., 2007;  TINH et al., 2008). Assim, o isolamento de bactérias do trato 

digestório de camarões selvagens da costa Nordeste do Brasil pode ser uma alternativa 

promissora para encontrar probióticos para carcinicultura marinha.  

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi selecionar Bacillus spp. do trato 

digestório de camarões selvagens com potencial para uso como probiótico na 

carcinicultura marinha, através da realização de ensaios in vitro de antagonismo contra 

espécies de Vibrio e de produção de enzima, bem como avaliar os possíveis benefícios 

atribuídos ao conceito de probiótico nos camarões cultivados (in vivo) com dietas 

suplementadas com os Bacillus selecionados. 
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Revisão de literatura 

Na década de 90, o cultivo de camarões marinhos apresentou um período de 

rápido crescimento no Brasil, alcançando a maior produção registrada no país com um 

total de 90.190 ton em 2003, onde a região Nordeste foi responsável por 95,2% dessa 

produção (ROCHA, 2007). Nos anos seguintes houve uma brusca queda nessa produção 

devido a alguns fatores como a desvalorização do dólar e, sobretudo, a ocorrência de 

enfermidades que são consideradas como uma das principais causas de queda na 

produção de camarões (MOSS, 2002; MADRID, 2005). 

De acordo com último Boletim Estatístico da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013), a 

aquicultura marinha respondeu por aproximadamente 6% do total da produção de 

pescados no Brasil no ano de 2011, onde a carcinicultura foi responsável por 78% dessa 

produção (65.670,6 ton). No entanto, apesar do potencial nacional para a atividade, 

houve uma queda de 5,4% na produção da carcinicultura em relação à estatística do ano 

anterior. Além de fatores econômicos, a ocorrência de enfermidades tem comprometido 

a cadeia de produção de camarões marinhos tanto no Brasil como em todo o mundo, 

resultando em redução na produção (WONGSASAK et al., 2015). 

As enfermidades que comprometem a cadeia produtiva de camarões marinhos 

podem ser virais ou bacterianas. Entre as doenças virais, o vírus da Mionecrose 

Infecciosa (IMNV) foi o principal responsável pelo declínio da produção nacional a 

partir de 2004. Além do IMNV, outras doenças como a Síndrome de Taura (Taura 

Syndrome Virus – TSV), a doença da cabeça amarela (Yellow Head Virus – YHV) e a 

doença da mancha branca (White Spot Syndrome Virus – WSSV) podem ocasionar 

perda total da produção (MADRID, 2005).  

Entre as doenças bacterianas, destacam-se aquelas causadas por bactérias do 

gênero Vibrio. Em vários países, a carcinicultura vem sofrendo com a incidência desses 
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patógenos oportunistas que são frequentemente associados com baixas taxas de 

sobrevivência em larviculturas ou sistemas de engorda (SAULNIER et al., 2000). Desde 

a década de 90, mortalidades são associadas à presença de diferentes espécies de Vibrio 

e foram relatadas para Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei na Indonésia, 

Tailândia, India, Filipinas, Austrália, Taiwan e Equador (KARUNASAGAR et al., 

1994;  BATICADOS et al., 1990; LAVILLA-PITOGO et al., 1990; PIZZUTTO e 

HIRST, 1995; SONG e LEE, 1993; LIU et al., 1996; ROBERTSON et al., 1998).  

Recentemente, a indústria do cultivo de camarão da Ásia foi afetada pela Síndrome da 

Mortalidade Precoce (EMS), também conhecida como Síndrome da Necrose Aguda do 

Hepatopancreas (AHPNS), onde a bactéria causadora da doença foi identificada como 

um Vibrio parahaemolyticus capaz de produzir uma toxina responsável pela patologia 

primária nos camarões infectados (TRHAN et al., 2013; LOMELÍ-ORTEGA e 

MARTÍNEZ-DÍAZ, 2014). 

Um dos mecanismos de patogenicidade de Vibrio spp. está relacionado com 

alguns  produtos extracelulares como proteases, fosfolipases e hemolisinas. Em estudo 

realizado por Austin e Zhang (2006), a exposição experimental de diferentes espécies de 

camarões a esses produtos extracelulares resultou em um significativo aumento na taxa 

de mortalidade dos animais. Além disso, órgãos como hepatopâncreas e brânquias 

quando infectados por Vibrio spp. podem ter suas funções vitais comprometidas, 

levando o animal a uma consequente morte (ESTEVE e HERRERA, 2000). 

Bactérias do gênero Vibrio spp. podem atuar tanto como agente primário quanto 

secundário de infecção. Como agente secundário, esses microrganismos podem atuar de 

forma oportunista quando os camarões estão imunologicamente comprometidos devido 

a causas primárias como a presença de outros agentes infecciosos, deficiência 

nutricional, práticas de manejo e estresse ambiental em decorrência de bruscas 
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alterações nos parâmetros físico-químicos da água de cultivo (SAULNIER et al., 2000; 

LIU et al., 2010). Como exemplo, Phuoc et al. (2008) concluíram que em ausência de 

estresse por exposição a concentrações de amônia, salinidade ou submissão a um 

período prolongado de fome, as pós-larvas de L. vannamei não foram suscetíveis a 

infecção por diferentes linhagens de V. campbellii, V. harveyi e V. penaeicida. 

Em estudo realizado por Li et al. 2010, os animais submetidos a um estresse por 

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

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

mortalidade dos camarões previamente estressados. Em outro estudo, os mesmo autores 

encontraram uma queda nos parâmetros imunológicos de L. vannamei ao expor esses 

camarões a um estresse por pH alto ou baixo e uma consequente menor resistência ao 

desafio contra V. alginolyticus (LI et al., 2008).  

Espécies de Vibrio estão abundantemente presentes tanto no ambiente natural 

quanto no ambiente de cultivo. Essas bactérias podem ser encontradas aderidas a 

microalgas, no zooplâncton, na comunidade bacteriana do trato digestório dos camarões 

e no biofilme da parede dos tanques de cultivo (THOMPSON et al., 2004). Dessa 

forma, a abundância natural de Vibrio spp., assim como sua ubiquidade, taxa de 

multiplicação e habilidade para adaptar-se a mudanças ambientais em sistemas 

aquícolas, ressaltam a importância da avaliação de seus efeitos patogênicos nos 

camarões e, sobretudo, do seu controle nos sistemas de aquicultura (SAULNIER et al., 

2000). 

Diante do exposto, a prevenção de doenças é, atualmente, o maior desafio da 

carcinicultura (HAMZA et al., 2015). O combate e prevenção às doenças nos camarões 

cultivados passaram a ser uma prática comum e essencial para a aquicultura. Nesse 

sentido, os produotres começaram a realizar algumas intervenções no cultivo como o 
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uso de imunoestimulantes, produtos químicos e, principalmente, antibióticos 

(PANIGRAHI e AZAD, 2007). 

Os antibióticos vêm sendo utilizados na tentativa de prevenir e controlar doenças 

na aquicultura (GULLIAN et al., 2004; MOHAPATRA et al., 2012). No entanto, o 

emprego abusivo dessas substâncias tem causado um aumento na resistência de 

linhagens de patógenas através da transferência de genes de resistência entre essas 

bactérias (YOUSEFIAN e AMIRI, 2009). Nesse sentido, os probióticos surgiram como 

uma alternativa ao uso de antibióticos e vêm sendo empregados nos sistemas de 

aquicultura (NEWAJ-FYZUL et al., 2014), uma vez que a composição microbiana dos 

organismos aquáticos pode oferecer forte influência no crescimento, imunidade e 

resistência a doenças (ZHEN et al., 2016). 

Algumas definições estão disponíveis para o termo probiótico, entre elas, 

“suplementos microbianos vivos que têm efeito benéfico ao hospedeiro, através da 

modificação da comunidade microbiana no hospedeiro ou no ambiente, o que 

proporciona melhorias na utilização dos alimentos, melhor resposta imunológica a 

doenças e qualidade de água” (VERSCHUERE et al., 2000). Logo, uma vez 

administrados, esses microrganismos são capazes de colonizar e se multiplicar no 

intestino do hospedeiro e proporcionar inúmeros benefícios pela modulação de vários 

sistemas biológicos do animal (CROSS, 2002). Assim, a manipulação da microbiota 

intestinal através da suplementação da dieta com microrganismos benéficos 

(probióticos) é um novo enfoque para a prevenção de doenças e para os aspectos 

nutricionais dos camarões cultivados (MOHAPATRA et al., 2012). 

Diferentes benefícios são mencionados para o uso de probióticos na carcinicultura, 

como: a eliminação de patógenos através da produção de compostos inibitórios e de 

competição por nutrientes e locais de adesão; o fornecimento de nutrientes e incremento 
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da atividade enzimática que resultam em uma melhor nutrição dos animais cultivados; a 

conversão do material orgânico dissolvido na água de cultivo (biorremediação), 

contribuindo para uma melhor qualidade de água; e melhora da resposta imunológica 

(GATESOUPE, 1999; GOMEZ-GIL et al., 2000; IRIANTO e AUSTIN, 2002; 

BALCAZAR et al., 2006).  

Entre as bactérias de interesse para uso como probióticos na aquicultura, as 

espécies do gênero Bacillus se destacam devido a características como a capacidade de 

controlar a proliferação de Vibrio spp., através da produção de compostos inibitórios 

(antibióticos naturais), competição com patógenos por nutrientes e locais de adesão e 

secreção de enzimas extracelulares (NINAWE e SELVIN, 2009). O gênero Bacillus é 

facilmente encontrado em sedimentos marinhos e naturalmente presente nas brânquias, 

cutícula e trato intestinal de organismos bentônicos como os camarões (SHARMILA et 

al., 1996). Essas bactérias podem ser administradas tanto através do alimento como 

diretamente na água de cultivo (MORIARTY, 1998), e têm demonstrado atividade 

inibitória contra espécies de Vibrio. Como exemplo, Vaseeharan e Ramasamy (2003) ao 

avaliarem o antagonismo in vitro de Bacillus subtilis BT 23 contra o V. harveyi em P. 

monodon, encontraram zonas inibitórias ao redor do crescimento do Bacillus de 3 a 6 

mm e redução da mortalidade dos camarões em condições in vivo, demonstrando que o 

crescimento dessa espécie patogênica foi controlado.  

O mecanismo de exclusão competitiva entre bactérias baseia-se na produção de 

substâncias primárias ou secundárias (compostos inibiórios) resultantes do metabolismo 

das células de bactérias probióticas responsáveis pela inibição de patógenos (VINE et 

al., 2006) que podem ser antibióticos naturais, bacteriocinas, lisozimas, proteases, 

sideroforos, peróxido de hidrogênio e ácidos orgânicos que atuam contra patógenos de 

diferentes formas (WILLIAMS e VICKERS, 1986; VANDENBERGH, 1993; PYBUS 
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et al., 1994; PANIGRAHI e AZAD, 2007; TINH et al., 2007, SUGITA et al., 2009). 

Para que as bactérias probióticas possam exercer antagonismo contra patógenos ou 

qualquer outro benefício ao hospedeiro, a capacidade de colonização desses 

microrganismos no intestino do animal é uma característica fundamental. A falta de 

eficácia dessas bactérias numa condição in vivo pode ser resultado da morte da bactéria 

no trato digestório, da ingestão seletiva do hospedeiro ou eliminação devido a constante 

evacuação dos animais (RIQUELME et al., 2000). Qualquer inabilidade de competir por 

locais de adesão e sobreviver no muco da parede do intestino sugere que o probiótico 

pode não ser capaz de se multiplicar o bastante para compensar a descarga das fezes 

(VINE et al., 2006).   

A competição por espaço para adesão e colonização na parede do intestino é um 

importante modo de ação contra bactérias potencialmente patógenas, uma vez que 

quando aderidos os patógenos causam malefícios ao hospedeiro (VINE et al., 2004; 

RINGO et al., 2007). Em estudo realizado por Luis-Villaseñor et al. (2011), espécies de 

Bacillus adicionadas a água foram capazes de aderir ao muco intestinal de L. vannamei, 

inibir o crescimento de V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. campbelli, V. alginolyticus e 

V. vulnificus e, ainda, incrementar a sobrevivência e desenvolvimento larval dos 

camarões. Da mesma forma, Rengpipat et al. (2000) encontraram células viáveis de 

Bacillus S11 no intestino de P. monodon após ofertar essa bactéria aos animais através 

da alimentação. 

Ao utilizar B. subtilis UTM 126 no controle de Vibrio spp., Balcazar et al. 

(2007), observaram que o mecanismo de ação do probiótico pode ter sido a exclusão 

competitiva, pois detectaram ao final do estudo a presença de B. subtilis no 

hepatopâncreas de juvenis de L. vannamei. A administração de B. subtilis através da 

dieta a juvenis de L. vannamei resultou em um aumento significativo da concentração 
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de Bacillus spp. e redução de Vibrio spp. no trato digestório dos animais durante o 

cultivo (ZOKAEIFAR et al., 2014). Silva et al. (2013), encontraram uma redução de 

Vibrio spp. tanto na água quanto em larvas e pós-larvas de L. vannamei após inclusão de 

Bacillus spp. no cultivo através da água ou alimento. Ke Li et al. (2007) ao administrar 

B. licheniformis a juvenis de L. vannamei encontraram uma quantidade 

significativamente mais baixa de Vibrio spp no trato intestinal desses animais. Ao 

administrar B. subtilis E20 na água de cultivo de larvas e pós-larvas de L. vannamei, Liu 

et al. (2009) encontraram melhor taxa de sobrevivência e desenvolvimento larval e 

maior inibição do crescimento de espécies de Vibrio na água.  

De acordo com Decamp e Moriarty (2006), probióticos podem proporcionar um 

incremento na produção de camarão similar aquele encontrado quando substâncias 

antimicrobianas como os antibióticos são utilizadas. Rengpipat et al. (2000) 

demonstraram que é possível aumentar a produção de camarões pela adição de Bacillus 

S11 isolados do habitat natural de Penaeus monodon no cultivo dessa espécie, pois o 

crescimento e a sobrevivência das pós-larvas foram significativamente superiores 

comparados ao grupo controle. Várias pesquisas demonstram um incremento no 

crescimento dos camarões após adição de Bacillus spp. à dieta (KEYSAMI e 

MOHAMMADPOUR, 2012; SILVA et al., 2013; ZOKAEIFAR et al., 2014). Esse 

ganho de peso dos animais pode ser devido à contribuição de enzimas digestivas 

produzidas pelas bactérias na atividade enzimática do animal (WANG et al., 2007; YU 

et al., 2008). 

Algumas bactérias podem participar do processo digestório dos camarões pela 

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

OLMOS, 2006). A adição de B. coagulans ao cultivo de larvas de L. vannamei resultou 

em um aumento da atividade das enzimas lipase, amilase e protease que pode ter 
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contribuído para uma melhor absorção do alimento e aumento da sobrevivência (ZHOU 

et al., 2009). Em outro estudo, Wang et al. (2012) concluíram que a adição de B. 

coagulans à dieta de juvenis de L. vannamei também resultou em um aumento da 

atividade das enzimas amilase, lipase e protease e em um significativo ganho de peso 

dos camarões. Além disso, de acordo com Ziaei-Nejad et al. (2006) a utilização de 

probióticos pode estimular a atividade de enzimas endógenas do camarão. Nimrat et al. 

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

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

monodon.  

A proteína é o nutriente mais oneroso das rações e um fator limitante do 

crescimento dos camarões. Assim, a necessidade de altos teores proteicos nas rações faz 

o gasto com alimentação responder pelo maior custo da produção de camarões 

(Gimenez et al 2009). Entre proteases específicas, a tripsina e a quimotripsina são 

consideradas as mais abundantes enzimas proteolíticas dos camarões peneídeos e são 

responsáveis pela maior parte da digestão das proteínas dos alimentos em camarões 

peneídeos (LEMOS, 2000; PEREA et al., 2012). Segundo Dall (1992), a tripsina é a 

enzima mais importante presente nos camarões para digestão de proteínas, uma vez que 

esta é capaz de hidrolisar de 50% a 60% da proteína consumida pelo animal.  

A composição natural da flora bacteriana intestinal de camarões marinhos pode ser 

modificada pelo fornecimento de bactérias probióticas diretamente na alimentação 

(ZIAEI-NEJAD et. al., 2006) e esta modificação pode estimular a resposta imunológica 

do hospedeiro contra a infecção por bactérias patogênicas (RENGPAT et al., 2000). Em 

estudo realizado por Rengpat et al. (2000), a utilização de Bacillus sp. proporcionou 

uma proteção contra doenças através da ativação das defesas imunológicas humoral e 

celular no camarão P. monodon. Ao administrar B. subtilis para juvenis de L. vannamei, 
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Tseng et al. (2009) observaram um incremento da atividade da fagocitose e um aumento 

na resistência dos camarões contra V. alginolyticus. Em estudo realizado por Li et al. 

(2009), houve uma maior resistência de L. vannamei a doença da mancha branca devido 

a um incremento em diferentes parâmetros imunológicos promovido pela adição de 

Bacillus à dieta dos camarões. A inclusão de B. subtilis no cultivo de larvas de L. 

vannamei resultou em um aumento significativo da expressão de genes do sistema 

imunológico, melhor desenvolvimento, sobrevivência e tolerância ao estresse (Liu et al., 

2010). 

O sistema imune dos crustáceos está vinculado à hemolinfa, formada de uma 

fração celular, os hemócitos, e de uma fração líquida, o plasma, onde estão dissolvidos 

os fatores responsáveis pelas respostas celulares e humorais, respectivamente as quais 

atuam juntas protegendo os animais de invasões e infecções causadas por patógenos 

(BACHÈRE, 2000a). O contato com o antígeno ativa os hemócitos e resulta na lise ou 

degranulação do invasor, liberando uma variedade de efetores imunológicos para o 

plasma e iniciando a ativação de diferentes mecanismos de defesa (BACHÈRE, 2000b).   

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

fenoloxidase (sitema proPO), que desencadeia o processo de melanização induzido pela 

ação da enzima fenoloxidase (PO) em resposta a identificação de intrusos pelos 

hemócitos (SODERHALL e CERENIUS, 1992; PEZZAROLO e BARRACCO, 1997). 

Esse sistema é ativado através de proteínas receptoras de reconhecimento de padrões 

moleculares (PRPs) capazes de identificar os componentes da parede celular dos 

microrganismos, como o Lipopolissacarídeos ou Peptidoglicanos de bactérias e β-1,3-

glucanos de fungos (SODERHALL et al., 1998; BARRACO et al., 2008). 

Recentemente, em estudo realizado por Wongsaak et al. (2015), a adição de um 

prebiotico (β-glucan) e B.subtilis à dieta de L. vannamei promoveu um incremento na 
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expressão do gene Pro-fenoloxidase, o que estimulou a atividade da Fenoloxidase (PO), 

contribuindo para o estado imunológico do animal.  

Pesquisas relatam uma maior resistência e sobrevivência dos camarões a 

infecções por espécies de Vibrio quando tratados previamente com probióticos 

(ZOKAEIFAR et al., 2012; HAO et al., 2014). Como exemplo, Zokaeifar et al. (2012) 

ao suplementarem a dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma 

melhor performance de crescimento, de resistência ao V. harveyi e atribuíram esses 

resultados a um incremento na resposta imunológica dos camarões. Zokaeifar et al. 

(2014) demonstraram que após oito semanas de administração de B. subtilis a juvenis de 

L. vannamei, houve um aumento da expressão dos genes do sistema imunológico 

proPO, LGBP, PE e SP. Nesse estudo, após 24h de infecção os camarões foram 

significativamente mais resistentes à injeção de V. harveyi. Em outro estudo, Chiu et al. 

(2007), ao suplementarem a dieta de L. vannamei com Lactobacillus plantarum, 

encontraram um significativo aumento da proPO e relacionaram a um estímulo da PO e 

consequente aumento da resistência dos camarões à infecção por V. alginolyticus. 
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Resumo 

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de Bacillus spp. 

isolados do intestino de camarões peneídeos selvagens para utilização como probiótico 

na carcinicultura, através da realização de ensaios de antagonismo contra Vibrio spp. e 

de produção de enzimas digestivas. As bactérias B. circulans (BC) e B. subtilis (BS), 

isoladas do intestino de Farfantepenaeus subtilis capturados na costa nordete do Brasil, 

demonstraram atividade antagonista contra V. harveyi, V. alginolyticus, V. vulnificus e 

V. mimicus. Essas bactérias foram posteriormente testadas contra V. parahaemolyticus 

(VP) em diferentes combinações de pH (5, 7 e 9), salinidade (10, 20 e 30 g L
-1

) e tempo 

de cultura bacteriana (12, 24, 36, 48 e 60h). As bactérias foram capazes de inibir o 

crescimento de VP em uma ampla faixa de pH e salinidade. No entanto, o pH alcalino e 

um tempo de cultura prolongado reduziram a capacidade antagonista das bactérias. Os 

ensaios enzimáticos demonstraram uma efetiva produção de amilases, lipases e 

proteases inespecíficas e específicas, como a tripsina e a quimotripsina, as quais são as 

maiores responsáveis pela digestão das proteínas nos camarões. Essas características 

fazem dessas bactérias potenciais para utilização como probiótico no cultivo de 

camarões. 

Palavras-chave: Probiótico, in vitro, atividade inibitória, enzimas.  
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1. Introdução 

Probióticos são definidos como um “suplemento alimentar de microrganismos vivos 

que promove benefícios ao hospedeiro devido a uma melhora do balanço microbiano 

intestinal (Fuller 1989). Na aquicultura, bactérias probióticas geralmente são 

selecionadas pela capacidade desses microrganismos produzirem enzimas digestivas e 

compostos inibitórios contra patógenos através de testes realizados in vitro (Vaseeharan 

& Ramasamy 2003, Balcazar et al. 2007, Nakayama et al. 2009, Das et. al 2010, 

Barman et al. 2011, Janarthanam et. al 2012). Várias pesquisas demonstraram que 

bactérias selecionadas através da realização de ensaios in vitro, quando adicionadas ao 

cultivo através da água ou do alimento, resultam em benefícios aos animais cultivados 

atribuídos ao modo de ação dos probióticos, tais como: redução de bactérias do gênero 

Vibrio na água de cultivo e no hospedeiro, incremento do estado imunológico e da 

atividade de enzimas digestivas do animal (Li et al. 2009, Zhou et al. 2009, Tseng et al. 

2009, Nimrat et al. 2012, Zokaeifar et al. 2012). 

Para seleção de bactérias probióticas é necessário conhecer a origem da linhagem, 

compreender a interação com os patógenos e os fatores ambientais que regem a 

concorrência entre eles (Vine et al. 2004, Thin et al. 2008), uma vez que essas bactérias 

estarão sujeitas tanto as condições do ambiente de cultivo quanto a do trato digestório 

dos animais e devem, portanto, tolerar uma ampla faixa de temperatura, pH ou 

salinidade (Fuller 1989, Newaj-Fyzul et al. 2014). Além disso, Vibrio spp. estão 

naturalmente presentes no ambiente marinho e possuem uma elevada capacidade de 

multiplicação e adaptação a mudanças ambientais em sistemas aquícolas (Saulnier et al. 

2000). Nesse contexto, a realização de ensaios in vitro que simulem condições 

ambientais adversas para avaliar a capacidade antagonista de bactérias candidatas a 

probiótico contra Vibrio spp. é uma importante ferramenta para seleção dessas bactérias.  
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As bactérias probióticas devem ser capazes de sobreviver e crescer no trato 

digestório do hospedeiro enquanto exercem os seus efeitos benéficos. De acordo com 

Verschuere et al. (2000) há uma maior probabilidade de eficácia das bactérias 

probióticas quando estas são isoladas de seu próprio hospedeiro. Boonthai et. al, (2011) 

demonstraram que bactérias do gênero Bacillus sp. isoladas do intestino de Penaeus 

monodon foram capazes de colonizar a água e o trato digestório desses animas sob 

condições de cultivo, reduzindo a concentração de Vibrio tanto no trato digestório 

quanto na água. Dessa forma, o isolamento de bactérias indígenas que foram capazes de 

colonizar o trato digestório de camarões peneídeos selvagens no seu ambiente natural 

pode ser uma alternativa promissora para a seleção de bactérias probióticas para a 

carcinicultura.  

Bactérias do gênero Bacillus possuem características propícias para utilização na 

aquicultura como a capacidade de multiplicação na água e colonização no trato 

digestório dos camarões, produção de compostos inibitórios (bacteriocinas), competição 

com patógenos por nutrientes e locais de adesão, produção de substâncias 

imunoestimulantes e produção de enzimas digestivas (Moriarty 1998; Rengpipat et al. 

1998; Irianto & Austin 2002, Ravi et al. 2007, Ma et al. 2009, Nakayama et al. 2009, 

Silva et al. 2013). Bactérias capazes de produzir enzimas digestivas podem contribuir 

para um aumento da atividade enzimática no trato digestório do hospedeiro, 

incrementando a digestão e absorção do alimento, resultando em uma melhor de 

conversão alimentar e crescimento (Ziaei-Nejad et al 2006, Wang et al. 2007, Zhou et 

al. 2009). 

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro o potencial de 

Bacillus spp. isolados do trato digestório de camarões peneídeos selvagens para 
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utilização como probiótico na carcinicultura marinha, através da realização de ensaios 

de antagonismo contra espécies de Vibrio e de produção de enzimas digestivas. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Isolamento de Bacillus sp. candidatos a probiótico  

Indivíduos selvagens da espécie Farfantepenaeus subtilis foram capturados na 

costa sul do estado de Pernambuco e transportados vivos ao Laboratório de Tecnologia 

em Aquicultura (LTA), da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os camarões 

foram desinfetados externamente com solução de etanol (70%), lavados três vezes com 

água destilada estéril e dissecados. Em seguida, os intestinos foram macerados e, com o 

auxílio de um swab, uma amostra foi inoculada em placas de petri contendo o meio de 

cultura seletivo Agar MYP (Agar Gema de Ovo Polimixina Vermelho Fenol) para o 

desenvolvimento de Bacillus. As placas foram incubadas em estufa durante 24 – 48 h a 

30 °C.  

Após o período de incubação, as Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

foram isoladas e purificadas de acordo com as suas características morfológicas 

distintas e submetidas aos testes presuntivos para identificação do gênero Bacillus: 

coloração de Gram, catalase e formação de esporos. Os esporos foram observados 

através da suplementação do meio de cultura com Sulfato de Manganês a 1% (MnSO4) 

para posterior coloração com verde malaquita. Seis bactérias foram identificadas como 

pertecentes ao gênero Bacillus e foram utilizadas no ensaio de antagonismo preliminar 

in vitro contra diferentes espécies de Vibrio.  

  

2.2 Ensaio preliminar do efeito antagonista de Bacillus spp. contra Vibrio spp.  
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A avaliação preliminar da atividade antimicrobiana de Bacillus spp. contra 

Vibrio spp. foi realizada através do método de difusão em poços. Os seis Bacillus 

isolados e um probiótico comercial (composto por cepas de B. subtilis, B. pumilus e B. 

licheniformes) foram testados separadamente contra V. harveyi, V. alginolyticus, ambos 

provenientes do banco de cepas do Laboratório de Cultivo de Camarões Marinhos da 

Universidade Federal de Santa Catarina, V. vulnificus ATCC 27562, V. mimicus ATCC 

33655 e V. parahaemolyticus ATCC 17802. Para tanto, cada cepa de Bacillus isolada e 

o probiótico comercial foram cultivados em caldo TSB (Tripic Soy Broth) acrescido de 

NaCl (2,0%) e incubados em estufa a 30 ºC por 48 horas. Posteriormente, os tubos 

foram centrifugados (4.000 rpm por 15 min), as células bacterianas foram suspensas e 

homogeneizadas em caldo TSB estéril e 20 µl de cada bactéria foram adicionados a três 

poços perfurados em placas de TSA (Tripic Soy Agar, enriquecido com 2% de NaCl) 

previamente semeadas com a utilização de suabes embebidos em uma solução com uma 

concentração de 10
8
 cel ml

-1
 de cada Vibrio separadamente (absorbância de 0,5 da 

escala de MacFarland). Ao quarto poço foi adicionado 20 µl de Caldo TSB estéril para 

verificação de uma possível atividade inibitória do meio (poço controle). As placas 

foram então incubadas em estufa a 30 ºC durante 24 h e após esse período foi medido o 

diâmetro do halo inibitório (mm) ao redor dos poços com um paquímetro digital.  

Entre os Bacillus testados, as bactérias candidatas a probiótico que promoveram 

halo inibitório contra todas as espécies de Vibrio spp. testadas foram identificados 

através de testes bioquímicos (API 50 CH - Biomerieux
®
). Essas bactérias foram então 

utilizadas em ensaios enzimáticos e em um segundo ensaio de antagonismo.  

 

2.3 Efeito antagonista de Bacillus spp. contra V. parahaemolyticus sob diferentes 

condições de cultivo 
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Os Bacillus spp. e o probiótico comercial foram cultivados em caldo nutriente 

(TSB - Tripic Soy Broth) com diferentes condições de pH e salinidade para realização 

dos teste de antagonismo contra V. parahaemolyticus ATCC 17802. Inicialmente, o 

caldo nutriente foi suplementado com NaCl a fim de se obter meios de cultura 

bacterianos em quatro diferentes concentrações de sal: 0, 10, 20 ou 30 g L
-1

. Para cada 

concentração de sal, o pH do meio foi ajustado para 5, 7 ou 9 através da adição de 1N 

NaOH e 1N HCl. Dessa forma, cada Bacillus e o probiótico comercial foi cultivado em 

diferentes combinações de salinidade e pH, totalizando doze condições de cultura para 

cada bactéria testada. A cada 12 horas, uma amostra de cada cultura foi centrifugada 

(4.000 rpm por 15 min), as células bacterianas foram suspensas e homogeneizadas em 

caldo TSB nas mesmas condições de salinidade e pH da cultura de origem e, em 

seguida, 20µl da suspensão bacteriana de cada Bacillus foram adicionados a três poços 

das placas de TSA (Tripic Soy Agar) previamente semeadas com uma concentração de 

10
8
 cel/ml de V.parahaemolyticus, correspondente a absorbância de 0,5 da escala de 

MacFarland. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 30 ºC (24h) e os 

diâmetros do halo inibitório (mm) ao redor dos poços foram medidos com um 

paquímetro digital. Este procedimento foi realizado até o tempo de 60h de cultivo dos 

Bacillus nas diferentes condições. 

 

2.4 Determinação da atividade enzimática de Bacillus spp. in vitro 

O objetivo desse ensaio foi determinar a produção de lipase, amilase e protease 

pelas células bacterianas. Para determinação da atividade proteolítica, os Bacillus spp. 

selecionados foram estriados em placas de petri contendo meio sólido ágar nutriente 

TSA (Tripit Soy Agar) acrescido de 0,01% de leite desnatado estéril. As placas foram 



VOGELEY, J. A. L. Seleção e identificação de bactérias probióticas para utilização no cultivo... 

 

29 

incubadas em estufa (30 ºC) e a cada 24 h foi observado à presença e/ou ausência de 

halos de degradação ao redor das colônias bacterianas.  

Para determinação da atividade amilolítica, os Bacillus spp. foram estriados em 

placas de TSA acrescido de amido (5%) e foram incubadas em estufa (30 ºC) por um 

período de 24 a 72 horas. Em seguida, as placas foram expostas a uma solução de iodo a 

1% para revelação da formação de halos de degradação. A atividade lipolítica foi 

determinada em placas de TSA acrescido de 2% de óleo de oliva e 1% de rodamina B a 

0,01%. As placas foram incubadas em estufa de 24 a 48 h (30ºC) e, posteriormente, 

foram expostas a luz ultravioleta para revelação de halos florescentes ao redor das 

colônias de Bacillus spp., caracterizando a produção de lipase.  

          Os halos de degradação ao redor das colônias bacterianas foram medidos com um 

paquímetro digital e expressam a atividade enzimática extracelular, a qual foi 

determinada pelo Índice Enzimático (IE), que é a relação do diâmetro do halo de 

degradação pelo diâmetro médio da colônia (Hankin et al. 1975). 

 

2.6 Análise estatística 

Modelos lineares generalizados (MLG) são úteis para avaliar o efeito de 

diferentes variáveis explicativas em uma variável resposta (McCullagh & Nelder, 1989; 

Dobson, 2002). Neste trabalho a variável resposta de interesse é a formação do halo de 

inibição, que expressa a capacidade de inibição de V. parahaemolyticus pelos Bacillus 

selecionados. As potenciais variáveis explicativas que afetam a formação desse halo 

seriam o tempo de cultura de Bacillus spp., o pH, a salinidade e as espécies de bactérias 

utilizadas (Bacillus spp. candidatos e o probiótico comercial). Esta última variável é 

categórica, enquanto que as demais são contínuas. Análises convencionais como a 

ANCOVA (Análise de Covariância) são casos específicos dos MLGs (Dobson, 2002). 
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Na ANCOVA assume-se que a variável resposta (e.g. diâmetro do halo) pode ser 

modelada em função de uma combinação de variáveis explicativas categóricas (e.g. 

tratamento) e contínuas (e.g. pH). As variáveis explicativas contínuas foram 

consideradas também na forma quadrática. A seleção das variáveis importantes a serem 

mantidas no modelo foi feita com base no cálculo do Critério de Informação de Akaike 

(CIA) (Akaike, 1974), o qual tende a selecionar modelos com balanço razoável entre 

viés e variância (Burnham & Anderson, 2002). O modelo final selecionado com o CIA 

é: 









salbacsaltcbactcsalpHbacpH

saltcsaltcpHsalbactcpHy

::::: 1413121110

3

9

3

8

2

7

2

6

2

543210

 

em que i  com }14,1{ i  são os parâmetros a serem calculados, e que refletem os 

efeitos das diferentes variáveis explicativas (e.g. pH ) sobre a capacidade de inibição de 

V. parahaemolyticus através da formação do halo. Na equação acima dois pontos 

indicam interações de primeira ordem entre variáveis explicativas, e   é um erro normal 

com média zero e desvio padrão 2 . Dessa forma, o modelo foi utilizado para fazer 

predições quanto aos diâmetros dos halos para diferentes tratamentos e combinações de 

pH, salinidade e tempo de cultivo. 

Os dados de quantificação da atividade enzimática proteolítica foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA), considerando-se as premissas necessárias. Em seguida 

o teste t de Student foi utilizado para determinar diferenças significativas (p<0.05). 

 

3. Resultados 

3.1 Ensaio preliminar do efeito antagonista de Bacillus spp. contra Vibrio spp.  

Entre os seis Bacillus isolados do intestino de camarões selvagens, duas bactérias 

apresentaram antagonismo e promoveram halos de inibição contra todas as espécies de 
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Vibrio testadas. Essas bactérias foram identificadas como Bacillus subtilis (BS) e 

Bacillus circulans (BC). O probiótico comercial também apresentou atividade inibitória 

contra Vibrio spp. e não houve antagonismo observado nos poços controles (Tabela 1). 

 

Insira Tabela 1 

 

3.2 Efeito antagonista de Bacillus spp. contra V. parahaemolyticus sob diferentes 

condições de cultivo 

De uma maneira geral, as bactérias B. subtilis, B. circulans e o probiótico 

comercial testados foram capazes de inibir o crescimento de V. parahaemolyticus (VP) 

em uma ampla faixa de salinidade e pH. A análise de covariância (ANCOVA) 

demonstrou que o pH e o tempo de cultura bacteriana afetaram significativamente a 

atividade inibitória das bactérias contra V. parahaemolyticus. De uma forma secundária, 

a espécie bacteriana e a salinidade influenciaram a capacidade de inibição de VP pelas 

bactérias testadas. 

Os coeficientes do modelo quadrático polinomial demonstram a influência na 

respectiva variável resposta e, associados a valores baixos de “p”, indicam diferenças 

significativas de zero (Tabela 2). Verificou-se que há diferenças significativas em vários 

dos termos isolados (em formas simples ou potenciais) e em várias interações. A 

interpretação desses efeitos pôde ser feita com o cálculo de predições da formação de 

halo inibitório médio esperado para cada combinação de espécie de bactéria, pH, tempo 

de cultivo e salinidade. 

 

Insira Tabela 2 
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Previsões dos diâmetros médios de halos de inibição (mm) baseados nas 

estimavas dos parâmetros do modelo (Tabela 2) são mostradas na Figura 1. 

Considerando que os poços experimentais possuem 5 mm de diâmetro, a interpretação 

dos resultados restringiu-se às previsões de halos de inibição (zona clara ao redor dos 

poços) com diâmetro maior ou igual a 7 mm.  

 

Insira Figura 1 

 

A bactéria BC cultivada em pH 5 e 7 apresentou atividade inibitória contra VP 

para todas as salinidades testadas com a formação de halos que variaram entre 10 e 13 

mm até as primeiras 36 horas de cultivo. À medida que o tempo de cultura dessa 

bactéria foi avançando até 60 horas, houve uma redução na capacidade de inibição do 

patógeno em pH ácido. No pH neutro essa bactéria inibiu o crescimento de VP durante 

todo o período experimental. Já no pH alcalino, o BC só foi capaz de inibir o 

crescimento de VP até as primeiras 24 horas (Figura 1A). 

A bactéria BS cultivada em pH ácido e neutro apresentou atividade 

antimicrobiana com a formação de halos que variaram entre 8 e 13 mm para todas as 

salinidades durante todo o período experimental (60 horas). Logo, o tempo de cultura 

teve menor influência na atividade antimicrobiana dessa bactéria. No pH 9, essa bactéria 

não apresentou atividade inibitória contra VP em todo o período experimental (Figura 

1B). 

O probiótico comercial utilizado nesse estudo demonstrou atividade inibitória 

contra VP com halos que variaram entre 8 a 11 mm apenas nas primeiras 24 e 36 horas 

de cultura bacteriana em meio ácido e neutro, respectivamente. Em pH alcalino, o 

probiótico não apresentou atividade antimicrobiana.  
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De uma forma geral, observou-se que o pH alcalino e um tempo prolongado de 

cultura bacteriana promoveram uma redução na atividade antimicrobiana de BS, BC e 

do probiótico comercial contra VP nas diferentes condições, quando comparados com o 

pH ácido ou neutro, sobretudo nas fases iniciais da cultura bacteriana (até 24 ou 36 

horas).  

 

3.3 Determinação da atividade enzimática 

As bactérias BC e BS apresentaram halos de degradação ao redor das colônias 

para a atividade proteolítica com 72 horas de incubação, onde o Índice Enzimático (IE) 

médio foi de 2,1±0,3 para o BC e de 2,0±0,4 para o BS. Quanto à atividade amilolítica, 

apenas o BS apresentou halo de degradação com IE médio de 2,2±0,2. Para a atividade 

lipolítica, foi observada a formação de halos fluorescentes rosa-alaranjados, o que 

caracterizou a produção de lipase por ambas as bactérias testadas, com IE médios de 

2,3±0,3 para BC e 1,9±0,2 para BS. 

 

4. Discussão 

 As bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas do trato digestório de camarões 

selvagens e o probiótico comercial foram capazes de inibir o crescimento in vitro de 

diferentes espécies de Vibrio. De acordo com Verschuere et al. (2000), os mecanismos 

de ação das bactérias para inibição de patógenos incluem a produção de bacteriocinas, 

lisozimas, proteases, peróxido de hidrogênio e alteração de pH pela produção de ácidos 

orgânicos. A capacidade de inibir diferentes patógenos é uma das principais 

características utilizadas para seleção de bactérias com potencial para serem utilizadas 

no cultivo de camarões como probiótico. Villaseñor et al. (2011) isolaram Bacillus spp. 

do intestino de L. vannamei selvagens e o teste de antagonismo in vitro revelou que 
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essas bactérias inibiram o crescimento de V. harveyi (CAIM 1793), V. 

parahaemolyticus (CAIM 170), V. campbelli (CAIM 333), V. alginolyticus (CAIM 57) 

e V. vulnificus (CAIM 157). Posteriormente, essas bactérias, quando adicionadas ao 

cultivo, incrementaram a sobrevivência de larvas de L. vannamei. Em outro estudo, ao 

utilizar Bacillus, Srinivas et al. (2010) demonstrou que a capacidade de inibição de 

Vibrio spp. encontrada em testes realizados in vitro foi confirmada in vivo quando larvas 

de P. monodon foram desafiadas com uma linhagem patogênica de V. harveyi 

(MCCB111) e obtiveram um significativo aumento na sobrevivência.  

As bactérias utilizadas no presente estudo demonstraram uma efetiva atividade 

inibitória contra V. parahaemolyticus em uma ampla faixa de pH e salinidade. Em 

estudo realizado por Shakibazadeh et al. (2008), bactérias isoladas do trato digestório de 

P. monodon apresentaram uma elevada atividade inibitória in vitro contra V. 

parahaemolyticus e V. alginolyticus em diferentes temperaturas, pH e salinidades. 

Segundo esses autores, essa característica é fundamental devido às flutuações nos 

parâmetros físico-químicos de qualidade de água que normalmente ocorrem nos cultivos 

de camarões. Essas mudanças bruscas causam estresse e podem comprometer o estado 

imunológico dos animais cultivados deixando-os mais susceptíveis a ação de patógenos 

(Mohapatra et al. 2013). Embora Vibrio spp. possam ser causadores primários de 

doenças, essas bactérias também são consideradas agentes secundários de infecção e 

agem de forma oportunista quando os animais estão imunologicamente comprometidos 

devido ao estresse ambiental (Liu et al. 2010). 

Vários estudos relataram um aumento da mortalidade dos camarões infectados 

com diferentes espécies de Vibrio quando submetidos a estresse por pH ou salinidade. 

Wang e Chen et al. (2005) demonstraram que juvenis de L. vannamei submetidos à 

estresse por salinidade tiveram uma redução na resposta imunológica, resultando numa 
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menor resistência a V. alginolyticus. Da mesma forma, Li et al. (2010) identificaram um 

decréscimo no estado imunológico e um consequente aumento da mortalidade dos 

camarões após estresse por baixa salinidade e concluíram que os animais tornaram-se 

mais vulneráveis à infecção por V. alginolyticus. Em outro estudo, camarões L. 

vannamei sujeitos a estresse por pH ácido (6,5) e alcalino (10,1) tiveram uma redução 

nos parâmetros imunológicos e aumento da mortalidade (Li et al. 2008). Phuoc et. al 

(2008) concluíram que em ausência de estresse, as pós-larvas de L. vannamei não foram 

suscetíveis a infecção por diferentes linhagens de V. campbellii, V. harveyi e V. 

penaeicida. Nesse sentido, as bactérias probióticas devem ser capazes de inibir a 

proliferação de patógenos mesmo em condições ambientais adversas, de forma a 

diminuir os riscos de doenças e mortalidade no momento em que o animal esteja 

imunologicamente comprometido. 

No presente estudo, houve uma redução ou ausência da atividade inibitória de B. 

subtilis, B. circulans e do probiótico comercial contra V. parahaemolyticus quando 

submetidos ao pH 9. De acordo com Abrams et al. (2011), a perda da atividade em meio 

alcalino representa uma característica comum de alguns compostos inibitórios, os quais 

habitualmente possuem caráter acidófilo e são rapidamente desnaturadas em condições 

alcalinas. 

Os probióticos devem ser capazes de tolerar as condições do trato digestório de 

forma a garantir a sua manutenção enquanto beneficia o hospedeiro (Vine et al. 2006). 

Segundo Tkhruni et al. (2013), os pré-requisitos para seleção de bactérias probióticas 

incluem segurança para o hospedeiro, viabilidade de industrialização, capacidade de 

aderência ao tecido epitelial do intestino, produção de substâncias antimicrobianas e 

resistência ao pH ácido. Em estudo recente, Alexandre et al. (2014) determinaram que o 

pH do sistema digestório dos camarões está em torno de 7,0. As bactérias B. subtilis e 
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B. circulans testadas em nosso estudo apresentaram uma maior capacidade de inibição 

do V. parahaemolyticus em pH neutro e, mesmo em pH ácido, continuaram inibindo o 

crescimento desse Vibrio. Além disso, estas bactérias foram isoladas do intestino de 

camarões peneídeos marinhos, o que pode conferir a esses microrganismos uma maior 

capacidade de colonização do trato digestório de outras espécies de camarões cultivadas 

comercialmente.  

 A maioria das bactérias produz e secreta compostos antimicrobianos na fase 

estacionária de crescimento (Tamehiro et al. 2002). Por outro lado, em algumas 

espécies, a síntese de compostos pode ocorrer durante a fase exponencial de 

crescimento desses microrganismos e ser interrompida quando as células entram na fase 

estacionária (Arauz et al. 2009). Tal fato pode ter acontecido em nosso estudo, 

considerando que, de uma forma geral, a maior atividade inibitória foi obtida até 24 h de 

cultura bacteriana e que, com o tempo prolongado até 60 horas, houve uma diminuição 

ou ausência de atividade antagonista de B. subtilis, B. circulans e do probiótico 

comercial contra o V. parahaemolyticus. Este fato nos leva a sugerir que em uma 

situação de cultivo (in vivo) essas bactérias sejam adicionadas a cada 24h ao ambiente 

de cultivo, o que corrobora com as recomendações do probiótico comercial utilizado no 

presente estudo, cuja orientação é adicioná-lo diariamente ao cultivo.   

O índice enzimático (IE) é um parâmetro utilizado para estimativa da capacidade de 

um microrganismo produzir enzimas. A seleção de bactérias produtoras de enzimas 

pode ser realizada pela avaliação da hidrólise do nutriente em meio sólido (halo de 

degradação ao redor da colônia bacteriana), onde quanto maior o IE maior a 

concentração da enzima produzida e, consequentemente, maior a atividade enzimática 

(Ceska, 1971). Lealem & Gashe (1994) sugerem um índice enzimático ≥2,0 para 

considerar um microrganismo como um produtor potencial de enzimas. Dessa forma, o 



VOGELEY, J. A. L. Seleção e identificação de bactérias probióticas para utilização no cultivo... 

 

37 

B. subtilis e B. circulans utilizados no presente estudo apresentaram efetiva produção de 

lipase, amilase e protease.  

Bactérias capazes de produzir exoenzimas podem contribuir para um melhor 

aproveitamento dos nutrientes presentes nas rações formuladas, complementando a 

atividade enzimática do camarão e incrementando a digestibilidade do alimento (Ochoa-

Solano, J. L e Olmos-Soto, J. 2006).  De acordo com Yan-Bo Wang (2007) um melhor 

crescimento de L. vannamei foi resultado do aumento da atividade de enzimas 

digestivas promovido por B. coagulans adicionado à dieta, uma vez que estas bactérias 

podem ter contribuído com a atividade enzimática através da produção de enzimas 

exógenas ou induzido a produção de enzimas endógenas pelo camarão. O aumento da 

atividade da amilase, lipase e protease em larvas de L. vannamei tratadas com B. 

coagulans SC8168 pode ter contribuído para um incremento na digestão e absorção do 

alimento, resultando em uma maior sobrevivência (Zhou et al. 2009).  

As bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas do intestino de camarões selvagens 

apresentaram antagonismo contra diferentes espécies de Vibrio e foram capazes de 

inibir o crescimento de V. parahaemolyticus em uma ampla faixa de pH e salinidade. 

Além disso, essas bactérias são produtoras de lipases, amilases e proteases. Essas 

características fazem dessas bactérias potenciais para utilização como probiótico na 

carcinicultura marinha. Serão necessários testes para avaliarem tais benefícios in vivo. 

No entanto, a realização de ensaios e simulações in vitro ainda são os mecanismos mais 

utilizados para a seleção e prospecção de bactérias probióticas.  
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Tabela 1 – Médias do diâmetro (mm) do halo de inibição promovido por B. subtilis, B. 

ciculans e o Probiótico Comercial contra diferentes espécies de Vibrio. 

Espécie de Vibrio  B. subtilis B. circulans  Probiótico comercial 

V. harveyi ++ ++ ++ 

V. alginolyticus +++ +++ ++ 

V. vulnificus ATCC 27562 +++ ++++ ++ 

V. mimicus ATCC 33655  ++ ++ ++ 

V. parahaemolyticus ATCC 17802 ++ +++ ++ 

Halos de inibição: ++  ≥ 8 e ≤ 12 mm; +++ > 12 mm ≤ 16 mm; ++++ > 17 mm 
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Tabela 2 – Estimativas dos parâmetros do modelo quadrático polinomial para o efeito 

antagonista de B. circulans (BC), B. subtilis (BS) e o Probiótico Comercial (PC) contra 

V. parahaemolyticus, sob diferentes condições de cultivo. 

 
Estimativa Erro padrão Valor de t Valor de p 

Intercepto -32,1000 4,1100 -7,8180 2,98E-14 

pH 12,8300 1,0700 11,9890 2,00E-16 

TC 0,2816 0,1710 1,6490 0,099667 

BS 4,7740 1,7600 2,7120 0,006905 

PC -1,8900 1,7600 -1,0740 0,283429 

Sal 0,4617 0,1260 3,6680 0,00027 

pH
2
 -0,9646 0,0752 -12,8240 2,00E-16 

TC
2
 -0,0129 0,0053 -2,4510 0,014557 

Sal
2
 -0,0217 0,0096 -2,2600 0,024224 

pH:BS -0,5813 0,2130 -2,7320 0,006505 

pH:PC 0,1729 0,2130 0,8130 0,416699 

pH:Sal -0,0317 0,0078 -4,0760 0,0000529 

TC:BS 0,0292 0,0205 1,4250 0,154817 

TC:PC -0,0656 0,0205 -3,2060 0,00143 

TC:Sal 0,0021 0,0007 2,8450 0,004617 

BS:Sal -0,1206 0,0311 -3,8800 0,000118 

PC:Sal 0,0430 0,0311 1,3840 0,166995 

*TC = Tempo de cultivo; Sal = Salinidade. 
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no greater than 17.3 cm x 22.7 cm, and should be planned to occupy either the full 

width of 17.3 cm or the width of one column, 8.4 cm. Figure legends should be placed 

on separate sheets and numbered in Arabic. 

Figure keys must be placed within the figure, not outside.  If this information cannot be 

placed within the figure, then include the key information in the Figure legend.  DO 

NOT place grid lines on graphs or draw boxes around graphs.  Tick marks should be 

placed on the inside of the axis.  

 The resolution of line art should be 1000 dpi and of halftones/grayscales 300 

dpi if no lettering, 500 dpi if figure contains lettering or other lines. 

 TIF is the preferred file format, but EPS, JPG, PDF, BMP, PPT or Word files 

are also acceptable. 

 If multiple figures are supplied together in one file, each figure must be clearly 

labeled. 

 If each figure is supplied in its own file, the file should be named according to 

its figure number and format (e.g., fig2btif). 

Color figures may be included for an additional fee.  They must be saved as CMYK-

encoded images. Color figures have the same resolution requirements as B/W.  

NOTE:  Color illustrations will be reproduced in color only when the author 

agrees to cover the cost associated with reproduction and printing in color. 

Literature Cited: References should be listed alphabetically at the end of the article. 

Abbreviations in this section should be those recommended in the American Standard 

for Periodical Title Abbreviations, available through the American National Standard 

Institute, 1430 Broadway, New York, NY 10018. For appropriate citation format, see 
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Resumo 

Juvenis de Litopenaeus vannamei (1,05 ± 0,05g) foram alimentados com dietas 

suplementadas com Bacillus subtilis e Bacillus circulans (10
6
 UFC g

-1
), conforme a 

seguir: ração + B. subtilis (BS); ração + B. circulans (BC) e ração sem bactérias 

(Controle). A cada 15 dias, amostras de hepatopâncreas, intestino e fezes foram 

coletadas para quantificação bacteriana e da atividade de enzimas digestivas no 

hepatopâncreas. Ao final de 45 dias, houve um aumento significativo no peso dos 

camarões alimentados com BS e BC em relação ao controle. Houve um aumento da 

concentração de Bacillus spp. e redução de Vibrio spp. no intestino e hepatopâncreas 

dos camarões, com diferenças estatíticas sobretudo nos tempos 30 e 45 dias, e um 

aumento significativo de Vibrio spp. nas fezes dos camarões da dieta BS. B. subtilis e B. 

circulans foram isolados do trato gastrointestinal dos camarões alimentados com BS e 

BC. Houve um significativo aumento da tripsina, quimotripsina, lipase e amilase no 

hepatopâncreas dos camarões alimentados com BC e BS, principalmente após 30 dias. 

Esse aumento pode ter sido ocasionado pela colonização de B. subtilis e B. circulans no 

trato digestório dos camarões, resultando em uma melhor digestão dos nutrientes da 

ração e consequente ganho de peso dos animais.         

Palavras-chave: Bacillus spp., Vibrio spp., tripsina, quimotripsina, lipase, amilase. 
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1. Introdução 

A utilização de alimentos funcionais pode ser uma opção economicamente viável 

para a indústria da aquicultura, uma vez que as despesas com rações comerciais 

representam em torno de 40 a 60% dos custos total de produção (Olmo et al., 2011). Um 

alimento funcional pode ser definido como aquele que, quando consumido regularmente 

como parte de uma dieta padrão, promove benefícios à saúde, reduzindo o risco de 

doenças, e afeta beneficamente algumas funções fisiológicas (como o metabolismo 

enzimático), resultando em vantagens para além de seu papel nutricional básico (Doyon 

& Labrecque, 2008; Jensen et al. 2015).  

Doenças infecciosas no cultivo de camarões permanecem sendo um obstáculo 

para a atividade e inúmeros países registram perdas devido a enfermidades causadas por 

bactérias do gênero Vibrio (Nakayama & Nomura, 2009; Pham et al. 2014). Para 

controle de Vibrio spp., o abuso de drogas antimicrobianas na aquicultura resulta em 

uma evolução na resistência de linhagens bacterianas potencialmente patógenas (Esiobu 

et al. 2002). Dessa forma, a utilização de alimentos funcionais que contribuam tanto 

para o incremento da saúde quanto para o da nutrição dos camarões pode ser uma 

alternativa promissora. Nesse sentido, a manipulação da microbiota intestinal através da 

suplementação da dieta com microrganismos benéficos (probióticos) é um novo 

enfoque para a prevenção de doenças e para os aspectos nutricionais dos camarões 

cultivados (Mohapatra et al. 2012, Newaj-Fyzul et al. 2014). 

Probióticos são definidos como microrganismos vivos que, quando consumidos 

em quantidades adequadas, promovem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO, 2001). 

Entre os benefícios, estão a melhora do sistema imunológico do hospedeiro, o 

incremento do estado nutricional dos animais através da produção de enzimas digestivas 

e a redução da incidência de patógenos através do mecanismo de exclusão competitiva 
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(Verschuere et al. 2000, Vine et al. 2006). Entre as bactérias usadas como probióticos na 

aquicultura, as espécies do gênero Bacillus se destacam devido a características como a 

capacidade de controlar a proliferação de Vibrio spp., através da produção de compostos 

inibitórios (antibióticos naturais) e competição por nutrientes e locais de adesão, e a 

secreção de enzimas extracelulares (Ninawe & Selvin, 2009). Assim, Bacillus podem 

ser capazes de colonizar o trato gastrointestinal dos camarões e excluir potenciais 

patógenos como Vibrio (Rengpipat et al. 2000, Ravi et al. 2007, Li et al. 2007, 

Nakayama & Nomura 2009, Xu et al. 2013), tornar os camarões mais resistentes a 

infecções por Vibrio (Sapcharoen & Rengpipat, 2013) e produzir enzimas digestivas, 

contribuindo com a digestão do alimento e crescimento dos camarões (Liu et al. 2009). 

Apesar dos benefícios mencionados sobre a contribuição de Bacillus na produção 

de enzimas digestivas, poucas pesquisas abordam o efeito dessas bactérias na atividade 

enzimática dos camarões, principalmente no tocante às proteases endógenas, como a 

tripsina e a quimotripsina. Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito 

da suplementação da dieta de juvenis de Litopenaeus vannamei com Bacillus circulans 

e Bacillus subtilis na comunidade de Vibrio spp. e Bacillus spp. do hepatopâncreas, 

intestino e fezes e na atividade das enzimas protease total, proteases específicas (tripsina 

e quimotripsina), amilase e lipase nos camarões.      

 

2. Material e Métodos 

2.1 Dieta experimental 

As bactérias B. subtilis e B. circulans, provenientes do intestino de camarões 

selvagens da espécie Farfantepenaeus subtilis, foram utilizadas como potenciais 

probióticos nesse estudo devido a características como produção de enzimas e 

capacidade antagonista contra diferentes espécies de Vibrio in vitro (Capítulo 1). Dessa 
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forma, as dietas experimentais foram compostas de ração comercial (40% proteína 

bruta, Camaronina CR2, Purina
®
) suplementada com as bactérias B. circulans e B. 

subtilis numa concentração de 10
6
 UFC g

-1
 de ração. Para adição dos Bacillus à ração, 

as bactérias foram cultivadas separadamente em caldo triptona de soja (TSB - 

Himedia
®
) durante 48 h a 30 °C. Em seguida, as culturas dos Bacillus foram 

centrifugadas (4000 rpm, 15 min) e os sobrenadantes descartados. As células 

bacterianas decantadas foram homogeneizadas em água marinha estéril de forma a obter 

uma solução pura de cada Bacillus. Assim, a ração comercial, previamente esterilizada 

em vapor fluente (15 min), foi imersa nas soluções de B. subtilis e de B. circulans 

separadamente (1:2) durante 20 min. Posteriormente, as rações foram colocadas para 

secar em temperatura ambiente. Após esse procedimento, a confirmação da 

concentração de Bacillus nas dietas foi realizada através da técnica de plaqueamento, 

onde uma amostra de cada ração foi serialmente diluída (1/10) em solução salina estéril 

(2% NaCl) e espalhada em Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-polymyxin Agar - 

Himedia
®
). As rações experimentais foram estocadas (-6 °C) por no máximo cinco dias 

e a viabilidade de Bacillus spp. foi avaliada durante esse período. Uma ração controle 

foi feita sem adição de Bacillus utilizando os mesmos procedimentos. 

 

 2.2 Desenho experimental   

Um total de 65 juvenis de L. vannamei (peso médio inicial de 1,05 ± 0,05 g) foi 

distribuído aleatoriamente em tanques retangulares de polipropileno (0,48 x 0,56 x 0,89 

m) com volume útil de 100 l, aeração constante, salinidade de 24 g l
-1

 e temperatura de 

28-29 °C mantida através de aquecedores de imersão com termostato. Os camarões 

foram alimentandos com as seguintes dietas experimentais: ração + B. subtilis (BS); 

ração + B. circulans (BC) e ração sem adição de bactérias (Controle), totalizando três 
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tratamentos com quatro repetições cada. As dietas foram ofertadas ad libitum três vezes 

ao dia durante 45 dias. Ao final do experimento foram avaliados o peso final, o ganho 

de peso (Peso final – Peso inicial), a taxa de crescimento específico ([ln peso final – ln 

peso inicial] / dias) x 100) e a taxa de sobrevivência (nº de camarões final / nº de 

camarões incial) x 100).  

 

2.3 Atividade de enzimas digestivas  

O hepatopâncreas de amostras de camarões alimentados com as diferentes dietas 

experimentais (BS, BC e C) foram coletados a cada 15 dias para avaliação da atividade 

das enzimas digestivas protease total (inespecíficas), proteases específicas, amilase e 

lipase, totalizando três coletas (15, 30 e 45 dias). Dessa forma, os hepatopâncreas de 

quatro camarões de cada réplica foram removidos de maneira asséptica e imediatamente 

congelados a -80 °C (Zhou et al., 2011). Posteriormente, os hepatopâncreas foram 

descongelados, pesados e homogeneizados em solução salina estéril (9% NaCl) numa 

proporção de 40 mg de tecido por ml. Esses homogeneizados foram centrifugados 

(10000 g) durante 25 min (4 °C) e os sobrenadantes obtidos foram utilizados como 

extratos brutos para quantificação das atividades enzimáticas dos camarões de cada 

dieta experimental. Todos os ensaios enzimáticos foram conduzidos em triplicata. A 

dosagem de proteína total solúvel nos extratos brutos foi determinada como descrito por 

Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como proteína padrão. 

A quantificação da atividade proteolítica total (protease total) foi realizada por 

meio da hidrólise de 1% de azocaseína dissolvida no tampão Tris-HCl a 0,1 M e pH 8.0 

(Garcia-Carreño, 1992). Três alíquotas (30 uL) dos extratos brutos de cada tratamento 

foram incubados em microtubos com solução de substrato azocaseína (50 µL) por uma 

hora a 25 ºC, conforme protocolo adaptado de Bezerra et al. (2005). A reação foi 
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interrompida com a adição de ácido tricloroacético a 10% (240 µL) e a mistura foi 

centrifugada a 8000 g por 5 minutos. Posteriormente, 70 µL desse sobrenadante foram 

adicionados em uma microplaca com 130 µL de hidróxido de sódio 1 M (solução 

reveladora). A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro (Bio-Rad680) 

em um comprimento de onda de 450 nm. Um controle negativo (branco) foi feito com a 

substituição dos extratos brutos por solução salina (9% NaCl).  

A quantificação da atividade da tripsina e quimotripsina (proteases específicas) 

foi realizada em microplacas com a utilização dos substratos específicos Nα-benzoil-

DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida 

(SApNA), respectivamente (Bezerra et al., 2005), os quais foram utilizados numa 

concentração de 8 mM. Assim, os extratos brutos de cada tratamento (30 µL) foram 

incubados com 140 µL de tampão (Tris-HCl 0,1 M, pH 8) e 30 µL do substrato 

específico por um período de 15 minutos.  Em seguida, as leituras de absorbância foram 

mensuradas e registradas por meio de um leitor de microplacas (Bio-Rad 680) em um 

comprimento de onda de 405 nm.  

Para a determinação da atividade amilolítica, uma alíquota de 20 uL do extrato 

bruto de cada tratamento foi adicionada a microtubos contendo 125 uL de solução de 

amido (2%) e 125 uL de solução tampão (Tris-HCl 0,1 M, pH 8). Os microtubos foram 

incubados a 37 °C por 10 minutos e, posteriormente, a temperatura ambiente por 20 

minutos. Em seguida, 30 uL dessa mistura foram inoculadas em novos microtubos com 

300 uL de ácido dinitrosalicílico (DNSA), os quais foram incubados em banho seco a 

100º C (Adaptado de Bernfeld, 1955). Posteriormente, a coloração desenvolvida foi 

avaliada através de espectrofotômetro, utilizando comprimento de onda de 540 nm. 

Uma curva de calibração foi preparada usando uma solução de maltose padrão. 
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A atividade lipolítica foi realizada a partir da preparação de uma solução A de 

palmitato (3 g de palmitato para 1 ml de isopropanol) e de uma solução B de tritonX-

100 (2 g) e goma arábica (0,5 g) para cada 10 ml de tampão Tris-HCl (0,05 M). Após o 

preparo das soluções, a solução de palmitato foi homogeneizada com a solução de 

tritonX-100 e goma arábica (1/10), formando uma nova solução. Para o ensaio de 

quantificação da atividade, 900 uL dessa nova solução foram adicionados com 100 uL 

dos extratos brutos dos tratamentos em microtubos e aquecidos a 37 ºC por 15 minutos. 

Dos microtubos foram retirados 200 uL, adicionados em microplaca e submetidos a 

leitura de absorbância em espectrofotômetro (410 nm).  

  

2.4 Análises bacteriológicas 

A cada 15 dias de período experimental, amostras de intestino, hepatopâncreas e 

fezes dos camarões dos diferentes tratamentos (dietas BS, BC e C) foram coletadas para 

quantificação de Vibrio spp. e Bacillus spp. através da técnica de plaqueamento, 

totalizando três coletas (15, 30 e 45 dias). Os intestinos e hepatopâncreas de quatro 

camarões de cada réplica foram assepticamente removidos, pesados, macerados, 

serialmente diluídos (1/10) em solução salina estéril (2% NaCl) e uma amostra foi 

inoculada em placas de petri contendo Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-polymyxin Agar 

- Himedia
®
), para quantificação de Bacillus spp. e Agar TCBS (Agar Tiussulfato Citrato 

Bile Sacarose - Himedia
®
) para quantificação de Vibrio spp. Em seguida, as placas 

foram incubadas em estufa (24 h, 30 °C) para quantificação das Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC).  

Além da quantificação de Bacillus spp. presentes no intestino e hepatopâncreas 

dos camarões, as Unidades Formadoras de Colônias crescidas no meio Agar MYP 

foram observadas quanto ao tamanho, formato da borda, textura, brilho e coloração de 
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forma a encontrar no trato digestório dos animais alimentados com as dietas BS e BC os 

morfotipos atribuídos às bactérias B. subtilis e B. circulans utilizadas neste estudo, 

respectivamente. Dessa forma, as bactérias que apresentaram essas características foram 

submetidas aos testes presuntivos para o gênero Bacillus (Coloração de Gram, Catalase 

e de formação de esporos) e identificadas através de testes bioquímicos (API 50 CH - 

Biomerieux
®
).    

 A cada 15 dias, três camarões de cada réplica dos respectivos tratamentos foram 

coletados para quantificação de Bacillus spp. e Vibrio spp. das fezes, totalizando três 

coletas (15, 30 e 45 dias). Após a alimentação e constatação de que o intestino dos 

animais encontrava-se repleto, os camarões foram lavados externamente com água 

marinha estéril e imediatamente transferidos para recipientes de 2 l estéreis. Os 

recipientes foram abastecidos com água marinha estéril e os animais permaneceram 

nessas novas unidades experimentais até o esvaziamento do intestino. Posteriormente, 

os animais foram devolvidos as parcelas de origem e as fezes foram coletadas para 

realização do procedimento de quantificação bacteriana. As fezes foram pesadas, 

maceradas, serialmente diluídas (1/10) em solução salina estéril (2% NaCl) e 

submetidas a técnica de plaqueamento para quantificação de Vibrio spp. e Bacillus spp., 

conforme descrito anteriormente. 

 

2.5 Análise estatística 

Os dados referentes ao crescimento dos camarões, quantificação bacteriana e 

atividade enzimática foram submetidos à análise de variância (ANOVA), considerando-

se as premissas necessárias. Em seguida, o teste de Tukey foi utilizado para determinar 

diferenças significativas (p<0.05) entre os tratamentos. 
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3. Resultados 

3.1 Crescimento  

Ao final dos 45 dias de alimentação dos camarões com as dietas BS, BC e 

controle não houve diferença significativa na sobrevivência dos animais entre os 

tratamentos. No entanto, houve um aumento significativo no peso final (g), ganho de 

peso (g) e taxa de crescimento específico (%/dia) dos camarões alimentados com as 

dietas BS e BC, quando comparados ao grupo controle (Tabela 1).  

 

Inserir Tabela 1. 

 

3.3 Atividade de enzimas digestivas 

As atividades das proteases (específica e inespecífica), lipase e amilase foram 

avaliadas no hepatopâncreas de L. vannamei alimentados com as dietas experimentais 

BC, BS e C a cada 15 dias de cultivo. Os camarões alimentados com a dieta BC 

apresentaram um aumento significativo na atividade das proteases inespecíficas 

(protease total) aos 30 e 45 dias, quando comparados aos camarões das dietas BS e 

controle (Fig. 1). 

 

Inserir Figura 1 

 

Em relação às proteases específicas (tripsina e quimotripsina), houve um 

aumento significativo na atividade da tripsina nos camarões alimentados com as dietas 

BS e BC nos tempos 30 e 45 dias, quando comparados ao grupo controle. Além disso, a 

atividade da tripsina foi significativamente maior nos camarões alimentados com a dieta 

BC, quando comparados aos animais alimentados com a dieta BS (Fig. 2). Da mesma 
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forma, houve um aumento significativo da atividade da quimotripsina nos camarões 

alimentados com as dietas BS e BC aos 30 e 45 dias, quando comparados ao grupo 

controle. Além disso, aos 45 dias, a atividade dessa enzima nos cultivados com as dietas 

BC e BS diferiram entre si, com maior atividade nos camarões alimentados com a dieta 

BC (Fig. 3). 

 

Inserir Figuras 2 e 3. 

 

A atividade da lipase aumentou significativamente nos camarões alimentados 

com a dieta BS no tempo 15 dias, quando comparados aos animais alimentados com BC 

e controle. Porém aos 30 e 45 dias de cultivo, houve um aumento significativo na 

atividade dessa enzima nos camarões alimentados com a dieta BC, quando comparados 

aos tratamentos BS e controle (Fig. 4).  

 

 Inserir Figura 4 

 

Apesar de ambos os tratamentos BS e BC apresentarem um aumento 

significativo da atividade da amilase nos tempos 30 e 45 dias em relação ao grupo 

controle, os valores de atividade desta enzima foram significativamente superiores 

apenas nos camarões alimentados com a dieta BC (Fig. 5). 

 

Inserir Figura 5. 

 

3.2 Análises bacteriológicas 

As dietas BS e BC permaneceram com células bacterianas viáveis de B. subtilis 

e B. circulans, respectivamente, na concentração determinada para o experimento (10
6
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UFC g
-1

 de ração) durante todo o cultivo. Além disso, aos 30 e 45 dias de cultivo, os 

morfotipos de B. subtilis e B. circulans foram observados nas placas de Agar MYP com 

amostras do intestino e hepatopâncreas dos camarões e identificados bioquimicamente, 

sugerindo que houve colonização dessas bactérias no trato digestório dos animais. 

A quantificação de Bacillus spp. e Vibrio spp. foi realizada no intestino, 

hepatopâncreas e fezes de L. vannamei alimentados com as dietas experimentais BC, 

BS e C a cada 15 dias de cultivo. Houve uma maior concentração de Bacillus spp. no 

intestino dos animais alimentados com as dietas BC e BS em relação ao controle com 

diferenças estatísticas em todos os tempos avaliados (15, 30 e 45 dias), exceto entre o 

tratamento BC e controle no tempo de 15 dias (Tabela 2). Em relação ao total de Vibrio 

spp., houve uma redução significativa dessas bactérias no intestino dos camarões 

alimentados com a dieta BS, nos tempos 30 e 45, e com a dieta BC ao final dos 45 dias 

de experimento, quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).   

 

Inserir Tabela 2. 

 

Em relação quantificação de bactérias no hepatopâncreas, houve um aumento 

significativo de Bacillus spp. nos camarões dos tratamentos BS e BC nos tempos 30 e 

45 dias em relação a dieta controle (Tabela 2).  Ao final do experimento foi observada 

uma redução significativa de Vibrio spp. no hepatopâncreas nos camarões alimentados 

com a dieta BS, enquanto que aqueles oriundos do tratamento BC não diferiram 

significativamente do grupo controle (Tabela 3).  

Houve um aumento na concentração de Bacillus spp. nas fezes dos camarões 

tratados com as dietas BS e BC, mas sem diferença significativa quando comparados ao 

grupo controle nos diferentes tempos avaliados (Tabela 2). Por outro lado, houve um 
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aumento significativo de Vibrio spp. nas fezes dos camarões tratados com a dietas BC 

aos 30 dias e dieta BS em todos os tempos avaliados em relação ao controle (Tabela 3).  

 

Inserir Tabela 3. 

 

4. Discussão 

A suplementação da dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis e B. 

circulans resultou em um aumento significativo do peso final, ganho de peso e taxa de 

crescimento específico dos camarões. Diferentes pesquisas demonstram um incremento 

no crescimento dos camarões após adição de Bacillus spp. à dieta (Liu, et al., 2009; 

Keysami e Mohammadpour, 2012; Silva et al., 2013; Zokaeifar et al., 2014). Esses 

autores sugerem que o ganho de peso dos camarões pode ser devido à contribuição de 

bactérias probióticas na digestão do alimento através de um aumento da atividade de 

enzimas digestivas no animal promovido pelas células bacterianas, contribuindo com 

um melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. De acordo com Ochoa e Olmos 

(2006) algumas bactérias podem participar do processo de digestão dos camarões pela 

produção de enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases, melhorando o 

crescimento do animal. De fato, em nosso estudo, houve um incremento significativo da 

atividade de enzimas digestivas nos camarões cultivados com B. subtilis (BS) e B. 

circulans (BC) adicionados à dieta, o que pode ter proporcionado o ganho significativo 

de peso dos animais.   

Diante do exposto, as células de B. subtilis e B. circulans podem ter 

complementado a atividade das enzimas protease, amilase e lipase, melhorando a 

digestão e absorção dos nutrientes do alimento, uma vez que espécies de Bacillus são 

capazes de produzir enzimas extracelulares e de digerir uma variedade de carboidratos, 

lipídios e proteínas (Moriarty, 1998; Ochoa e Olmos, 2006; Gomez e Shen, 2008). Em 
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consonância com o presente estudo, a adição de B. coagulans à dieta de juvenis de L. 

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

protease e em um significativo ganho de peso dos camarões (Wang et al., 2012). Yu et 

al. (2008) adicionaram Bacillus a alimentação de L. vannamei e obtiveram um aumento 

das atividades de protease e amilase no hepatopâncreas, resultando em um maior ganho 

de peso e taxa de crescimento específico dos camarões. 

Resultados semelhantes ao nosso no tocante a atividade enzimática também 

foram encontrados em estudos realizados por Wang et al. (2007) e Zhou et al. (2009). 

Apesar de haver um consenso entre essas pesquisas de que o incremento da atividade 

enzimática nos animais pode ter tido contribuição das células bacterianas de Bacillus, 

esses autores comentam que não foi possível distinguir entre as enzimas produzidas 

pelos camarões daquelas sintetizadas pelas bactérias, assim como em nosso estudo. Por 

outro lado, mesmo que os Bacillus contribuam com uma pequena parte da produção de 

enzimas, a presença de células bacterianas no trato gastrointestinal do hospedeiro 

também pode estimular a atividade de enzimas endógenas do camarão (Ziaei-Nejad et 

al., 2006; Wang et al., 2007; Zhou et al., 2009). Esse fato pode ainda justificar o 

significativo aumento das proteases específicas tripsina e quimotripsina nos camarões 

alimentados com as dietas BC e BS em nosso estudo, quando comparados ao grupo 

controle.  

Nimrat et al. (2013) ao adicionarem B. subtilis à dieta de juvenis de P. monodon 

encontraram um significativo aumento na atividade da tripsina e ganho de peso nos 

camarões. A tripsina e a quimotripsina são as enzimas proteolíticas mais abundantes e 

as maiores responsáveis pela digestão das proteínas dos alimentos em camarões 

peneídeos (Lemos, 2000; Perea et al., 2012). Considerando que a proteína é o nutriente 

mais oneroso das rações e um fator limitante do crescimento dos camarões (Gimenez et 
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al., 2009), a utilização de suplementos alimentares que incrementem a atividade da 

tripsina e quimotripsina, como o uso de bactérias probióticas, podem contribuir para um 

melhor aproveitamento do alimento e consequente ganho de peso e redução de custos 

com rações comerciais. 

De uma forma geral, nós observamos que houve um aumento na concentração de 

Bacillus spp. no intestino e hepatopâncreas dos animais alimentados com a dietas BC e 

BS durante todo o período experimental, sobretudo a partir de 30 dias, em relação ao 

grupo controle. Apesar de ter havido uma tendência de aumento de Bacillus spp. 

também nas fezes dos animais alimentados com dietas BC e BS, não houve diferenças 

significativas entre os tratamentos, possivelmente devido a uma retenção dessas 

bactérias no trato digestório dos animais. Esses resultados nos levam a sugerir que o 

aumento significativo da concentração de Bacillus spp. foi devido a colonização de B. 

circulans e B. subtilis no trato digestório dos animais, uma vez que essas bactérias 

foram isoladas de camarões alimentados com as dietas BC e BS. Adicionalmente, as 

atividades das enzimas digestivas no hepatopâncreas dos camarões alimentados com as 

dietas BC e BS também aumentaram, sobretudo, a partir de 30 dias de cultivo, 

reiterando a sugestão de que B. circulans e B. subtilis podem ter contribuído para o 

metabolismo enzimático dos animais.   

Diversas pesquisas relatam o aumento da concentração de Bacillus spp. viáveis 

no trato digestório dos camarões em diferentes fases de desenvolvimento após 

administração dessas bactérias através da dieta (Rengpipat et al., 2000; Balcazar et al., 

2007; Nimrat et al., 2012). De acordo com Ziaei-Nejad et al. (2006), a composição 

natural da flora bacteriana do trato digestório de camarões marinhos pode ser 

modificada pelo fornecimento de bactérias probióticas através da alimentação, o que 

corrobora com o aumento da concentração de Bacillus spp. no intestino e 
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hepatopâncreas dos camarões alimentados com B. circulans e B. subtilis. Em estudo 

realizado por esses mesmos autores, a administração de Bacillus aumentou 

significativamente a proporção dessas bactérias em larvas e no trato digestório de pós-

larvas de Fenneropenaeus indicus. Em outro estudo, Nimrat et al. (2012), encontraram 

um aumento do número de Bacillus sp. no trato digestório dos animais após adição 

dessas bactérias à alimentação de L. vannamei.  

Após a administração de B. subtilis a L. vannamei através da dieta, Zokaeifar et 

al. (2012) isolaram esse Bacillus do trato digestório dos camarões após oito semanas de 

cultivo. O conceito de probiótico perpassa pela capacidade desses microrganismos 

colonizarem o trato digestório do hospedeiro (Vine et al., 2004), mesmo que seja de 

forma transitória. No entanto, poucas pesquisas relatam que as bactérias adicionadas ao 

cultivo como probiótico através da dieta foram isoladas do trato gastrointestinal dos 

camarões tratados. Além disso, de acordo com Newaj-Fyzul et al. (2014), pesquisas que 

demonstrem a viabilidade das bactérias probióticas após adição ao alimento são 

escassas. Em nosso estudo, nós identificamos o B. circulans e o B. subtilis no trato 

gastrointestinal dos camarões alimentados com as dietas BC e BS, respectivamente, e 

essas bactérias permaneceram viáveis na ração durante todo o período experimental. 

Esse fato pode ter contribuído para a colonização e aumento de Bacillus spp. no trato 

digestório dos camarões tratados.   

Bactérias do gênero Bacillus podem inibir o crescimento de espécies de Vibrio 

spp. (Nakayama & Nomura 2009, Xu et al. 2013). A administração de B. subtilis através 

da dieta a juvenis de L. vannamei resultou em um aumento significativo da 

concentração de Bacillus spp. e redução de Vibrio spp. no trato digestório dos animais 

durante o cultivo (Zokaeifar et al. 2014). Silva et al. (2013), encontraram uma redução 

de Vibrio spp. tanto na água quanto em larvas e pós-larvas de L. vannamei após inclusão 
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de Bacillus spp. no cultivo através da água ou alimento. Resultados semelhantes foram 

encontrados em nosso estudo, onde houve uma redução de Vibrio spp. no trato 

digestório dos camarões alimentados com ambas as dietas contendo Bacillus ao longo 

do cultivo, com diferenças significativas da dieta controle nos tempos 30 e 45 dias. Esse 

decréscimo de Vibrio spp. pode ter sido devido ao mecanismo de exclusão competitiva 

entre as bactérias, uma vez que Bacillus spp. são capazes de produzir substâncias 

antimicrobianas e de competir com outras bactérias por nutrientes e locais de adesão 

(Moriarty, 1998; Verschuere et al., 2000). Sugere-se que o mecanismo de exclusão de 

Vibrio spp. por Bacillus spp. em nosso estudo pode ainda ser corroborado pelo aumento 

de Vibrio spp. encontrado nas fezes dos camarões alimentados com as dietas BC e BS.  

Ainda que tenha havido uma redução de Vibrio spp. no intestino e 

hepatopâncreas dos animais alimentados com B. circulans e B. subtilis, concentrações 

elevadas de Vibrio spp. foram encontradas. De acordo com Gomez-Gil et al., (1998), a 

presença de Vibrio spp. no hepatopâncreas, por exemplo, não significa que o animal está 

doente. Recentemente, Zheng et al. (2016) avaliaram a concentração bacteriana em L. 

vannamei saudáveis e doentes em diferentes fases de desenvolvimento. Bactérias do 

gênero Vibrio foram encontradas tanto em camarões saudáveis quanto em doentes, mas 

ocorreram em maior abundância nos camarões enfermos, apontando para um 

crescimento descontrolado de Vibrio spp. devido à doença. Por outro lado, considerando 

que Vibrio spp. são bactérias consideradas oportunistas (Saulnier et al. 2000), o controle 

desses microrganismos se faz necessário. 

Em nosso estudo foi possível observar algumas peculiaridades no efeito de B. 

circulans e B. subtilis nos camarões. Embora ambas as bactérias possam ter 

influenciado no aumento da atividade de enzimas digestivas e no controle de Vibrio 

spp., a bactéria B. circulans parece ter sido mais eficiente em contribuir com o 
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metabolismo enzimático dos camarões, considerando que houve um aumento 

significativo das atividades das diferentes enzimas digestivas avaliadas, quando 

comparadas aos animais das dietas BS e Controle. Já a bactéria B. subtilis parece ter 

sido mais eficiente na colonização do trato digestório e no controle de Vibrio spp., uma 

vez que identificamos um aumento significativo de Bacillus spp. no intestino dos 

camarões já nos primeiros 15 dias de cultivo e redução de Vibrio spp. no intestino, após 

30 dias, e no hepatopâncreas, após 45 dias, quando comparados aos camarões das dietas 

BC e Controle. Essas observações nos levam a refletir sobre o potencial da elaboração 

de probióticos com uma mistura de diferentes espécies bacterianas. De acordo com Hao 

et al. (2014), a combinação de linhagens bacterianas pode resultar em um aumento ou 

prolongamento dos efeitos desejáveis do probiótico no hospedeiro. Por outro lado, 

pesquisas devem ser conduzidas de forma a avaliar a influência mútua entre as bactérias 

para garantir os benefícios e respostas esperadas nos camarões. Adicionalmente, parece 

ser a primeira vez que a espécie B. circulans é avaliada como probiótico no cultivo de 

camarões. 
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Tabela 1 – Crescimento e sobrevivência de Litopenaeus vannamei (media ± EP) 

alimentados durante 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; BC = ração + 

Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. 

Tratamentos Dieta BS Dieta BC Dieta C 

Sobrevivência (%) 98,0 ± 1,0 98,3 ± 1,7 94,7 ± 3,2 

Peso final (g) 6,11 ± 0,08
a
 6,35 ± 0,16

a
 5,69 ± 0,12

b
 

GP (g) 5,06 ± 0,08
a
 5,30 ± 0,16

a
 4,64 ± 0,12

b
 

TCE (%/dia) 3,91 ± 0,03
a
 4,00 ± 0,06

a
 3,75 ± 0,05

b
 

 

Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenças 

significativas (P<0.05). 
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Tabela 2 – Log de Bacillus spp. (Média ± EP) no intestino, hepatopâncreas e fezes de 

Litopenaeus vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + 

Bacillus subtilis; BC = ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. 

Tratamento BS BC C 

 
15 dias 

Intestino 7,21 ± 0,21
a
 6,13 ± 0,43

b
 5,69 ± 0,43

b
 

Hepatopâncreas 4,86 ± 0,50 4,64 ± 0,52 4,57 ± 0,26 

Fezes  5,28 ± 0,04 5,29 ± 0,20 5,01 ± 0,01  

 
30 dias 

Intestino  7,26 ± 0,07
a
 7,28 ± 0,17

a
  6,22 ± 0,15

b
  

Hepatopâncreas 6,16 ± 0,05
a
 5,61 ± 0,22

a
 5,03 ± 0,09

b
 

Fezes  5,32 ± 0,27 5,19 ± 0,66 4,95 ± 0,07  

 
45 dias 

Intestino  7,37 ± 0,19
a
 6,75 ± 0,19

a
 5,87 ± 0,17

b
  

Hepatopâncreas 6,89 ± 0,18
a
 6,36 ± 0,04

a
 5,37 ± 0,09

b
 

Fezes  6,34 ± 0,01 6,33 ± 0,24 5,70 ± 0,30  

Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenças 

significativas (P<0.05). 
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Tabela 3 – Log de Vibrio spp. (Média ± EP) no intestino, hepatopâncreas e fezes de 

Litopenaeus vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + 

Bacillus subtilis; BC = ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. 

Tratamento BS BC C 

 
15 dias 

Intestino 8,18 ± 0,18 8,11 ± 0,09 8,43 ± 0,08 

Hepatopâncreas 5,17 ± 0,28 4,79 ± 0,55 5,68 ± 0,20 

Fezes 5,95 ± 0,14
a
  4,83 ± 0,31

b
  4,35 ± 0,37

b
  

 
30 dias 

Intestino  7,19 ± 0,34
a
 7,52 ± 0,10

ab
 8,11 ± 0,05

b
 

Hepatopâncreas 5,20 ± 0,11 5,56 ± 0,35 5,81 ± 0,21 

Fezes  6,16 ± 0,20
a
 6,26 ± 0,10

a
 5,12 ± 0,18

b
  

 
45 dias 

Intestino 6,91 ± 0,09
a
 7,19 ± 0,15

a
 8,24 ± 0,03

b
  

Hepatopâncreas 4,30 ± 0,65
a
 5,17 ± 0,14

ab
 5,89 ± 0,14

b
 

Fezes  6,81 ± 0,07
a
 6,50 ± 0,18

ab
 5,92 ± 0,17

b
  

Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenças 

significativas (P<0.05). 
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Fig. 1 – Atividade proteolítica total no hepatopâncreas de Litopenaeus vannamei 

alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; BC = 

ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. Letras diferentes sobre 

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferenças significativas (P < 0.05). 
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Fig. 2 – Atividade da enzima tripsina no hepatopâncreas de Litopenaeus vannamei 

alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; BC = 

ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. Letras diferentes sobre 

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferenças significativas (P < 0.05). 
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Fig. 3 – Atividade da enzima quimotripsina no hepatopâncreas de Litopenaeus 

vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; 

BC = ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. Letras diferentes 

sobre as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferenças significativas (P < 

0.05). 
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Fig. 4 – Atividade da enzima lipase no hepatopâncreas de Litopenaeus vannamei 

alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; BC = 

ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. Letras diferentes sobre 

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferenças significativas (P < 0.05). 
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Fig. 5 – Atividade da enzima amilase no hepatopâncreas de Litopenaeus vannamei 

alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ração + Bacillus subtilis; BC = 

ração + Bacillus circulans e C = ração sem adição de bactérias. Letras diferentes sobre 

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferenças significativas (P < 0.05). 
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Resumo 

O desenvolvimento do cultivo de Litopenaeus vannamei continua limitado 

devido ao aumento de doenças. Vibrio parahaemolyticus é frequentemente relacionado 

a infecções e altas taxas de mortalidade no cultivo de camarões. O uso de probióticos é 

uma alternativa ao uso de antibióticos nos sistemas de cultivo. Entre os benefícios, a 

utilização de probióticos pode incrementar o estado imunológico dos camarões, 

tornando-os mais resistentes à doenças. As bactérias Bacillus subtilis e Bacillus 

circulans, isoladas do intestino de camarões selvagens, foram adicionadas à ração 

comercial, perfazendo as seguintes dietas experimentais: ração + B. Subtilis (BS); ração 

+ B. circulans (BC) e ração sem adição de bactéria (controle). Após 60 dias de cultivo, a 

quantificação da expressão de genes do sistema imunológico dos camarões foi realizada 

(proPO, LGBP e HEM). Além disso, os camarões foram infectados via injeção e 

desafiados via água com V. parahaemolyticus ATCC 17802. Após 24h, a expressão do 

gene proPO foi quantificada. O peso final, ganho de peso, taxa de crescimento 

específico e expressão dos genes proPO, LGBP e HEM foram significativamente 

maiores  (p<0.05) nos animais alimentados com as dietas BS e BC. Contudo, não houve 

diferença estatística na expressão da proPO após infecção e desafio com V. 

parahaemolyticus. Por outro lado, os animais alimentados com a dieta BC tiveram uma 

maior sobrevivência após injeção (p<0.05). Após desafio, houve uma redução de Vibrio 

spp. e significativo aumento de Bacillus spp. no intestino dos camarões alimentados 

com as dietas BC e BS. A suplementação da dieta de L. vannamei com B. subtilis e B. 

circulans contribuiu para um aumento no ganho de peso e redução de Vibrio spp. no 

intestino. O aumento da expressão do gene proPO nos camarões da dieta BC antes da 

infecção pode ter contribuído para uma maior resistência dos camarões ao V. 

parahaemolyticus.  
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Palavras-chave: Probiotico, Expressão genética, PCR, Pro-fenoloxidase. 

 

1. Introdução 

O desenvolvimento da indústria de cultivo de camarões marinhos, sobretudo a 

produção da espécie Litopenaeus vannamei, continua limitado devido ao aumento de 

doenças causadas por vírus ou bactérias (Wongsasak et al., 2015). Bactérias do gênero 

Vibrio estão frequentemente associadas ao surgimento de doenças nos camarões 

cultivados e a espécie Vibrio parahaemolyticus é comumente relacionada a infecções e 

altas taxas de mortalidade em L. vannamei (Kumar et al., 2014, Lomeli-Ortega et al., 

2014). Nesse contexto, a prevenção de doenças é, atualmente, o maior desafio da 

carcinicultura (Hamza et al., 2015). 

Para evitar o surgimento ou a proliferação de patógenos, o uso de antibióticos 

passou a ser uma prática comum entre os produtores (Moriarty, 1999). No entanto, essa 

medida resulta no desenvolvimento de patógenos mais resistentes e virulentos 

(Moriarty, 1999, Bachere, 2000). Dessa forma, um método alternativo que vem 

surgindo em detrimento do uso de antibióticos é a utilização de probióticos nos sistemas 

de cultivo. Probióticos podem ser definidos como “suplemento alimentar de 

microrganismos vivos que promove benefícios ao hospedeiro devido a uma melhora do 

balanço microbiano intestinal” (Fuller, 1989). Entre os benefícios, há um crescente 

interesse na utilização desses microrganismos para controle de patógenos ou para 

incremento do estado imunológico dos camarões, de forma a torná-los mais resistentes à 

doenças.  

Para o controle de patógenos, o modo de ação desses probióticos é através da 

exclusão competitiva, onde esses microrganismos podem produzir compostos inibitórios 

e disputar com os patógenos por locais de adesão ou nutrientes (Verschuere et al. 2000). 
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No tocante à imunidade, os componentes da parede celular de microrganismos usados 

como probióticos, como fungos e bactérias, podem estimular o sistema imunológico dos 

camarões (Bachere, 2000). 

O sistema imune dos crustáceos está relacionado à hemolinfa, que é constituída 

de plasma e hemócitos, os quais são responsáveis pelas respostas humorais e celulares, 

respectivamente (Vazquez et al., 2009). Entre as reações imunológicas dos camarões 

está o sistema de ativação da pró-fenoloxidase (sitema proPO), o qual desencadeia o 

processo de melanização induzido pela ação da enzima fenoloxidase (PO) em resposta a 

identificação de agentes estranhos pelos hemócitos (Soderhall e Cerenius, 1992; 

Pezzarolo e Barracco, 1997). 

Bactérias do gênero Bacillus são potenciais para utilização na aquicultura devido 

à capacidade de produção de compostos antibióticos, secreção de enzimas e competição 

por espaço e nutrientes (Moriarty, 1998). Além disso, algumas pesquisas demonstram 

que a utilização de Bacillus na aquicultura pode promover um incremento na resposta 

imunológica dos camarões. Como exemplo, a utilização de Bacillus S11 proporcionou 

uma proteção contra V. harveyi através da ativação das defesas imunológicas humorais 

e celulares no camarão Penaeus monodon (Rengpipat et al., 2000). 

Em estudo realizado por Li et al. (2009), houve uma maior resistência de L. 

vannamei à doença da mancha branca devido a um incremento nos diferentes 

parâmetros imunológicos promovido pela adição de Bacillus à dieta dos camarões.  A 

inclusão de B. subtilis no cultivo de larvas de L. vannamei resultou em um aumento 

significativo da expressão do gene pro-fenoloxidase, vinculado ao sistema proPO, 

melhor desenvolvimento, sobrevivência e tolerância ao estresse (Liu et al., 2010).  

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da 

suplementação da dieta de juvenis de L. vannamei com espécies de Bacillus isoladas do 
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intestino de camarões selvagens na expressão de genes da resposta imunológica antes e 

após infecção e desafio com V. parahaemolyticus. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Linhagens bacterianas 

 As bactérias Bacillus subtilis e Bacillus circulans utilizadas neste estudo foram 

previamente isoladas do intestino de camarões selvagens da espécie Farfantepenaeus 

subtilis devido a características como produção de exoenzimas e capacidade antagonista 

contra diferentes espécies de Vibrio (Capítulo 1). A espécie V. parahaemolyticus ATCC 

17802 foi utilizada para experimentos de infecção dos camarões via injeção 

intramuscular e de desafio via água.  

 

2.2 Dieta experimental 

As dietas experimentais foram compostas de ração comercial (40% proteína 

bruta, Camaronina CR2, Purina
®
) suplementada com as bactérias B. circulans e B. 

subtilis numa concentração de 10
6 

UFC g
-1

 de ração. Para tanto, as bactérias foram 

cultivadas separadamente em caldo triptona de soja (TSB - Himedia
®
) durante 48 h a 30 

°C. Em seguida, as culturas dos Bacillus foram centrifugadas (4000 rpm, 15 min) e os 

sobrenadantes descartados. As células bacterianas decantadas foram homogeneizadas 

em água marinha estéril de forma a obter uma solução pura de cada Bacillus. Assim, a 

ração comercial, previamente esterilizada em vapor fluente (15 min), foi imersa nas 

soluções de B. subtilis e de B. circulans separadamente (1:2) durante 20 min. 

Posteriormente, as rações foram colocadas para secar em temperatura ambiente. Após 

esse procedimento, a confirmação da concentração de Bacillus na dieta foi realizada 

através da técnica de plaqueamento, onde uma amostra de cada ração foi serialmente 
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diluída (1/10) em solução salina (2% NaCl) e espalhada em Agar MYP (Mannitol-egg 

Yolk-polymyxin Agar - Himedia
®
). As rações foram estocadas (-6 °C) por no máximo 

cinco dias e a viabilidade de Bacillus spp. foi avaliada durante esse período. Uma ração 

controle foi feita sem adição de Bacillus utilizando os mesmos procedimentos. 

 

 2.3 Desenho experimental  

Um total de 65 juvenis da espécie L. vannamei (peso médio inicial de 1,05 ± 

0,05 g) foram distribuídos aleatoriamente em tanques retangulares de polipropileno 

(0,48 x 0,56 x 0,89 m) com volume útil de 100 L, aeração constante, salinidade de 24g 

L
-1

 e temperatura de 28-29 °C mantida através de aquecedores de imersão com 

termostato. Os camarões foram alimentandos com as seguintes dietas experimentais, 

totalizando três tratamentos com quatro repetições cada: ração + B. subtilis (BS); ração 

+ B. circulans (BC) e ração sem adição de bactéria (Controle). As dietas foram 

ofertadas ad libitum três vezes ao dia durante 60 dias. Ao final do experimento foram 

avaliados o peso final, o ganho de peso (Peso final – Peso inicial), a taxa de crescimento 

específico ([ln peso final – ln peso inicial] / dias) x 100), a taxa de sobrevivência (nº de 

camarões final / nº de camarões incial) x 100) e a expressão de genes relacionados ao 

sistema imunológico dos camarões dos respectivos tratamentos. Além disso, os 

camarões foram infectados via injeção intramuscular e desafiados via água com V. 

parahaemolyticus ATCC 17802. 

 

2.4 Expressão relativa de genes do sistema imunológico 

A hemolinfa dos animais foi utilizada para quantificação da expressão relativa 

de genes associados ao sistema imunológico dos camarões através de PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase) em tempo real (RT-PCR). A coleta de hemolinfa foi realizada ao 
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final dos 60 dias de alimentação dos camarões com as dietas experimentais BS, BC e C. 

Dessa forma, a hemolinfa de 32 espécimes de cada tratamento foi coletada do sinus 

ventral dos camarões com a utilização de uma seringa de 1 ml. A expressão relativa dos 

seguintes genes foi avaliada: Pro-fenoloxidase (proPO), proteína de ligação β-1,3-

glucano (LGBP), Hemocianina (HEM) e o gene normalizador Beta-actina (ACT- 

controle). Os pares de primers específicos utilizados estão descritos na tabela 1. 

 

Inserir Tabela 1. 

 

A PCR em tempo real foi realizada usando o RNA extraído da hemolinfa para a 

construção das bibliotecas de cDNA, utilizando três pools para cada tratamento. O RNA 

total foi extraído da hemolinfa dos camarões utilizando Trizol (Invitrogen) e 

quantificado por análise espectrofotométrica em 260 e 280 ηm através do Nanovue (GE 

Healthcare). A síntese de cDNA foi feita usando o kit ImProm-II
TM

 Reverse 

Transcription System (Promega
®
) de acordo com as instruções do fabricante. 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas de acordo com métodos 

descritos por Livak e Schimittgen (2001), assim como para o cálculo do ΔΔCt e 

obtenção da quantificação relativa dos transcritos. O calibrador das reações foi o grupo 

não tratado com bactérias adicionadas à ração (Controle) para os transcritos com 

expressão aumentada ou diminuída mediante ao tratamento com bactérias (BC e BS).  

As amplificações com SYBR
®

 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

foram realizadas em um termociclador Step One Plus (Applied Biosystems) e as reações 

consistiram de 1 µL of cDNA (5 ng), 12,5 µL de SYBR
®

 Green e 0,3 µM de cada primer 

(concentração final) em um volume final de 25 µL. RNA ribossomal 18S foi usado 

como controle interno. O ciclo térmico utilizado foi: (94°C - 1 min, 60°C -1 min) x 40 
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ciclos, seguidos de uma curva de dissociação. As curvas de dissociação foram 

analisadas para confirmar a especificidade das amplificações e todas as reações foram 

realizadas em triplicata. 

  

2.5 Infecção via injeção 

Após alimentação com as dietas experimentais durante 60 dias, dez camarões de 

cada tratamento foram mantidos nas mesmas condições para realização de um 

experimento de infecção através da injeção de V. parahaemolyticus ATCC 17802. O V. 

parahaemolyticus foi cultivado em caldo triptona de soja (TSB - Himedia
®
) durante 24 

h a 30 °C. Em seguida, a cultura foi centrifugada, o sobrenadante descartado e uma 

solução de V. parahaemolyticus foi feita através da suspensão das células bacterianas 

decantadas em um volume de solução salina (0,9% NaCl) estéril (SS) correspondente a 

uma concentração de 10
8
 UFC ml

-1
, de acordo com a curva de absorbância (600 nm). 

Para infecção dos camarões, a solução de V. parahaemolyticus foi ajustada com SS para 

uma concentração de 10
6
 UFC ml

-1
 (solução de infecção). Dez camarões de cada 

tratamento foram injetados com 100 ul da solução de infecção no terceiro segmento 

abdominal. Um controle positivo (CP) foi realizado, onde animais não submetidos aos 

tratamentos com as dietas experimentais foram injetados com 100 ul de solução salina 

estéril para avaliar uma possível mortalidade devido ao procedimento de injeção. 

Durante o período de infecção, os camarões continuaram a ser alimentados com a 

respectiva dieta de cada tratamento. A infecção teve duração de 96 h e a cada 24 h a 

mortalidade foi avaliada.  

Após 24 h de infecção, a hemolinfa dos camarões sobreviventes nesse período 

foi coletada para quantificação da expressão relativa do gene Pro-fenoloxidase (proPO), 

conforme descrito anteriormente. A hemolinfa dos camarões do controle positivo 
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também foi coletada para identificar uma possível mortalidade em decorrência do 

procedimento de coleta.  

 

2.6 Desafio via água 

 Ao final dos 60 dias de cultivo com as dietas experimentais (BS, BC e C), 18 

camarões de cada tratamento foram transferidos para três novas unidades experimentais 

(10 l) mantidas nas mesmas condições dos tanques de origem. Os camarões foram 

desafiados com a adição de V. parahaemolyticus ATCC 17802 na água de cultivo numa 

concentração de 10
6
 UFC ml

-1
. A solução de V. parahaemolyticus para inoculo na água 

de cultivo foi realizada conforme descrito anteriormente. Após 24 h de desafio via água, 

a hemolinfa de três camarões de cada replica foi coletada para quantificação da 

expressão relativa do gene Pro-fenoloxidase (proPO), conforme descrito anteriormente. 

A mortalidade acumulada foi avaliada ao final de dez dias de desafio.  

 

2.7 Quantificação bacteriana 

Ao final do desafio com V. parahaemolyticus via água, amostras do intestino de 

três camarões de cada réplica foram coletadas para quantificação de Vibrio spp e 

Bacillus spp. A quantificação foi realizada através da técnica de plaqueamento. Os 

intestinos foram assepticamente removidos, macerados, serialmente diluídos (1/10) em 

solução salina estéril (2% NaCl) e inoculados em Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-

polymyxin Agar - Himedia
®
), para quantificação de Bacillus spp., e em Agar TCBS 

(Agar Tiussulfato Citrato Bile Sacarose - Himedia
®
) para quantificação de Vibrio spp. 

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa (24 h, 30 °C) para quantificação das 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC).  

 



VOGELEY, J. A. L. Seleção e identificação de bactérias probióticas para utilização no cultivo... 

 

95 

2.8 Análise estatística 

Os dados referentes ao desempenho zootécnico, expressão de genes e 

quantificação bacteriana foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 

considerando-se as premissas necessárias. Em seguida o teste de Tukey foi utilizado 

para determinar diferenças significativas (p<0.05) entre os tratamentos. 

 

3. Resultados 

3.1 Desempenho zootécnico  

 Durante todo o período experimental, as dietas BS e BC permaneceram com 

células bacterianas viáveis de B. subtilis e B. circulans, respectivamente, na 

concentração determinada para o experimento (10
6
 UFC g

-1
 de ração). Ao final dos 

tratamentos com as dietas experimentais, não houve diferenças significativas na 

sobrevivência dos camarões. No entanto, houve um incremento significativo no peso 

dos camarões alimentados com as dietas BS (8,22 ± 0,16 g) e BC (8,18 ± 0,08 g), 

quando comparados aos camarões da dieta controle (7,68 ± 0,12 g). Da mesma forma, 

os camarões submetidos à dieta BS e BC apresentaram um maior ganho de peso e taxa 

de crescimento específico (Tabela 2).   

 

Inserir Tabela 2. 

 

3.2 Expressão relativa de genes do sistema imunológico  

De acordo com os resultados da PCR em tempo real (RT-PCR), as dietas com 

adição de B. subtilis (BS) e B. circulans (BC) influenciaram na modulação da expressão 

de genes do sistema imunológico dos camarões. A expressão relativa do gene proPO foi 

significativamente maior nos animais alimentados com a dieta BC, quando comparados 
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aos camarões alimentados com BS e Controle (Figura 1). Quanto ao gene LGBP, os 

camarões alimentados com a dieta BS apresentaram um aumento significativo na 

expressão desse gene (Figura 2). Já para o gene HEM, houve um aumento significativo 

na expressão dos animais alimentados com as dietas BS e BC, quando comparados com 

a dieta Controle (Figura 3).  

 

Inserir Figuras 1, 2 e 3. 

 

3.3 Infecção e desafio com V. parahaemolyticus 

Após 60 dias de alimentação com as dietas experimentais, os camarões foram 

infectados via injeção intramuscular com V. parahaemolyticus. Após 24 h de infecção, 

os animais alimentados com a dieta BC apresentaram uma significativa maior 

sobrevivência, quando comparados aos camarões da dieta BS e Controle (Figura 4). Em 

seguida, houve uma brusca queda na sobrevivência dos camarões. Após 96 h de 

infecção, apenas 15% dos camarões da dieta BC permaneceram vivos. Não houve 

mortalidade nos camarões do controle positivo quando injetados com solução salina 

estéril (0,9% NaCl) ou quando submetidos à coleta de hemolinfa.  

 Após alimentação dos animais com as dietas experimentais durante 60 dias, os 

camarões foram desafiados com V. parahaemolyticus via água. No entanto, não houve 

diferença significativa na sobrevivência dos camarões entre os tratamentos (Figura 5). 

 

Inserir Figuras 4 e 5. 

 

Após 24 h de infecção dos animais via injeção, não houve diferença significativa 

entre os tratamentos na expressão do gene proPO. No entanto, observamos um aumento 
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na expressão desse gene nos camarões das dietas Controle e BS (Figura 6), quando 

comparados a expressão da proPO nesses mesmos tratamentos antes da infecção (Figura 

1). Já para a dieta BC, observamos uma estabilização da expressão da proPO após 24 h 

de infecção. Resultados semelhantes foram encontrados na expressão da proPO após 24 

h de desafio com V. parahaemolyticus via água (Figura 7). 

 

Inserir Figuras 6 e 7. 

 

3.4 Quantificação bacteriana 

 Após dez dias de desafio dos camarões com V. parahaemolyticus, houve um 

aumento da concentração de Vibrio spp. no intestino dos camarões do grupo controle e 

uma redução nos camarões alimentados com as dietas BS e BC. No entanto, não houve 

diferenças estatísticas entre os tratamentos. Por outro lado, houve um aumento 

significativo de Bacillus spp. no intestino dos camarões alimentados com as dietas BC e 

BS, os quais diferiram entre si e em relação ao controle (Figura 8).  

 

Inserir Figura 8. 

 

4. Discussão 

A adição de B. subtilis e B. circulans à dieta de L. vannamei contribuiu 

significativamente para o crescimento dos camarões, resultando em um maior ganho de 

peso e taxa de crescimento específico. Várias pesquisas demonstram que a inclusão de 

probióticos na alimentação dos camarões contribui para um melhor desempenho 

zootécnico dos animais (Gullian et al., 2004; Silva et al. 2013). Em pesquisa realizada 

por Balcazar et al. (2007), a adição de B. subtilis UTM 126 no cultivo de L. vannamei 
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resultou em um aumento significativo do peso e taxa de conversão alimentar. Assim 

como Wang et al., (2012) que avaliaram os efeitos de B. coagulans como suplemento 

em dietas oferecidas a L. vannamei e identificaram um maior ganho de peso e 

sobrevivência nos camarões. Recentemente, Jamali et al. (2015) concluíram que 

Bacillus podem incrementar as taxas de crescimento e sobrevivência de larvas de L. 

vannamei, uma vez que o enriquecimento de Artemia urmiana e Brachionus plicatilis 

com B. licheniformis e B. subtilis resultou em um maior comprimento, peso e 

sobrevivência dos camarões.  

Além de contribuir com uma melhor performance de crescimento e sobrevivência, 

a adição de Bacillus à alimentação de L. vannamei também contribui com uma melhora 

do estado imunológico e resistência a doenças nos animais (Sapcharoen e Rengpipat, 

2013). Estudos têm demonstrado que a utilização de bactérias probióticas pode 

beneficiar o sistema imunológico dos camarões cultivados através da avaliação de 

diferentes respostas como quantidade de hemócitos, atividade da enzima Fenoloxidase 

(PO), atividade fagocítica, atividade oxidativa, atividade de lisozima, concentração de 

proteínas no plasma, resistência a patógenos e expressão de genes associados ao sistema 

imunológico dos animais (Tseng et al. 2009, NavinChandran et al. 2014, Pattukumar et 

al, 2014, Wu et al., 2014, Ferreira et al. 2015). 

Em nosso estudo, a suplementação da dieta de juvenis de L. vannamei com B. 

subtilis (BS) e B. circulans (BC) influenciou na modulação da expressão dos genes 

vinculados a resposta imunológica HEM, proPO e LGBP. Houve um aumento 

significativo na expressão do gene HEM nos camarões alimentados com a dieta BC e 

BS, quando comparados ao grupo controle. A Hemocianina é uma proteína presente na 

hemolinfa de artrópodes que é relacionada com o armazenamento e transporte de 

oxigênio, além de também está envolvida em outros processos fisiológicos como a 
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resposta imune do animal (Zhang et al., 2009). Já os genes proPO e LGBP estão 

relacionados ao sistema de ativação da pró-fenoloxidase (sistema proPO). Esse sistema 

é considerado uma importante ferramenta de resposta imunológica nos crustáceos, uma 

vez que é um dos mecanismos presentes na hemolinfa de reconhecimento e combate dos 

patógenos. O sistema proPO é ativado através de proteínas receptoras de 

reconhecimento de padrões moleculares (PRPs) capazes de identificar o intruso via 

Lipopolissacarídeos ou Peptidoglicanos de bactérias e β-1,3-glucanos de fungos 

(Soderhall et al. 1998, Barraco et al. 2008).  

No presente estudo, a expressão dos genes proPO e LGBP foi significativamente 

maior nos camarões alimentados com as dietas BC e BS, respectivamente, quando 

comparados ao grupo controle. Em pesquisa realizada por Wongsaak et al. (2015), a 

adição de um prebiotico (β-glucan) e B.subtilis à dieta de L. vannamei promoveu um 

incremento na expressão do gene proPO. Segundo esses autores, o aumento da 

expressão da proPO estimulou a atividade da Fenoloxidase (PO), contribuindo para o 

estado imunológico do animal. Em outro estudo, Zokaeifar et al. (2012) ao 

suplementarem a dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma 

melhor performance de crescimento, de resistência ao V. harveyi e atribuíram esses 

resultados a um incremento na resposta imunológica dos camarões promovido pelo 

aumento da expressão dos genes Peroxinectina (PE), Serino-protease (SP), LGBP e 

proPO. 

Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por Hao et al. (2014) ao 

adicionarem diferentes bactérias à dieta dos camarões, entre elas, B. subtilis isolados do 

intestino de L. vannamei, como aumento significativo do peso final, ganho de peso, taxa 

de crescimento específico e da expressão dos genes LGBP e proPO. Segundo esses 

autores, o aumento da expressão da LGBP pode estar relacionado com uma maior 
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regulação do gene proPO e ativação do sistema proPO. A proteína de ligação 

Lipopolisacarideo- e β-1,3-glucano (LGBP) é uma PRPs que reconhece e responde a 

intrusos microbianos, resultando na ativação do sistema proPO (Sritunyalucksana et al 

2000). No entanto, ao final dos 60 dias de tratamento com as dietas BC e BS, nós não 

encontramos relação entre a expressão do gene LGBP com o gene proPO, uma vez que 

o significativo aumento da expressão da LGBP no camarões da dieta BS não 

influenciou a expressão do gene proPO. Assim como o aumento da expressão da proPO 

nos camarões da dieta BC não foi acompanhado por uma regulação do gene LGBP. Da 

mesma forma Chiu et al. (2007), ao suplementarem a dieta de L. vannamei com 

Lactobacillus plantarum, encontraram um significativo aumento da proPO e 

relacionaram a um estímulo da PO e consequente aumento da resistência dos camarões 

à infecção por V. alginolyticus. Contudo, os autores também não observaram um 

aumento da expressão da LGBP. De acordo com Vargas-Albores et al. (2000) a reação 

de ativação do sistema proPO não ocorre apenas na presença de proteínas de 

reconhecimento de padrões moleculares, como a LGBP.  

Após 24h de infecção via injeção e desafio via água com V. parahaemolyticus, 

não houve diferenças significativas na regulação da expressão do gene proPO nos 

camarões dos diferentes tratamentos. No entanto, houve um aumento na expressão da 

proPO nos animais dos tratamentos BS e grupo Controle, quando comparados com a 

expressão desse gene antes da infecção e desafio. Essa regulação da expressão após a 

infecção e desafio com V. parahaemolyticus pode ter sido devido ao reconhecimento de 

Lipopolissacerídeos presentes na parede celular de bactérias gram negativas como as do 

gênero Vibrio, desencadeando a ativação do sistema proPO (Johansson and K. 

Soderhill, 1989).  
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Os animais submetidos à dieta BC tiveram uma sobrevivência significativamente 

maior após infecção dos camarões com injeção de V. parahaemolyticus (VP), quando 

comparada aos tratamentos BS e Controle. Essa maior sobrevivência foi observada até o 

final das 96h de infecção. Nos camarões alimentados com a dieta BC, a expressão da 

proPO manteve-se regulada antes e após a infecção. Esse fato nos leva a sugerir que a 

regulação da expressão da proPO  antes da infecção contribuiu para uma melhor 

resposta dos camarões diante do patógeno, tornando-os mais resistentes ao V. 

parahaemolyticus. O aumento da expressão do gene proPO nos tratamentos BS e C 

apenas após a infecção parece não ter interferido na resposta desses camarões diante da 

infecção por V. parahaemolyticus. 

Várias pesquisas demonstram uma maior resistência e sobrevivência dos 

camarões a infecções por espécies de Vibrio quando tratados previamente com 

probióticos (Vaseeharan e Ramasamy, 2003, Li et al., 2008, Chiu et al. 2007, Zokaeifar 

et al. 2012, Hao et al. 2014). Zokaeifar et al. (2014) demonstraram que após oito 

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

da expressão dos genes proPO, LGBP, PE e SP. Nesse estudo, após 24h de infecção os 

camarões foram significativamente mais resistentes à injeção de V. harveyi ATCC 

14126, alcançando até 63,33% de sobrevivência quando comparados ao controle 

(20,00%). Em outro estudo, a adição de Lactobacillus lactis à dieta de Marsupenaeus 

japonicus resultou em um significativo aumento da sobrevivência dos camarões 

infectados com Vibrio penaeicida (Maeda et al. 2014). Camarões previamente tratados 

com mix de Bacillus através da dieta tiveram 33% de sobrevivência após injeção com V. 

parahaemolyticus, quando comprados com os camarões não tratados (9%) com Bacillus 

(Luis-Villasenor et al. 2013).  
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Em nosso estudo apesar de uma maior sobrevivência encontrada nos camarões 

do tratamento BC houve uma elevada mortalidade dos animais injetados com V. 

parahaemolyticus ATCC 17802. V. parahaemolyticus têm sido frequentemente 

associados a infecções, doenças e altas mortalidades em organismos aquáticos (Joshi, 

2014). De acordo com Martines Diaz et al. (2013), V. parahaemolyticus é um 

importante patógeno para camarões, é comum nos sistemas de aquicultura e a linhagem 

ATCC 17802 está mundialmente disponível. Em estudo realizado por esses autores, 

após 48h de infecção de Artemia com esse V. parahaemolyticus houve um rápido 

aumento na mortalidade dos animais, alcançando 50%. Em outro estudo realizado com 

V. parahaemolyticus ATCC 17802, após 96h de infecção, larvas de L. vannamei 

infectadas com 10
6
 UFC/ml apresentaram 59 ± 4.9% de mortalidade (Lomelí-Ortega et 

al. 2014). 

Os camarões alimentados com as dietas BS e BC obtiveram uma maior 

sobrevivência após desafio com V. parahaemolyticus via água. No entanto, não houve 

diferença significativa entre os tratamentos. De acordo com Xia et al. (2015), a rota de 

infecção é o fator que mais contribui e resulta em mortalidade nos testes de desafios. 

Logo, apesar de ter havido elevada mortalidade dos camarões infectados com V. 

parahaemolyticus via injeção, a rota de infecção pode estar relacionada com uma menor 

mortalidade dos animais desafiados via água com a mesma bactéria.  

Houve um incremento significativo na concentração de Bacillus spp. no intestino 

dos camarões alimentados com B. circulans e B. subtilis, sugerindo que estes Bacillus 

podem ter colonizado o trato digestório dos animais. Além disso, houve uma redução na 

concentração de Vibrio spp. no intestino dos camarões alimentados com as dietas BC e 

BS, quando comparados com o grupo controle. Estudos demonstram que após a oferta 

de Bacillus através da alimentação há um aumento na concentração de Bacillus spp. e 
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redução de Vibrio spp. no trato digestório dos animais (Zokaeifar et al. 2014). Esse fato 

pode ocorrer devido à competição entre as bactérias por nutrientes ou espaço (Moriarty, 

1998; Rengpipat, et al., 1998; Verschuere et al., 2000). 

Em estudo realizado por Luis-Villaseñor et al. (2011), espécies de Bacillus 

adicionadas a água foram capazes de aderir ao muco intestinal de L. vannamei. 

Boonthai et. al, 2011 demonstraram que bactérias do gênero Bacillus sp. isoladas do 

intestino de Penaeus monodon foram capazes de colonizar a água e o trato digestório 

desses animas sob condições de cultivo, reduzindo a concentração de Vibrio tanto no 

trato digestório quanto na água. Ke Li et al (2007) ao administrar B. licheniformis a 

juvenis de L. vannamei encontraram uma quantidade significativamente mais baixa de 

Vibrio spp no intestino desses animais. 

Nossos resultados demonstraram que a suplementação da dieta de juvenis de L. 

vannamei com B. subtilis e B. circulans pode ter contribuído para o aumento no ganho 

de peso, redução de Vibrio spp. no intestino e melhora do estado imune dos animais, 

demonstrado pela regulação da expressão dos genes proPO, LGBP e HEM. O aumento 

da expressão do gene proPO nos camarões alimentados com B. circulans antes da 

infecção pode ter contribuído para uma maior resistência dos animais ao V. 

parahaemolyticus. Diante do exposto, as bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas de 

camarões selvagens podem ser potenciais para utilização como probióticos na 

carcinicultura.  
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Tabela 1 – Primers específicos utilizados para quantificação relativa de genes 

associados ao sistema imunológico de Litopenaeus vannamei. 

Primer Sequência (5’ – 3’) Referência 

proPO F CGGTGACAAAGTTCCTCTTCG 
Lai et al., 2005 

proPO R TGCAGGTCGCCGTAGTAAG 

LGBP F CATGTCCAACTTCGCTTTCAGA 
Cheng et al., 2005 

LGBP R GCTCCGTAGGGCCAGTTAC 

HEM F CTTAGTGGTTCTTGGGCTTGTC 
Cheng et al., 2005 

HEM R GGTCTCCGTCCTGAATGTC 

Beta-actina F CCACGAGACCACCTACAAC 
GenBank acesso nº: AF300705 

Beta-actina R TCCTTCTGCATCCTGTCGG 
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Tabela 2 – Crescimento e sobrevivência de Litopenaeus vannamei cultivado durante 60 

dias com Bacillus subtilis (BS) e Bacillus circulans (BC) adicionados à dieta.  

Tratamentos Controle BS BC 

Sobrevivência (%) 94,1 ± 3,4 96,1 ± 3,9 98,0 ± 2,0 

Peso final (g) 7,68 ± 0,12
b
 8,22 ± 0,16

a
 8,18 ± 0,08

a
  

Ganho de Peso (g) 6,63 ± 0,12
b
 7,17 ± 0,16

a
 7,13 ± 0,08

a
 

Taxa de Crescimento Específico (%) 4,42 ± 0,03
b
 4,57 ± 0,04

a
 4,56 ± 0,02

a
 

Valores (media ± EP) com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam 

diferenças significativas (P<0.05). 
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Figura 1. PCR em tempo real da expressão relativa do gene pró-fenoloxidase (proPO) 

na hemolinfa de Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C = 

ração sem adição de bactérias, BS = ração + Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus 

circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da β-actina, representando a 

media (n = 3) de triplicatas ± erro padrão. Letras diferentes representam diferenças 

significativas. 
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Figura 2. PCR em tempo real da expressão relativa do gene LGBP na hemolinfa de 

Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C = ração sem adição 

de bactérias, BS = ração + Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus circulans. Todos os 

dados foram normalizados com o gene da β-actina, representando a media (n = 3) de 

triplicatas ± erro padrão. Letras diferentes representam diferenças significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VOGELEY, J. A. L. Seleção e identificação de bactérias probióticas para utilização no cultivo... 

 

114 

 
Figura 3. PCR em tempo real da expressão relativa do gene Hemocianina (HEM) na 

hemolinfa de Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C = 

ração sem adição de bactérias, BS = ração + Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus 

circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da β-actina, representando a 

media (n = 3) de triplicatas ± erro padrão. Letras diferentes representam diferenças 

significativas. 
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Figura 4. Sobrevivência de Litopenaeus vannamei durante 96h de infecção com Vibrio 

parahaemolyticus via injeção, onde C = ração sem adição de bactérias, BS = ração + 

Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus circulans. 
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Figura 5. Sobrevivência de Litopenaeus vannamei após 10 dias de desafio com Vibrio 

parahaemolyticus via água, onde C = ração sem adição de bactérias, BS = ração + 

Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus circulans. 
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Figura 6. PCR em tempo real da expressão relativa do gene pró-fenoloxidase (proPO) 

na hemolinfa de Litopenaeus vannamei após 24h de infecção com Vibrio 

Parahaemolyticus via injeção, onde C = ração sem adição de bactérias, BS = ração + 

Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus circulans. Todos os dados foram normalizados 

com o gene da β-actina, representando a media (n = 3) de triplicatas ± erro padrão. 

Letras diferentes representam diferenças significativas. 
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Figura 7. PCR em tempo real da expressão relativa do gene pró-fenoloxidase (proPO) 

na hemolinfa de L. Vannamei após 24h de desafio com V. Parahaemolyticus via água, 

onde C = ração sem adição de bactérias, BS = ração + Bacillus subtilis e BC = ração + 

Bacillus circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da β-actina, 

representando a media (n = 3) de triplicatas ± erro padrão. Letras diferentes representam 

diferenças significativas. 
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Figura 8. Concentração de Bacillus spp. e Vibrio spp. no intestino de Litopenaeus 

vannamei após 10 dias de desafio com Vibrio parahaemolyticus via água, onde C = 

ração sem adição de bactérias, BS = ração + Bacillus subtilis e BC = ração + Bacillus 

circulans. 
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