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Apresentação

A produção de organismos aquáticos cultiváveis é o setor da criação animal 
que mais cresce nos últimos anos, se destacando como um dos principais 
contribuintes para o abastecimento mundial de alimentos. Neste cenário, 
o Brasil ocupa a 14ª posição no ranking global, e a segunda colocação na 
América do Sul.

Dentre as espécies dulcícolas de grande potencialidade piscícola destaca-se o 
tambaqui (Colossoma macropomum). Todavia, a intensificação do seu sis-
tema de produção com altas densidades de estocagem e manejos opera-
cionais e nutricionais inadequados tornam a sua cadeia produtiva vulne-
rável a ocorrência e disseminação de doenças. Consequentemente, as 
taxas de mortalidade durante o ciclo de criação do animal são elevadas o 
que compromete diretamente o êxito desta atividade.

Como medida alternativa a esta situação, nos últimos anos o uso de rações 
funcionais suplementadas com prebióticos e/ou probióticos, que têm como 
finalidade melhorar o sistema imunológico do hospedeiro e auxiliar em seu 
desempenho produtivo vem sendo pesquisado pela Embrapa. Porém para o 
tambaqui, ainda não há registros de bactérias espécie-específicas com fun-
ção probiótica para a sua produção.

Sendo assim, os pesquisadores de aquicultura da Embrapa Tabuleiros 
Costeiros, em parceria com a Universidade Federal do Pará e Universidade 
Federal de Santa Catarina, prospectaram bactérias espécie-específicas com 
potencial de uso probiótico para aplicação em diferentes fases da criação 
animal. As cepas probióticas selecionadas neste estudo expressaram 
resistência a testes in vitro que simularam as condições encontradas 
na fisiologia dos animais. Os resultados aqui abordados representam um 
avanço científico na produção rural nacional, apresentando um probiótico au-
tóctone aplicável à criação de tambaquis. 

Marcelo Ferreira Fernandes

Chefe-Geral da Embrapa Tabuleiros Costeiros
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Introdução

A criação de organismos aquáticos apresenta um expressivo crescimento de 
6,8% ano-1, com produção média de 63,6 milhões de toneladas de animais 
provenientes desta atividade. O maior produtor é a China com 47,8 milhões 
de toneladas (FAO, 2016), e na América do Sul, o Brasil contribui com 479.399 
de toneladas de pescado, ocupando a 14ª colocação no ranking mundial e o 
segundo maior produtor das Américas, com crescimento produtivo linear com 
taxa de 30% ao ano, desde 2013 (FAO, 2016).

Como espécies de maior relevância econômica produzidas pelo país destacam-se 
a tilápia (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758), carpa (Cyprinus carpio 
Linnaeus, 1758), pirarucu (Arapaima gigas Schinz, 1822), pacu (Piaractus 
mesopotamicus Holmberg, 1887), Surubim (Pseudoplatystoma reticulatum 
Eigenmann e Eigenmann, 1889) e o tambaqui (Colossoma macropomum 
Cuvier, 1816).

O tambaqui é o segundo maior peixe de escama do continente Sul Americano, 
ficando atrás apenas do pirarucu. A espécie possui grande potencialidade 
nos sistemas produtivos aquícolas, pela sua fácil adaptação aos alimentos 
formulados, elevadas taxas de produção de alevinos, acentuado desempe-
nho produtivo, fácil manejo, tolerância a valores críticos de oxigênio dissol-
vido, bom rendimento de carcaça (45%), e boa demanda de mercado, que o 
torna uma espécie de grande interesse empresarial (Cyrino et al., 2010; Silva; 
Fujimoto, 2015).

Entretanto, o crescimento da produção piscícola, com o uso de altas densi-
dades de estocagem, podem comprometer a qualidade da água e o estado 
fisiológico do animal, influenciando negativamente na saúde e bem estar dos 
espécimes em confinamento, que os tornam vulneráveis a agentes infeccio-
sos. Para controle desses agentes são utilizados produtos químicos e an-
tibióticos, que quando administrados de forma errônea podem selecionar 
bactérias resistentes aos antimicrobianos aplicados, causar alteração no ba-
lanço microbiano animal, além de elevar a poluição ambiental (Dias et al., 
2011; Pinheiro et al., 2015).

Neste cenário, nos últimos anos vêm crescendo os estudos sobre o uso 
de probióticos incorporados na alimentação de espécies piscícolas, para 
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melhorar o desempenho produtivo, aproveitamento de nutrientes, além de 
resistência ao estresse de manejo e ação imunestimulante. Os probióticos 
são classificados como microrganismos vivos que ao serem inseridos na 
via de alimentação do hospedeiro colonizam a sua microbiota intestinal 
beneficiando-o na melhor absorção de nutrientes, e assim beneficiá-los 
em maior desempenho produtivo, estimulação imunológica e equilíbrio 
homeostático às condições de confinamento (Oliveira et al., 2002; Vieira 
et al., 2013; Araújo et al., 2018).

Como medida natural e segura ao uso de probióticos, a utilização de micror-
ganismos espécie-específicos (autóctones) podem apresentar maior eficácia 
no esforço de inibir a ocorrência de agentes patogênicos, tolerar a ação dos 
ácidos gástricos intestinais, melhor colonização do trato intestinal e maior atua-
ção como imunoestimulante alimentar (Araújo et al., 2018; Jatobá et al., 2018).

Neste documento é apresentada a seleção de cepas autóctones com po-
tencial uso probiótico na criação da espécie nativa tambaqui, bem como, a 
viabilização da inclusão na ração como suplemento alimentar.

Prospecção, isolamento e 
avaliação das bactérias 

Todos os procedimentos experimentais de uso animal foram previa-
mente aprovados pelo Comitê de Ética Animal – Embrapa Tabuleiros 
Costeiros (Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/TABULEIROS 
COSTEIROS-29022016-0003) e cadastrados no Sistema Nacional de Gestão 
do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) 
sob número A885493.

As cepas com potencial de uso probiótico foram isoladas do trato intestinal 
de dez juvenis de tambaqui, aparentemente saudáveis, com peso médio de 
987 g±0,20 g e comprimento total de 28,32 cm±2,34 cm, obtidos do lago da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros, Unidade da Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária.

Para o isolamento das bactérias, foi realizada a insensibilização dos espécimes 
com solução de eugenol a 60 mg.L-1, desinfecção externa com solução de 
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álcool (70%), para posterior eutanásia pelo aprofundamento do plano anes-
tésico e secção da medula espinhal. No qual os animais foram eviscerados, 
para coleta de um grama de intestino, em ambiente estéril. Os fragmentos 
intestinais foram macerados pela relação peso/volume (p/v) em solução 
salina estéril a 0,65%, utilizando gral e pistilo, posteriormente transferi-
dos para tubos coletores totalizando 10 ml de meio de cultura caldo Man 
Rogosa Sharpe (MRS broth), homogeneizados e incubados durante 24 
horas a 35 °C (Jatobá et al., 2008; Jatobá et al., 2018).

Após crescimento microbiológico em caldo as soluções foram novamente 
homogeneizadas e diluídas em fator 1:10, em cinco diluições e posterior-
mente semeadas (100 µl) em meio de cultura sólido, contendo 15 ml de Agar 
Man Rogosa Sharpe (MRSA), incubadas durante 48 horas a 35 °C. A partir 
desse método, as colônias de interesse (bacilos e cocos Gram-positivos) foram 
isolados por esgotamento em estrias em um novo meio MRSA (Jatobá et al., 2008; 
Mouriño et al., 2012).

A partir desta técnica, um total de 31 cepas foram isoladas e submetidas aos 
testes bioquímicos in vitro para avaliação da potencialidade probiótica. Os 
testes realizados foram os seguintes: absorção ao indicador de célula probió-
tica, produção de catalase, resistência aos sais biliares bovino, potencialida-
de antagônica patogênica e viabilidade de crescimento na ração.

Testes in vitro

As 31 cepas selecionadas foram negativas para a produção de catalase, 22 
foram Gram-positivas, das quais 8 apresentaram afinidade para o indicador 
de bactérias probióticas, azul de anilina (Tabela 1). Esses testes preliminares 
são pré-requisitos para diferenciar as bactérias benéficas (probióticas), das 
bactérias patogênicas na piscicultura, que em sua maioria são produtoras de 
catalase, são Gram-negativas e não reagem com o azul de anilina, por não 
produzirem peróxido de hidrogênio, e os ácidos orgânicos, ácido acético e 
ácido láctico (Giraud, 1992). 
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Para as culturas probióticas atuarem no aparelho gastrointestinal do hospe-

deiro devem tolerar as condições de acidez e alcalinidade digestivas e sais 

biliares locais. Considerando os testes empregados para avaliação destas 

características, a cepa T12A foi a que apresentou menor perda logarítmica de 

crescimento após a exposição a pH levemente ácidos e alcalinos, durante 24 

horas, e manteve bom desempenho mesmo quando exposta aos sais biliares 

na concentração de 5% durante 24 horas (Tabela 2).

Tabela 1. Cepas isoladas de juvenis de Colossoma macropomum para potencial uso 
como probiótico.

Cepas Gram Morfologia CA Cepas Gram Morfologia CA
T1AR + B * T1A - C

T12AR + C T14A + C *

T2AR + C * T2A + B

T22AR + C T22A + B

T3AR + C * T23A + C

T31AR + B T3A + B *

T32AR - C T31A + B

T4A + C * T32A + B

T41AR + C T4A + C *

T42AR - C T41A - C

T43AR - C T42A - C

T5AR - B T5A - C

T14AR + C T6A - C

T6AR + B T62A + B

T1A + B T64A + B

T12A    + B *     
B- Morfologia de Bastonete; C- Morfologia cocos; CA: Colônia azul.
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As bactérias com potencial de uso probiótico isoladas de C. macropomum 
também foram submetidas ao desafio antagônico diante de seis patógenos de 
ampla ocorrência como: Aeromonas hydrophyla (ATCC 7966), Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC27853), Enterococcus durans (ATCC 19432), Escherichia 
coli (D363), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Micrococcus luteus 
(A270). As cepas apresentaram halos de inibição na presença de todos os 
patógenos desafiados, com média em diâmetro superior a 12 mm. Foram 
classificadas como bom inibidor bacteriológico, com destaque para as cepas 
T3AR, T4AR, T12A e T4A, que exibiram maior ação antagônica contra as 
bactérias infecciosas. Esse teste é de grande relevância na prevenção e con-
trole de surtos bacteriológicos na piscicultura, pois as bactérias probióticas se 
caracterizam por inibir o crescimento dos patógenos no aparelho digestivo do 
hospedeiro, produzindo compostos antimicrobianos como: ácidos orgânicos, 
peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, que tem a função de inibir o cresci-
mento microbiológico invasivo (Vieira et al., 2013).

Outro teste fundamental é o de viabilidade da cepa durante o processo de 
armazenamento. Para tanto, foram realizados ensaios de crescimento e esta-
bilidade dos microrganismos em armazenamento em meio de cultura durante 
sete dias para eventual viabilidade de produção em escala experimental e co-
mercial. As cepas T3A, T12A, T3AR e T4A apresentaram maiores densidades 
logarítimicas (UFC.ml-1, Unidades Formadoras de Colônias por ml) após ar-
mazenamento, prosseguindo assim, para a inoculação na ração dos animais.

Tabela 2. Resultados dos testes in vitro para seleção de bactéria probiótica para o 
tambaqui a partir de cepas que resistiram ao crescimento em meio de cultura em 
laboratório e que foram negativas para a produção de catalase.

Teste in vitro
Cepas de bactérias probióticas

T12A T1AR T3A T2AR T3AR T14A T4AR T4A

Resistência ao pH X

Resistência aos sais 
biliares X

Potencial antagônico 
frente a patógenos X X X X

Viabilidade de produção 
na ração X  X      
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As cepas apresentaram crescimento e viabilidade estacionária em densidade 
bacteriológica até o 7º dia de inoculação na ração, sendo que a partir do 
9º dia foi observada perda de densidade bacteriológica até o 13º dia de 
armazenamento da ração. As melhores respostas foram das cepas T3A e 
T12A, que mantiveram as suas concentrações logarítmicas de 108 UFC.g-1 de 
ração, até o 11º dia armazenadas em ambiente refrigerado.

Isso é importante, pois as taxas mínimas de cepas probióticas para efeito 
terapêutico dependem de sua concentração na ração, da colonização intes-
tinal, sendo que são indicadas concentrações na dieta de 105 a 108 UFC. ml-1 
ou por grama (g) na suplementação para uso animal. 

Identificação molecular da cepa

Cinco das cepas isoladas de C. macropomum com potencial de uso probió-
tico, T12A, T3A, T3AR, T4AR e T4A selecionadas após os resultados das 
análises in vitro, foram identificadas por métodos moleculares. O DNA das 
bactérias foi extraído, de acordo com o protocolo de Jin (2006), e posterior-
mente quantificado, pela técnica de fluorescência (Sambrook; Russel, 2001). 
Após a quantificação do DNA, foi realizada a amplificação por meio de reação 
em cadeia da polimerase (PCR), do gene fenilalanil-tRNA sintetase (pheS), 
com uso dos iniciadores pheS-21-F (5’ CAYCCNGCHCGYGAYATGC 3’) e 
pheS-23-R (5’ GGRTGRACCATVCCNGCHCC 3’), eficazes para análise ta-
xonômica de bactérias probióticas (Naser et al., 2007). Os produtos de PCR 
foram sequenciados pelo método dideoxiterminal (Sanger et al., 1977), com o 
auxílio do sequenciador automático ABI 3500 XL, utilizando dos reagentes kit 
BigDye (ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction – 
PE Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). As sequências foram alinhadas 
e editadas no programa BioEsit (Hall, 1999), enviadas a um arquivo individual 
no formato FASTA, para leitura no programa Basic Local Alignment Search 
Tool-Blast. A identificação das bactérias foi realizada pela comparação de 
sequências depositadas no acervo do GenBank1 com o uso do algoritmo 
MEGABLAST. Os microrganismos foram identificados com similaridade de 

1http://www. ncbi.nlm.nih.gov/
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identidade igual a 98% como Bacillus cereus (T12A), Bacillus thuringiensis 
(T3A) e Enterococcus faecalis (T3AR, T4AR e T4A).

Apesar de poucos registros para finalidade de uso probiótico de bactérias 
destes gêneros, há estudos que relataram o uso de B. cereus, B. thuringiensis e 
E. faecalis com efeito benéficos para a produção animal. Assim considerando 
as respostas ao teste de potencial hidrogeniônico, resistência a sais 
biliares, antagonismo a patógenos e crescimento e persistência na ração, a 
cepa B. cereus (T12A) apresentou-se com maior potencial probiótico in vitro.

Considerações finais

A cepa Bacillus cereus tem sido notada na piscicultura continental com gran-
de potencialidade probiótica atuando no desempenho produtivo, avaliação de 
carcaça, taxa de sobrevivência e produção de células caliciformes no intesti-
no de espécies cultiváveis (Mello et al., 2013; Garcia Marengoni, et al., 2015).

O microrganismo T12A identificado molecularmente como Bacillus cereus iso-
lado do tambaqui, apresentou viabilidade para uso probiótico in vitro, com re-
sistência às condições físico-químicas que simulam a fisiologia digestiva ani-
mal. Porém, demais estudos são necessários para verificar a susceptibilidade 
a antimicrobianos das bactérias selecionadas e o potencial enterotoxigênico 
das espécies de Bacillus. Assim como as análises in vivo são necessárias 
para verificar sua adaptabilidade ao trato intestinal dos animais, efetividade 
e definição da concentração adequada para o melhor desenvolvimento do 
tambaqui nas diferentes fases de criação.
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