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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o uso suplementar de probidtico (Lactobacillus plantarum) e
butirato de sédio, e a interacdo deles na dieta de pés-larvas de camardo-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) em fase de pré-bercario. Durante o experimento foram aplicados nas dietas
os tratamentos: (1) probidtico 1x108 UFC/g, (2) butirato de s6dio 2%, (3) probiético 1x108 UFC/g +
butirato de sédio 2%, (4) controle (dieta base). Todos os tratamentos tiveram a adi¢do de meio de
cultura na mesma dosagem utilizada nos tratamentos com probidtico. Foram utilizadas 16
unidades experimentais de 60 L cada uma, com fundo em formato U, povoadas com 2.880 pods-
larvas 5. Ap6s quinze dias, independentemente da presenga ou ndo do probiético, os camardes dos
tratamentos com butirato apresentaram maior sobrevivéncia (p = 0,0039) e menor peso seco
individual (p = 0,0043). Nao foram observadas alteracdes morfolégicas no intestino das pés-larvas
em nenhum dos tratamentos. Portanto, a suplementagdo com butirato de sédio na racdo aumenta a
sobrevivéncia das pés-larvas de camardes na fase de pré-bercario sem causar alteragdo morfolégica
em seu intestino.
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DIETARY SUPPLEMENTATION WITH PROBIOTIC AND BUTYRATE FOR Litopenaeus
vannamei IN PRE-NURSERY

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the diet supplementation with sodium butyrate, probiotic
(Lactobacillus plantarum) and their interaction, in the diet for post-larvae of the Pacific white shrimp
(Litopenaeus vannamei) in pre-nursery. We used the following treatments during the entire
experimental period: (1) Probiotic 1x108 UFC/g, sodium butyrate 2%, (3) probiotic 1x108 UFC/g +
sodium butyrate 2%, (4) control (Base diet). In all treatment we added culture medium in the same
doses as in the probiotic treatments. We used 16 experimental units of 60L each, with the bottom U-
shaped, stocked with 2,880 post-larvae 5. Fifteen days later, regardless the presence or absence of
the probiotic, shrimps from treatment with butyrate had higher survival (p = 0.0039) and lowest
individual dry weight (p = 0.0043). No morphological changes were observed in the gut of post-
larvae in any treatment. Therefore, the diet supplementation with sodium butyrate increases the
survival of shrimp post-larvae of in the pre-nursery phase, without causing morphological changes
in its gut.
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INTRODUCAO

Para a expansao do cultivo de camardes é
necessario conhecer o desenvolvimento de toda a
produtiva, maturacao e
larvicultura até as fases finais de engorda. Em

cadeia desde a
regides mais frias, como o sul do Brasil, existe a
necessidade de adaptagdo de alguns manejos de
producdo. Uma destas adaptagbes é a utilizagdo
de uma fase intermediaria entre larvicultura
(nauplio a pés-larva 5 ou 10) e bergario (pés-larva
20 a £ 1 g). Esta fase, denominada pré-bergario,
compreende um perfodo de 10 a 15 dias,
necessdrio para que as formas jovens atinjam a
melhor capacidade de adaptagdo ao viveiro
escavado (ANDREATTA e BELTRAME, 2004).

Na fase de pré-bercério é importante manter a
turbidez da 4gua através da insercdo de
microalgas, pois as pés-larvas sdo fotossensiveis.
Ainda que, com menor frequéncia que na
larvicultura, no pré-bergario ha
periddicas da agua para que ocorra diluicdo dos
compostos nitrogenados e da matéria organica
acumulada, que podem desestabilizar o sistema e
sensibilizar as pés-larvas (PRABHU et al., 1999).
Com a sensibilizagdo das larvas e poés-larvas
podem ocorrer doengas, na maioria das vezes de
origem bacteriana. Os vibrides sdo uns dos
principais patégenos causadores de mortalidade
na fase de pré-bergério.

renovacgoes

Com a proposta de aumentar a produtividade
pesquisadores
encontrar métodos, principalmente profilaticos,
diminuir a mortalidade por doengas,
aumentar a sanidade, diminuir o consumo de

de camardes, tém procurado

para:

agua e producdo de efluentes e, ainda, melhorar a
digestibilidade e conversao alimentar dos animais
(ENCARNACAO, 2010; LIM et al, 2010;
BARBIERI et al., 2016). Dentre estas novas
tecnologias utilizagdo  de
imunoestimulantes, probidticos, fitoterapicos e
acidos organicos (MINE e BOOPATHY, 2011).

inclui-se a

O uso de probiodtico ja é bastante difundido
em todos os ramos da produgdo animal, inclusive
em aquicultura. Na larvicultura de camaréo
marinho, o wuso do probidtico Lactobacillus
plantarum tem sido promissor. Em estudo
desenvolvido por VIEIRA et al. (2007), larvas de
Litopenaeus vannamei alimentadas com dietas

suplementadas com a bactéria probidtica
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apresentaram maior indice de sobrevivéncia,
maior atividade natatéria e menor ocorréncia de
necrose durante a larvicultura.

Os acidos organicos e seus sais, além da ativa
inibicdo do crescimento dos micro-organismos,
principalmente de Dbactérias Gram-negativas
(DEFOIRDT et al., 2009), podem ter efeitos sobre o
Estes compostos influem na
producdo e agdo de enzimas digestivas
(LUCKSTADTS, 2008) e melhoram a absorgao de
minerais pelo intestino (HOSSAIN et al., 2007).

metabolismo.

Entre os sais organicos, destaca-se o butirato
de s6dio [Na(CzH;COO)], que possui cadeia de
quatro carbonos e é derivado do acido butirico,
um 4cido orgénico fraco. Ja foi demonstrado que o
butirato de s6dio tem atividade antimicrobiana in
vitro contra cepas patogénicas do género Vibrio,
aumenta a atratividade da dieta e diminui a
quantidade de Vibrio sp. no trato intestinal de
camardes (L. vannamei) alimentados com dieta
suplementada com este sal (SILVA et al., 2013).
Adicionalmente, a suplementagdo da dieta com
5% de butirato de s6dio melhorou a conversdo
alimentar, retengdo de nitrogénio e fdsforo,
sobrevivéncia e produtividade de camardes (L.
vannamei) cultivados em sistema de 4gua clara
(SILVA et al., 2016). Contudo, o uso de butirato de
sodio na fase de pré-bercario ainda nado foi
avaliado.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os
parametros zootécnicos e identificar a sanidade
morfolégica do trato intestinal de pés-larvas de
camardes (L. vannamei) cultivadas em sistema de
pré-bercario e racao
suplementada Lactobacillus

alimentadas com
com  probidtico
plantarum, butirato de s6dio e a soma de
probiético e butirato de sédio.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na sala de
experimentos de larvicultura e pré-bercario do
Laboratoério de Camardes Marinhos - LCM-UFSC,

no periodo entre 06/11/2013 e 20/11/2013.

Avaliou-se o uso suplementar de probiético
(Lactobacillus plantarum) e butirato de sédio, e a
interacdo deles na dieta de poés-larvas de
camarao-branco-do-pacifico em fase de pré-
bercério. Durante o experimento, foram aplicados
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nas dietas os tratamentos: (1) probidtico 1x108
UFC/g, (2) butirato de sédio 2%, (3) probiético
1x108 UFC/g + butirato de sédio 2%, (4) controle
(dieta base). Todos os tratamentos tiveram a
adicdo de meio de cultura (Man Rogosa e Sharpe,
MRS), na mesma dosagem de 10 mL/g de ragdo
utilizada no tratamento com probidtico. Apés a
aspersdo da ragdo dos tratamentos, a racao foi
inserida em um recipiente sob vacuo por 4 a 6
horas. Em seguida, passou pelo processo de
fermentagdo, incubado em estufa a 35 °C por 12
horas e, entdo, armazenada sob refrigeracao em
frascos de borosilicato. O procedimento de
preparo da ragdo foi realizado trés vezes durante
0 experimento (um dia antes do inicio do
experimento e nos dias 5 e 9).

Foram utilizadas 16 unidades experimentais
com fundo em U e capacidade util de 60 L,
providas de aeragdo e aquecimento. Cada unidade
experimental foi povoada com 2.880 pds-larvas,
cinco (pés-larvas de 5 dias), em dgua previamente
adicionada de microalga Nannochloropsis oculata
na concentracdo de 10x10* cel/mL. As larvas
foram alimentadas nove vezes ao dia com ragdo
de acordo com a fase larval [Ragdes INVE EPAC
PL (100-300 pm; PL 5 a 10), EPAC XL (300-600; PL
11 a 20), com proteina bruta minima (45%),
umidade méxima (10%), fibra bruta maxima (3%),
matéria mineral maxima (15%), extrato etéreo
minimo (7%), calcio maximo (2,2%), calcio minimo
(1%) e fosforo minimo (1%)]. As dietas preparadas
com os tratamentos foram adicionadas em
quantidades pertinentes ao estdgio larval: PL5-
PL10: 450 mg/milheiro de larva.dia; PL11-14: 540
pl15-pl18: 675

PL19-20: 765

mg/milheiro de larva.dia;

mg/milheiro de larva.dia;

mg/milheiro de larva.dia.

Os parametros oxigénio dissolvido e
temperatura da dgua foram aferidos duas vezes ao
dia com oximetro (YSI, modelo Pro 20), o
potencial hidrogenidnico (pH); uma vez ao dia
com peagametro (YSI, modelo Professional Plus);
e a amonia total, medida a cada trés dias pelo
método colorimétrico de APHA (1995). As
renovacdes de d4gua foram feitas com 4&gua
marinha, com troca de 50% do volume nos dias 4,

7 e 10 do experimento.

Para a andlise microbiolégica, trés amostras
de 1 g de poés-larvas 20 (pesadas em balanga
analitica BEL-SSR 3000 S) foram retiradas ao final

do experimento, sendo as larvas contadas, lavadas
com agua destilada, maceradas e semeadas em
meio de cultura Agar Marine (para contagem total
de bactérias), Agar Tiossulfato Citrato Bile
Sacarose (TCBS, para Vibrio spp.) e Agar de MRS
(para bactérias acido-lacticas). Depois de serem
incubadas a 30 °C, as colonias bacterianas
crescidas em 24 h (TCBS e Marine) e 48 h (MRS)
foram contadas em unidades formadoras de
colonia (UFC) e ajustadas para UFC/g de pos-
larvas. Para o teste de viabilidade da bactéria
probidtica na ragdo, utilizou-se 1 g de ragdo
macerada semeada em meio MRS e incubada a 35
°C por 48 horas.

A populacgao final e a sobrevivéncia em cada
unidade experimental foram estimadas por
extrapolagdo do peso final de pés-larvas
despescadas, levando em conta a biometria das
pos-larvas (a0 menos 100 pés-larvas pesadas
individualmente) e usando as seguintes equagoes:
populacao final de pés-larvas=peso total das pos-
larvas despescadas (g)/peso médio das p6s-
larvas; sobrevivéncia = (populagdo final de pds-
larvas/populacao inicial de pés-larvas) x 100.

Para o peso seco utilizaram-se placas de Petri
previamente secas e pesadas, onde se colocaram
100 larvas. Estas larvas foram secas em estufa a
temperatura de 100 °C por uma hora e pesadas em
balanga de precisao BEL-SSR 3000 S.

Para analise histolégica, os tecidos (abdomen
e regido do intestino médio) foram fixados em
solu¢do de Davidson marinho por 24-48 h e
transferidos para solucdo de alcool 70%. A cabeca
e os dultimos segmentos abdominais foram
seccionados, sendo o material restante (abdomen)
submetido ao procedimento padrdo de histologia,
a saber: desidratacdo, diafanizacido e inclusdo em
parafina (Vetec), sendo as laminas cortadas do
intestino médio com 5 pum de espessura (em
micrétomo) e coradas com hematoxilina de Harris
e Eosina (HOWARD et al., 2004). Avaliou-se a
estrutura do parénquima intestinal com objetiva
de 100x em 6leo de imersao.

Os dados de sobrevivéncia e mortalidade
foram transformados em arco seno e os dados de
contagem bacteriana, transformados em Log 10.
Os dados foram analisados, apés as premissas de
normalidade e homocedasticidade, por analise de
variancia bifatorial, suplementadas pelo teste de
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Tukey de separagdo de médias, ambos no nivel de
significAincia de 5%. Todas as andlises foram
efetuadas com programa computacional Statistica
12.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de 4agua
mantiveram seus indices dentro dos ideais para a
fase e espécie estudada, ou seja, amoénia téxica
proximo de zero, temperatura em 28 °C + 1, pH
em 8 = 0,5 e oxigénio dissolvido acima de 5 mg/L

(BOYD e GAUTIER, 2000).

havido
bactérias acido-laticas na ragdo, com magnitude
de 594x10° UFC/g (com butirato) e 4,22x10°
UFC/g (sem butirato) apés dois dias de
armazenamento, nao houve

Embora tenha crescimento  de

crescimento de
bactérias acido-laticas na cultura de macerado das
em MRS

pos-larvas 20 em nenhum dos

tratamentos.

As contagens de bactérias totais e presuntivas
de vibrides ndo diferiram entre os tratamentos
(Tabela 1). A auséncia de crescimento de bactérias
acido-laticas no macerado de larvas tratadas com
probidtico pode ser a causa de ndo se registrarem
diferengas no crescimento de vibrides, ja que
diversos trabalhos
suplementagdo com probidtico para este fim
(VIEIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2012; RAMIREZ
et al., 2013).

indicam a eficicia da

Em Farfantepenaeus brasiliensis juvenis de
046 g, trés
diferentes proporcionaram menor
quantidade de vibrides apds administrados por 30
dias em sistema de troca zero de 4gua (SOUZA et
al., 2012). RAMIREZ et al. (2013) comprovaram
que o uso de L. plantarum como suplemento na

aproximadamente probidticos

comerciais

ragdo administrada por seis semanas a juvenis de
L. vannamei diminui o teor de vibrides no trato
gastrintestinal e aumenta o titulo aglutinante do
soro contra Vibrio alginolyticus.
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A sobrevivéncia das larvas foi superior nos
grupos alimentados com ragao suplementada com
butirato de s6dio a 2%, porém o peso seco médio
foi menor nesse grupo (Tabela 1). Isso pode ser
explicado porque, havendo maior densidade, ha
maior competicdo pelo alimento, j4 que as
refeicdes eram ofertadas em quantidade igual em
experimentais, nao
considerando a mortalidade ao longo do cultivo.
Este resultado corrobora os obtidos por SILVA et
al. (2013), que

suplementadas com sais orgdnicos aumentam a

todas as unidades

demonstraram que dietas
sobrevivéncia de camardes marinhos na fase de
engorda.

Em contrapartida, no presente estudo, o uso
do probiético resultou em sobrevivéncia de pos-
larvas igual a registrada no controle, ndo
concordando com os resultados do estudo feito
por ZIAEI-NEJAD et al. (2006), no qual a
administracdo de Bacillus spp. melhorou a
sobrevivéncia de poés-larvas de Fenneropenaeus
indicus que receberam o probiético diretamente na
agua entre pos-larva 30 e 120. Neste estudo, o
resultado pode ser explicado pela auséncia de
contagem de bactérias probidticas nas larvas dos
suplementada com

tratamentos com dieta

probidético.

Mediante a andlise qualitativa dos cortes
histologicos da porcdo média do trato intestinal
das pos-larvas, as estruturas evidenciadas foram
semelhantes as encontradas em animais adultos
(BELL e LIGHTNER, 1988), ndo tendo sido
observada alteragdo no epitélio intestinal de
nenhum animal analisado (Figura 1). Estudos
referentes a estrutura do intestino de pés-larvas
de camardes sdo escassos. Contudo, destaca-se
que o uso tanto do probiético quanto do acido
organico ndo compromete a estrutura intestinal
das pos-larvas de camardes; deste modo, sdo de
uso seguro na fase de pré-bergario.



Suplementacdo dietética com probiético e butirato de sédio... 461
Tabela 1 - Dados zootécnicos e microbiolégicos do cultivo em pré-bergario experimental de pés-larvas de
Litopeneus vannamei alimentadas com ragdo suplementada com butirato de sédio 2% e probiético
Lactobacillus plantarum 1x108 UFC/g ou a combinagdo destes (MIX).

Sobrev.* Peso seco Vibrioes Bactérias totais
(%) (mg) (UFC/g) (UFC/g)
Controle 73,30+2,14b* 1,52+0,13a 1,01+1,58x106 2,3841,12x107
Butirato 89,30+0,70a 1,34+0,2b 6,08+1,96x105 3,1443,21x107
Probiotico 65,05+2,75b 1,514+0,16a 8,51+7,28x105 3,42+1,44x107
MIX 81,03+10,27a 1,37+0,05b 3,05+4,92x105 4,38+3,53x107
P do probiético 0,1040 0,4259 0,7826 0,0445
P do butirato 0,0040 0,0043 0,938 0,4112
P da interac¢do 0,8836 0,5153 0,0306 0,2726

“Sobrevivéncia, “letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 1 Cortes histolégicos do intestino médio de pés-larvas 20 de Litopenaeus vannamei alimentadas com
dieta suplementada com BUT=butirato de sédio 2%; PRO=probiético Lactobacillus plantarum 1x108 UFC/g;
MIX=butirato de sodio 2% + probidtico Lactobacillus plantarum 1x108 UFC/g; e CTL=Controle. epi=epitélio
intestinal, Mcl=Musculo circular e longitudinal com estrutura integra e Lum= Limen intestinal contendo
alimento.
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CONCLUSAO

A suplementagdo da dieta com butirato de
s6dio na concentracdo de 2% aspergido na
racdo aumenta a sobrevivéncia no cultivo de
pos-larva 5 até pés-larva 20 do camardo
marinho L. vannamei sem causar alteragdo
morfolégica no intestino médio das pds-larvas
20.
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