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A demanda crescente do mercado mundial por proteínas de 
alta qualidade tem estimulado o crescimento da aquicultura. 
Esse crescimento ocorre pelo aumento das áreas de 
produção e a intensificação no sistema de criação e expõe 
os peixes à diversas variações ambientais provocando 
desequilíbrio na tríade hospedeiro-patógeno-ambiente que 
pode favorecer a invasão de patógenos (vírus, bactéria e 
parasitas) e o desenvolvimento de enfermidades resultando 
em perdas na produção (TORANZO et al., 2004). 

Para o controle de enfermidades, vários recursos são 
utilizados, em especial, agentes químicos com funções 
antimicrobianas (antibióticos). Porém, o uso desses 
produtos tem resultado no desenvolvimento de cepas 
resistentes e acúmulo de resíduos nos tecidos dos peixes 
comercializados, além de ser uma fonte de poluição para 
os mananciais (BALCAZAR et al., 2006; FULLER, 1992; 
MORIARTY, 1999). 

Uma alternativa é a utilização de probióticos que podem 
favorecer o crescimento dos animais cultivados e diminuir 
os surtos de doenças, minimizando o uso de agentes 
químicos, como antibióticos, melhorando a sustentabilidade 
da atividade (IRANTO; AUSTIN, 2002). 

Esses probioticos são microorganismos que adicionados à 
dieta promovem melhora no aproveitamento de nutrientes 
e no sistema de defesa do organismo (IRANTO; AUSTIN, 
2002). O uso desses organismos como probióticos 
na aquicultura é recente e tem mostrado resultados 
promissores para peixes e larvas de crustáceos (PLANAS; 
CUNHA,1999). Os benefícios descritos dos probióticos 
adicionados à dieta são: melhora nos índices zootécnicos 
como maior produtividade, aumento no ganho de peso 
e melhor conversão alimentar, além da redução da 
colonização intestinal por agentes patogênicos. Dentre 
os microorganismos já testados como probioticos na 
aquicultura estão: Lactobacillus spp. , Enteroccus spp. 
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Bacillus subtilis, Saccharomyces spp. (BIDHAN et al., 
2014; PIRARAT et al., 2009; MEURER et al., 2007), sendo 
uma grande quantidade dessas bacterias conhecidas como 
bacterias acido laticas (BALs)

Apesar de ser uma ferramenta importante, a utilização de 
bactérias ácido-láticas (BALs) isoladas de espécies nativas 
da Amazônia, como o pirarucu, assim como seu efeito 
sobre essa espécie, é desconhecida. 

O pirarucu é um peixe endêmico da Amazônia apresentando 
características que o torna grande interesse para 
piscicultura como seu excelente ganho de peso (em torno 
de 10 kg no primeiro ano), carne desprovida de espinhos, 
rusticidade, alto rendimento de carcaça (em torno de 57%) 
e alto valor comercial da carne (IMBIRIBA, 2001; SOARES; 
NORONHA, 2007). 

Devido à importância do cultivo de pirarucu, a associação de 
uma medida preventiva, o probiótico, se torna uma técnica 
importante para a sustentabilidade da cadeia produtiva. A 
primeira etapa nesse processo é o isolamento e seleção de 
bactérias endógenas com potencial probiótico.

Para isso, seleciona-se juvenis saudáveis de Arapaima 
gigas que devem ser aclimatados  em tanques cilíndricos 
de 310 L por 20 dias, alimentados com ração comercial. 
Após aclimatação os peixes devem ser abatidos por 
choque térmico (resfriamento em mistura de gelo e 
água) e então lavados com álcool 70%. Em local estéril, 
devem ser e colocados na posição ventral para extração 
dos fragmentos intestinais. Posteriormente, as amostras 
dos órgãos são maceradas em gral de porcelana (Figura 
1B), diluídas em solução salina estéril 0,65%, semeadas 
em meio de cultura Agar MRS (Man Rogosa Sharpe) e 
incubadas por 48 h a 35 ºC de acordo com Jatobá et al. 
(2008) (Figura 1).

Em experimento realizado na Universidade Federal do 
Pará, em parceria com a Embrapa Tabuleiros Costeiros e 
a Universidade Federal de Santa Catarina, a partir dessa 
metodologia foram isoladas 26 cepas destas, sendo que 
nove não resistiram às condições laboratoriais, 13 foram 
descartadas pelo crescimento lento e quatro cepas (A25, 
A27, A30, A32) foram selecionadas para o teste in vitro.

Após o isolamento dessas cepas realiza-se o in vitro 
para selecionar aquelas com potencial probiótico. Esses 
testes consistem no teste de inibição frente a patógenos, 
viabilidade em meio de cultura alternativo e viabilidade na 
ração.

A inibição do crescimento de patógeno é efetuada por 
meio do método de Tagg e Mc Given (1971) adaptado 
por Ramirez et al. (2006). As bactérias  recém crescidas 
em meio MRS (35 ºC por 24 h) são semeadas em placas 
de Agar MRS e incubadas a 35 ºC por 48 h. Após esse 
período são retirados três discos (0,8 cm de diâmetro) 
da placa de Agar com cepas das bactérias, sendo estes 
discos sobrepostos em meio de cultura Agar Triptona de 
Soja (TSA) com duas repetições cada, recém semeados 
com um dos seguintes patógenos (Aeromonas hydrophila 
ATCC7966, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, 
Enterococcus durans ATCC 19492, Escherichia coli D363, 
Staphylococcus aureus ATCC25923, Micrococcus luteus 
A270, sendo incubadas a 30 ºC por 24 h. 

O crescimento do patógeno é determinado pelo diâmetro 
do halo de inibição produzido ao redor do disco de ágar 
contendo as bactérias ácido-láticas.

Nos experimentos previamente realizados, das sete cepas 
patogênicas, apenas a Staphylococcus aureus ATCC25923 
(S.A) não foi inibida por nenhuma bactéria probiótica 
(Tabela 1). 

Tabela 1. Média dos halos de inibição de crescimento 
(em mm) dos agentes patogênicos frente a isolados 
bacterianos com potencial probiótico isolados de pirarucu.

Cepas E. C M.L E.D P.A A.H S.A 

A27  0 13 12 12 10 0 

A31 12 14   0 16 11 0 

A25 15   0   0 15 11 0 

A30   0   0   0   9 10 0 

E.C. Escherichia coli D363 A.H. M.L. Micrococcus luteus A270  
E.D. Enterococcus durans ATCC 19492, P.A. Pseudomonas 
aeroginosa ATCC 27853, A.H. Aeromonas hydrophila 

ATCC7966 e S.A. Staphylococcus aureus ATCC25923 

Após o teste de inibição, as bactérias isoladadas do pirarucu 
foram identificadas por meio de provas bioquímicas API 
50 CHB. As cepas foram identificadas como: Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei com 99,9% de precisão (A27), 
um Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii com 62,7% 

Figura 1. Isolamento de bactérias ácido lácticas: A. Fragmento 
integro do intestino no graal de porcelana; B. Maceração do 
fragmento do órgão;  C. Diluição em salina estéril e aplicação na 
placa de petri contendo meio MRS; D. Distribuição da amostra em 

toda placa de petri. 
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de precisão (A30) e dois Lactobacillus delbrueckii ssp. 
delbrueckii com 52,2% de precisão (A25, A31). Não foi 
encontrado registro de patogenicidade destas cepas para 
peixes. As bactérias do gênero Lactobacillus aderem-se 
fortemente a parede intestinal, inibindo o crescimento de 
bactérias indesejáveis com substancias produzidas durante 
a fermentação como os ácidos lático e acético (VAZQUEZ 
et al., 2005). 

As bactérias com os melhores halos de inibição foram 
selecionadas para o teste de desempenho em diferentes 
concentrações de leite desnatado para posterior aspersão 
na ração (RAMIREZ et al. 2006). 

Para o teste os isolados recém semeados em meio MRS 
(24 h a 35ºC) são inoculados (1mL, 10% do volume final) 
em diferentes concentrações de leite e açúcar, incubadas 
a 35 ºC por 48 h (Figura 2). Após este período é realizada 
uma diluição seriada (fator 1:10) em solução salina estéril 
0,65% NaCl para contagem das unidades formadoras de 
colônias (UFC). Para bactérias isoladas do pirarucu o melhor 
crescimento foi da bactéria Lactobacillus paracasei em 90 
g/ L de leite  e 20 g de açúcar apresentando concentração 
mínima de 3,4 x 108 UFC/mL. 

Figura 2. Teste de crescimento em leite; A. Diferentes 
concentrações de leite; B. frascos de leite autoclavados , C; 
bactéria probiótica inoculada no leite; D. frascos com leite na 

estufa a 35º C. 

A última etapa  da seleção in vitro é a avaliação da bactéria 
acido-lática na ração. Para isso a bactéria é cultivada na 
concentração determinada na etapa anterior e então 
aspergida na concentração de 100 mL/Kg de ração (40% 
de proteína bruta, ração extrusada). Após a aspersão 
a ração é acondicionada em bandejas hermeticamente 
fechadas e incubadas em estufa a 35 °C por 24 h, para 
posterior secagem a 30 °C por 24 h. 

Um grama da amostra dessa ração é então macerada 
em gral de porcelana com 1 mL de solução salina estéril, 

sendo realizada cinco diluições seriadas com fator de 1:10 
(MADIGAN et al., 2004). Sendo essas diluições (10-4 a 10-

8) semeadas em meio Agar MRS e incubadas em estufa a 
35 ºC por 48 h para verificar a concentração das bactérias 
ácido-láticas na ração. 

Com as bactérias isoladas de pirarucu evidenciou-se a 
viabilidade no uso da bactéria  Lactobacillus paracasei  cuja 
concentração na ração suplementada apresentou  5,65 x 
106 UFC/g de ração. Os resultados obtidos no teste de 
viabilidade da ração permite a estocagem da ração após a 
adição do probiótico por um período de 13 dias.

Considerações finais

A bactéria ácido lática Lactobacillus paracasei isolada 
de pirarucu apresenta  potencial probiótico em testes in 
vitro. Ensaios in vivo específicos para a especie devem 
ser realizados para verificar os efeitos no desempenho e 
sanidade causado pela suplementação. 
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