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Resumo: Os probióticos apresentam potencial no controle de patógenos. Portanto, o trabalho 

objetivou isolar bactérias ácido-lácticas (BAL) do intestino de Colossoma macropomum e 

avaliar seu potencial probiótico. As bactérias foram submetidas à atividade hemolítica, 

antagonismo contra patógenos, teste de catalase, coloração de Gram e tolerância ao pH 3,0. 28 

cepas apresentaram hemólise negativa, inibição entre 6,75mm e 12,63mm e enquadraram-se 

como BAL. A tolerância à acidez variou entre 0,03% a 69,86%. 
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INTRODUÇÃO 

A aquicultura vem se destacando como um importante 

setor da produção animal nos últimos anos, atuando de 

forma relevante na produção mundial de alimentos e 

contribuindo para a geração de emprego e renda, além 

de ser um método alternativo à pesca reduzindo, desta 

forma, a sobrepesca de animais selvagens 

(Zorriehzahra et al., 2016; Alonso et al., 2019).  

O tambaqui (Colossoma macropomum) apresenta-se 

como uma das principais espécies de grande 

potencialidade na aquicultura em virtude de sua fácil 

adaptação aos alimentos formulados, tolerância a 

valores críticos de oxigênio dissolvido, elevado 

desempenho produtivo, fácil manejo, bom rendimento 

de carcaça (45%) e grande demanda do mercado por 

apresentar uma carne bastante apreciada e com alto 

valor nutricional (Cyrino et al., 2010; Mendonça et al., 

2012; Silva e Fujimoto, 2015). 

Entretanto, o rápido avanço deste método 

principalmente em função de sua grande importância 

econômica implica em maior número de instalações 

para cultivos de alta densidade, fator que além de causar 

impactos ambientais como alterações na qualidade da 

água pode também gerar estresse nos animais levando à 

disseminação de doenças (Pridgeon e Klesius, 2012). A 

fim de tentar controlar a incidência dessas doenças os 

produtores recorrem à utilização de antibióticos, o que 

despertou a motivação dos pesquisadores na busca por 

outros mecanismos de controle uma vez que, o uso 

prolongado desta droga química pode afetar  

negativamente os animais pela permanência de resíduos 

em seu organismo ou ainda pelo aumento do índice de 

resistência antimicrobiana (Ringo et al., 2020; Pereira et 

al., 2020). Como alternativa aos antibióticos surgem os 

probióticos, microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro, sendo, portanto um 

método sustentável e promissor para o controle de 

doenças em peixes (Hill et al., 2014; Akhter et al., 2015). 

Mais especificamente, um probiótico pode ser 

classificado como qualquer célula microbiana viva que 

beneficia o hospedeiro através da dieta ou água de cultivo 

(Tachibana et al., 2019). 

As bactérias ácido-lácticas (BAL) compreendem um dos 

principais grupos de microrganismos com potencial 

probiótico apresentando a capacidade de inibir o 

crescimento de microrganismos patogênicos, diminuindo 

desta forma a incidência de doenças (Buglione-neto et al., 

2013; Yamashita et al., 2017). Além disso, é válido 

ressaltar ainda que essas bactérias estão presentes na 

microbiota intestinal dos peixes de água doce auxiliando 

na resposta imunológica desses animais (Yamashita et 

al., 2017; Ruiz, 2019). Dentro do contexto da busca por 

vias alternativas no controle de microrganismos 

patogênicos presentes na aquicultura e, levando em 

consideração o ótimo desempenho de BAL relatados na 

literatura, este estudo teve como objetivo avaliar o 

potencial probiótico de bactérias ácido-lácticas isoladas 

da microbiota intestinal de tambaquis. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta dos intestinos de tambaqui  

Dez tambaquis juvenis saudáveis isentos de tratamento 
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prévio com produtos químicos foram coletados de 
tanques situados no viveiro do Laboratório Múltiplo para 

a Produção de Organismos Aquáticos (LAMPOA) da 
Universidade Federal do Oeste do Pará (UFOPA). Os 

animais foram eutanasiados utilizando sobredose de 
benzocaína, lavados, limpos com álcool 70% e 

necropsiados seguido da remoção dos intestinos. 
Posterior a isso, o material foi transportado para o 

Laboratório de Microbiologia da UFOPA para realização 

dos testes e análises. 

Diluições, Plaqueamento e Isolamento  

Os intestinos coletados foram abertos 

longitudinalmente usando tesoura cirúrgica. O material 
fecal foi coletado e em seguida os órgãos foram 

lavados com solução salina NaCl 0,9% estéril. 1cm2 de 
cada peça foi inoculado em caldo Man, Rogosa e 

Sharpe (MRS) (Acumedia®). Adicionalmente eles 
também foram inoculados diretamente no ágar MRS- 

azul de anilina (0,3%) (Êxodo Científica®). O mesmo 
procedimento foi realizado com o material fecal, 1g foi 

inoculado em caldo MRS e inoculado diretamente 
sobre ágar MRS (Kasvi®). Os grupos foram divididos 

e identificados de acordo com o tipo de cultivo em I 
(intestino inoculado no caldo MRS), IC (intestino 

inoculado diretamente no ágar MRS), F (conteúdo fecal 
inoculado no caldo MRS) e FC (conteúdo fecal 

inoculado diretamente no ágar MRS). 

As placas e os frascos contando meio líquido foram 
incubados em estufa bacteriológica por 48 horas a 35°C 

em anaerobiose. Após esse período, o cultivo em caldo 
foi submetido à diluição seriada, plaqueamento em 

MRS-azul de anilina e incubação por 48 horas a 35°C. 
As placas do cultivo direto do intestino e fezes foram 

analisadas quanto a presença de colônias azuis. Essas 
colônias foram estriadas em superfície do meio MRS e 

incubas sob as mesmas condições descritas acima. 
Colônias isoladas do cultivo direto ou a partir de 

diluição seriada foram foram reisoladas por estriamento 
em superfície, incubação e posterior armazenamento a  

20°C em caldo MRS e 20% de glicerol. 

Condições de Cultivo  

Os microrganismos antes de todos os experimentos 
fora, reativados por cultivo em caldo MRS, com 

inóculo de 10% e incubação a 37°C por 18 horas. 

Atividade hemolítica  

Todos os isolados foram submetidos ao teste da 

atividade hemolítica para excluir possíveis patógenos. 
Para realização do teste, preparou-se um litro de meio 

de cultura base de Ágar Sangue (Kasvi®), seguindo as 

especificações do fabricante. O meio foi autoclavado e, 
após resfriamento, acrescido de 10% de sangue de 

carneiro desfibrinado. As placas foram inoculadas com 
10 µl de cultivo de cada um dos isolados, reativados de 

acordo com a descrição acima. As placas foram 
incubadas a 37°C por 24 horas. O teste foi analisado 

com relação a sua capacidade de hemólise a partir de 
halos claros formados ao redor das colônias. Apenas os 

microrganismos que se mostraram negativos para 
atividade hemolítica prosseguiram no estudo. O teste 

foi realizado em triplicata. 

Atividade Antagonista 

Para o teste da atividade antagonista os ensaios foram 
realizados em duas etapas. Na primeira os 

microrganismos potencialmente probióticos foram 
reativados e tiveram sua concentração ajustada para 

108UFC/ml. Os microrganismos foram espalhados pela 
superfície de placas de ágar MRS (Kasvi®) com o 

auxílio de um swab estéril seguido de incubação a 37ºC 
por 24 horas. Na segunda etapa, foram retirados blocos 

de ágar das placas de crescimento dos microrganismos 

potencialmente probióticos. Eles foram adicionados a 
placas de Mueller Hinton (Kasvi®) previamente 

inoculadas com um dos patógenos (108 UFC/ml) a 
seguir: Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, 

Salmonella enteritidis e Pseudomonas aeruginosa. As 
placas foram então incubadas a 37ºC por 24 horas. Após 

o período de incubação as placas foram analisadas 
quanto a formação de halos de inibição ao redor dos 

discos de ágar. As análises foram realizadas em 
triplicata. 

Teste de Gram e Catalase 

Os microrganismos que apresentaram atividade 
antimicrobiana foram submetidos a caracterizações 

subsequentes: coloração de Gram e teste de catalase. Os 
microrganismos foram reativados por cultivo em ágar 

MRS (Kasvi®) e incubação a 37°C por 24 horas. Para o 
teste de catalase, cada colônia foi depositada em uma 

lâmina, colônias que reagiram formando bolhas de gás, 
correspondendo a conversão do peróxido de hidrogênio 

em água e oxigênio, foram consideradas catalase 

positivas. Foram utilizados microrganismos sabidamente 
positivos e negativos para essa característica como 

controles.  

As colônias com resultado negativo para produção de 

catalase foram submetidas à coloração de Gram. Para 
este teste, foi inicialmente preparado um esfregaço de 

cada colônia em lâmina de vidro. Em seguida procedeu-
se a coloração de acordo com protocolo sugerido pelo 

fabricante do Kit. Assim, gotas de cristal violeta 
(NewProv®) foram despejadas permanecendo na lâmina 

por 60 segundos; o corante foi então lavado com água 

destilada; em seguida a lâmina foi coberta com lugol 
(NewProv®), o qual também permaneceu por 60 

segundos e lavado novamente com água destilada, em 
sequência foi aplicado álcool etílico a 95% para descorar 

a lâmina e, após 10 segundos, realizada mais uma rápida 
lavagem com água destilada; por último despejou-se 

gotas de fucsina (NewProv®) sobre a lâmina, sendo 
lavada com água destilada decorridos 30 segundos 

depois de sua aplicação. Após secagem, as lâminas 
foram analisadas ao microscópio óptico em aumento de 

40.000x e 100.000x. 

Teste de resistência ao pH ácido 

Para testar a resistência ao ácido, 6 microrganismos que 

apresentaram em média os maiores halos de inibição no 
teste de análise antimicrobiana foram selecionados. Os 

isolados foram reativados e sua concentração foi 
ajustada para 108UFC/mL. As culturas foram 

centrifugadas, o sobrenadante descartado e então 

ressuspendidas em solução salina NaOH 0,9%, pH 3,0, 
ajustado com solução HCl 1N. As bactérias foram 

mantidas em estufa a 37°C por 2 horas. A viabilidade 
das linhagens foi mensurada por diluição seriada, 

plaqueamento em ágar MRS e contagem das colônias. A  
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contagem inicial foi considerada como 100% de 
viabilidade. 

Análise Estatística 

A diferença estatística entre as médias encontradas nos 

testes de atividade antimicrobiana e de resistência ao 
ácido foi calculada por one-way ANOVA e teste de 

Tukey. Os dados foram processados no software 
GraphPad Prism 8.0. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram coletadas ao todo 92 linhagens microbianas dos 
4 tipos de cultivo que foram feitos a partir de amostras 

de fezes e do intestino.  

A análise dos halos no teste hemolítico mostrou que 64 
isolados apresentaram hemólise positiva frente às 

hemácias de carneiro (Figura 1. A) e 28 isolados não 
apresentaram hemólise (Figura 1. B), sendo 19 

provenientes do intestino (I=12 e IC=7) e 9 
provenientes das fezes (F=4 e FC=5). Os isolados com 

resultado negativo para hemólise foram selecionados 
para os testes seguintes. 

 

Figura 1. Isolados de tambaqui apresentando (A) 
atividade hemolítica positiva e (B) atividade hemolítica 

negativa. 

A produção de hemolisina é um fator de virulência 
compartilhado entre uma vasta gama de 

microrganismos patogênicos, pois facilita a 
disponibilidade de ferro necessário para suas atividades 

metabólicas e, como consequência, causa anemia e 
edema no hospedeiro (Pádua et al., 2013). 

Farias et al. (2018), ao avaliar a resistência de 
tambaquis ao desafio com A. hydrophila após 

suplementação de probióticos verificou que os animais 

sem suplementação apresentaram redução nos níveis de 
hemoglobina em consequência de uma provável 

hemorragia ou hemólise, característica da infecção de 
bactérias do gênero Aeromonas, já os peixes que foram 

tratados com probióticos na dieta apresentaram 
manutenção homeostática. Este teste é de fundamental 

importância na busca por potenciais cepas probióticas a 
fim de descartar bactérias que apresentem atividade 

hemolítica uma vez que implica na capacidade de 
destruição das hemácias, com liberação de 

hemoglobina no plasma (Pereira et al., 2015). 

A ausência e presença da atividade antagonista foram 
observadas  (Figura 2. A e Figura 2. B). Dentre os 28 

isolados, todos foram capazes de inibir E. coli, S. 
Enteritides e A. hydrophila. 26 isolados inibiram o 

crescimento de P. aeruginosa. Apenas as linhagens I4 e 
IC4, isoladas do intestino, não apresentaram formação 

de halo de inibição para esse patógeno. A média do 
diâmetro dos halos variou de 6mm a 14,33mm, sendo 

que esses dois extremos foram encontrados  no  teste de  

inibição de A. hydrophila. À exceção de P. aeruginosa, 
as médias de halos de inibição diferiram 

significativamente em pelo menos dois valores para cada 
patógeno testado individualmente.  

 

Figura 2. Isolados de tambaqui apresentando (A) 

ausência e (B) presença de atividade antagonista contra 

as bactérias patogênicas. 

Neste trabalho o efeito antagonista exercido sobre as 
bactérias patogênicas foi observado em todos os isolados 

testados (Tabela 1), comprovando seu grande potencial 
como probiótico uma vez que a capacidade de inibir o 

crescimento de patógenos é característica essencial de 
uma cepa probiótica. 

Tabela 1. Valores médios dos halos de inibição (mm) 

dos isolados contra as bactérias patogênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hermanns et al. (2013) e Tamanini et al. (2012), em seus 

ensaios de atividade antagonista frente a patógenos 
verificaram a presença de halos de inibição para E. coli e 

Salmonella sp. De forma semelhante, a análise da 
formação de halos no presente trabalho mostrou que 

todos os isolados apresentaram atividade antagonista 
contra estes dois patógenos. Balduino et al. (1999) 

relataram a formação de halos de inibição medindo entre 
7mm e 8mm para E. coli. Neste estudo foi verificado um 

diâmetro mínimo de 7,33mm e máximo de 
12,63mm, correspondendo aos isolados IC10 e I28 

respectivamente, para o mesmo patógeno. 

A maior zona de inibição no presente trabalho foi 

verificada para A. Hydrophila com 14,33mm de 
diâmetro, proveniente do isolado I18. Estes dados 

corroboram com o trabalho de Bonin (2019) o qual 
observou diâmetro máximo de aproximadamente 

14,55mm também para A. hydrophila utilizando bactérias 
ácido-lácticas obtidas comercialmente.  

Isolados A. 

hydrophila 

E. coli P. 

aeruginosa 

S. 

enteritidis 

Média 

I4 12,33 8,67 0,00 10,33 7,83 

I9 9,00 10,33 10,17 10,83 10,08 
I10 6,00 9,67 10,00 9,67 8,83 

I17 11,17 9,17 10,67 8,83 9,96 

I18 14,33 12,00 12,00 12,17 12,63 

I22 12,00 9,17 7,17 9,50 9,46 
I23 9,83 10,17 10,17 11,67 10,71 

I24 12,17 10,17 11,33 1,50 11,29 

I25 13,50 11,67 13,17 10,50 12,21 

I26 11,50 11,00 13,00 9,17 11,17 
I27 12,33 9,17 12,67 12,33 11,38 

I28 6,00 12,67 12,00 12,00 10,67 

IC1 8,33 8,17 10,17 12,67 9,84 

IC4 8,67 11,67 11,67 12,50 11,13 
IC9 10,17 7,83 9,83 9,33 9,29 

IC10 10,50 7,33 0,00 10,17 6,75 

IC11 12,83 8,67 7,17 10,33 9,75 

IC12 10,00 10,17 10,83 10,83 10,46 
IC13 11,67 10,00 11,33 12,00 11,25 

F2 11,17 8,17 9,33 8,17 9,21 

F3 11,33 8,83 9,00 7,67 9,21 

F10 10,33 9,67 8,17 7,50 8,92 
F12 8,83 9,83 7,50 7,67 8,45 

FC1 11,17 10,33 9,33 11,17 10,50 

FC2 12,17 13,50 10,83 12,67 12,29 

FC3 11,50 11,17 11,67 11,33 11,42 
FC4 11,00 10,00 12,00 11,50 11,13 

FC6 6,00 11,33 13,33 11,33 10,50 
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O efeito antagonista exercido para esta bactéria 
patogênica especificamente é de suma importância na 

busca por probióticos com utilização na aquicultura uma 
vez que a mesma representa um dos maiores causadores 

de doenças em peixes sendo responsável por grandes 
perdas na produção e comercialização (Leão et al., 

2020), além de submeter os peixes a condições de 
estresse podendo prejudicar funções das brânquias, 

tegumento e intestino (MARINHO-NETO et al., 2019) 

As propriedades antimicrobianas mediadas por 

bacteriocinas produzidas por BAL tornam este grupo de 
bactérias um dos principais candidatos a probióticos 

(Dubourg et al., 2015). Além disso, o efeito antagonista 
também é exercido pela produção de ácidos orgânicos e 

peróxido de hidrogênio (Oelschlaeger, 2010). 
Entretanto, o presente trabalhou limitou-se apenas a 

avaliar qualitativamente observando presença ou 
ausência dos halos de inibição e quantitativamente 

através da medida dos halos, sendo necessários mais 
estudos a fim de caracterizar tais substâncias 

antimicrobianas produzidas. 

Os 28 isolados foram submetidos ao teste de gram e 
catalase para confirmação das características de 

bactérias ácido-lácticas (gram positivas e catalase 

negativas). Como resultado, todos os isolados se 
apresentaram como gram positivos (Figura 3) e catalase 

negativos, não havendo formação de bolhas (Figura 4. 
A), em contraste com o controle utilizado o qual 

apresentou reação positiva (Figura 4. B), evidenciando 
seu perfil como BAL. 

 

Figura 3: Isolado apresentando-se como positivo para o 

teste de coloração de Gram. 

 

Figura 4: (A) Isolado de bactéria ácido-láctica 

apresentando reação negativa para catalase. (B) Isolado 
de levedura utilizado como controle apresentando 

reação positiva para catalase. 

A capacidade dos isolados de sobreviver em simulação 
in vitro com as mesmas condições de acidez do 

ambiente gastrintestinal foi avaliada. A figura 3 mostra 
a porcentagem de sobrevivência para cada um dos 6 

isolados submetidos ao teste de tolerância ao pH 3,0 
simulando a acidez do ambiente gastrintestinal.  

Foram verificadas maiores taxas de sobrevivência para os 
isolados IC13 e I27 com 69,86% 69,11% 

respectivamente. Em contraste, FC3 não mostrou 
crescimento favorável nestas condições uma vez que seu 

percentual de sobrevivência foi quase zero (0,03%). As 
médias de sobrevivência variaram significativamente 

entre os grupos. I27 e IC13 apresentam a mesma 
porcentagem de sobrevivência e diferiram 

significativamente dos demais isolados testados. 

 

Figura 3: Porcentagem de sobrevivência dos isolados 
quando condicionados a simulação in vitro do ambiente 

gastrintestinal com pH ajustado para 3,0. O isolado FC3 
não apresentou resistência. *Diferença estatística em 

relação aos outros isolados à exceção de IC13. 
#Diferença estatística em relação aos outros isolados à 

exceção de I27. 

O pH do intestino de C. macropomum apresenta variação 
entre 7 e 8, porém, o pH do estômago é muito ácido e 

pode reduzir em até 90% a densidade de células 
bacterianas (Ramesh et al., 2017). Dessa forma, a 

capacidade de sobreviver ao ambiente gastrintestinal é 
um dos principais requisitos na seleção de um 

microrganismo probiótico, pois o mesmo deve se manter 

viável para que possa fornecer benefícios à saúde do 
hospedeiro, sendo, portanto, de suma importância que 

possua a capacidade de resistir a níveis de pH baixos 
mantendo sua viabilidade (Balasingham et. al, 2017). No 

entanto, a literatura aponta para variações de resistência 
entre as potenciais bactérias probióticas estudadas. 

Alonso et al. (2018) constataram que apenas uma cepa 
(Lactobacillus plantarum) permaneceu viável ao avaliar a 

capacidade de resistência de quatro diferentes cepas de 
BAL em pH 3,0,  reforçando as alterações que ocorrem 

dentro deste grupo de bactérias. 

Deste modo, fica evidente que por BAL ser um grupo 
bastante amplo e diverso é possível encontrar também 

numerosas variações. Entretanto, tais variações não 
comprometem seu potencial como probiótico, pois, 

embora o pH do ácido estomacal dos peixes varie entre 
2,4 e 4,2, a ingestão de alimentos alteram o ambiente 

provocando diminuição da acidez (Baldisserotto, 2013). 
Além disso, estratégias como o encapsulamento desses 

microrganismos podem auxiliar sua passagem pelo trato 
gastrintestinal bem como a permanência de sua 

viabilidade por um período maior. Esta abordagem 

fornece proteção da linhagem probiótica, geralmente 
utilizando-se de polímeros para manter sua estabilidade e 

viabilidade em ambientes adversos, como por exemplo, o 
pH gástrico (Salas-Jara et al., 2016). 

A suplementação  de  probióticos  na  dieta  de  peixes 

têm mostrado melhoras significativas nas condições   
biológicas   e   fisiológicas   desses   aimais,  bem  como,  
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consequentemente, redução de perdas econômicas 
advindas da mortandade ocasionada por patógenos. 

Azevedo et al. (2016) avaliaram o efeito da 
suplementação de rações probióticas formuladas com 

Bacillus subtilis em tambaquis jovens e constataram que 
os peixes apresentaram melhora na taxa de crescimento. 

Similarmente, Jatobá e Mouriño (2015) verificaram 
aumento da produtividade para tilápias-do-nilo 

(Oreochromis niloticus) ao consumirem rações 

suplementadas com Lactobacillus plantarum. Carnevali 
et al. (2004) também concluíram que a administração de 

Lactobacillus spp. em peixes promoveu diminuição da 
mortalidade dos animais durante a larvicultura e 

alevinagem, comprovando a importância econômica da 
inclusão desses microrganismos na dieta dos animais. 

Outro fato que deve ser considerado na busca por 

potenciais cepas probióticas é a época e local da coleta, 
pois as bactérias apresentam variações em suas 

características dependendo das condições ambientais 
como clima e qualidade da água. Além disso, é válido 

ressaltar que, apesar do modo mais eficaz da 
administração de probióticos ser pela alimentação, eles 

podem ainda ser aplicados diretamente na água de 
cultivo provocando efeitos benéficos ao ambiente e ao 

hospedeiro (Mouriño et al., 2012). 

CONCLUSÃO 

Os 28 isolados triados pela atividade hemolítica 

enquadraram-se no perfil de bactérias ácido-lácticas e 
apresentaram antagonismo frente aos patógenos 

testados, ainda que haja variação na capacidade 
observada pela diversidade de tamanho dos halos de 

inibição. Os resultados para resistência em ácido 
mostraram que essa é uma característica que varia 

conforme a linhagem, no entanto é importante destacar 
que duas das linhagens analisadas apresentaram boa 

porcentagem de sobrevivência. 
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