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Apresentação

A piscicultura ornamental é um ramo da aquicultura que tem 
crescido no Brasil. Uma atividade que gera emprego e renda, tanto 
na área rural quanto na urbana. O sistema de criação de peixes 
ornamentais se diferencia dos peixes de corte, em face do seu 
maior valor agregado, tendo em vista a sua exploração em menores 
áreas. Atualmente, inúmeras espécies ornamentais são cultivadas 
comercialmente, com destaque para o acará-bandeira, pelo seu 
formato, cor e valor.

Para melhorar o desempenho zootécnico e saúde dos peixes em 
cativeiro, são utilizados aditivos alimentares, entre eles os probióticos, 
isto é, microrganismos que auxiliam no equilíbrio da microbiota 
intestinal. Para o acará-bandeira, não há registros de uma bactéria 
autóctone que possua as qualidades probióticas. 

Os pesquisadores de aquicultura da Embrapa Tabuleiros Costeiros em  
parceira com a Universidade Federal do Pará e a Universidade Federal 
de Santa Catarina, prospectaram as bactérias autóctones da espécie 
Pterophyllum scalare a fi m de determinar qual delas apresentavam 
potenciais probióticos, para utilização nas diferentes fases de criação.

As cepas selecionadas nesse estudo apresentaram resistência aos 
testes in vitro similares às condições encontradas no organismo
dos peixes. Os resultados aqui apresentados representam um grande 
avanço no conhecimento científi co, demonstrando a potencialidade de 
uso de uma bactéria autóctone, como probiótico no acará-bandeira.

Manoel Moacir Costa Macedo

Chefe-geral da Embrapa Tabuleiros Costeiros
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Seleção de Bactéria com 
Potencial Probiótico para o 
Acará-Bandeira

Introdução

A produção de peixes com potencial ornamental cresce tanto no 
mercado nacional quanto no internacional, sendo que na América 
Latina, o Brasil se destaca, pois apresenta grande variedade de 
espécies com distintas cores, tamanhos e formas. Dentre essas 
espécies, destaca-se o acará-bandeira, Pterophyllum scalare 
Lichtenstein, 1823, um ciclídeo ornamental apreciado no mercado 
nacional e internacional, devido a suas características morfológicas e 
fácil adaptação em cativeiro, em aquários e viveiros.   

A intensifi cação dos sistemas de criação dos peixes ornamentais tem 
aumentado a taxa de mortalidade decorrente principalmente das 
enfermidades, causando prejuízos econômicos à cadeia produtiva. 
Muitas dessas enfermidades são provocadas pelo estresse imposto 
aos animais, permitindo que agentes patogênicos oportunistas, como 
algumas bactérias, se instalem e provoquem doenças. Atualmente, 
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algumas estratégias têm sido utilizadas a fi m de melhorar a saúde dos 
peixes e prevenir a ocorrência de enfermidades, entre elas a inclusão 
de probióticos em sua dieta.  

Os probióticos são microrganismos que, além de estimular o sistema 
imunológico do animal, possuem potencialidades antagônicas aos 
agentes patogênicos pois, através da colonização do trato digestório 
do animal, ocorre uma competição pelos nutrientes e produção de 
metabólitos inibidores desses agentes patogênicos
(BALCÁZAR et al., 2008; GATESOUPE, 1999; 2008). 

Dentre os microrganismos utilizados como probióticos, destacam-se as 
bactérias ácido-láticas, por apresentarem fácil crescimento, produzem 
compostos antimicrobianos (como o ácido láctico, peróxido de 
hidrogênio, ácidos orgânicos e bactericidas) e estímulam à resposta 
imune não especifi ca em seu hospedeiro (GATESOUPE, 2008).

A aplicação de bactérias probióticas na nutrição animal pode viabilizar 
economicamente a cadeia produtiva piscícola, proporcionando menor 
conversão alimentar e melhor aproveitamento de nutrientes, além de 
redução da mortalidade (LIU et al., 2009).
  
O isolamento de um probiótico deve ser preferencialmente de 
bactérias intestinais do próprio hospedeiro, caracterizadas por não 
serem patogênicas, e por serem hábeis em resistir a ação dos sais 
biliares, à valores extremos de pH e à proteases do trato digestório, 
além de garantirem a colonização intestinal e uma maior segurança 
como suplemento alimentar. 

Neste documento relatamos a seleção de uma bactéria acido-láctica com 
potencial probiótico, a partir do trato gastrointestinal do acará-bandeira, 
tendo em vista que o isolamento espécie-específi co é importante para 
aumentar sua efi ciência de utilização.
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Prospecção, isolamento e avaliação 
das bactérias

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados 
pelo Comitê de Ética Animal da Embrapa Tabuleiros Costeiros
(CEUA Nº 03.13.09.015.00.00).

As cepas das bactérias com potencial probiótico foram isoladas 
do trato digestório de dez juvenis saudáveis do peixe ornamental 
acará-bandeira (21,95 mm ± 0,17 mm e 775,71 mg ± 0,15 mg), 
obtidos a partir de reprodução natural em cativeiro. Os peixes 
foram submetidos a jejum de 24 horas para esvaziamento 
intestinal. Posteriormente, foram eutanasiados de acordo com as 
recomendações do Guia Brasileiro de Boas Práticas para Eutanásia em 
Animais (GUIA..., 2012), e desinfetados externamente com solução de 
álcool 70% para retirada dos fragmentos do intestino (0,1 g), em local 
estéril. As amostras foram maceradas em gral de porcelana, diluídas 
em solução salina estéril 0,65%, semeadas em meio de cultura Agar 
MRS (Man Rogosa Sharpe) e incubadas por 48h a 35 ºC, de acordo 
com Jatobá et al. (2008).

A partir dessa metodologia, foi isolado um total de 16 morfotipos de 
cepas ácido-láticas, e essas foram submetidas aos testes in vitro para 
selecionar aquelas com potencial probiótico. Esses testes consistem 
na avaliação da resistência de crescimento em meio de cultura, testes 
de catalase, testes de resistência osmótica, ao pH e aos sais biliares, 
potencial antagônico pelo teste de inibição frente a patógenos e teste 
de viabilidade e cinética de crescimento em meio de cultura.

Testes in vitro

Das 16 cepas isoladas, todas resistiram ao crescimento em meio de 
cultura em laboratório, mas somente cinco apresentaram catalase 
negativa e prosseguiram aos demais ensaios in vitro, sendo 
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nomeadas como PROBC1, PROBC2, PROBC3, PROBC4, PROBC5.
O teste da catalase é importante para diferenciar as bactérias
acido-láticas que são catalase negativas das demais bactérias 
patogênicas dos animais aquáticos que geralmente são catalase 
positivas (JATOBÁ et al., 2008).

Para o desafi o de resistência osmótica das bactérias, todas as 
cepas demonstraram viabilidade quando submetidas a distintas 
concentrações de NaCl (0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5% e 3,0%), com 
acentuado destaque para a cepa PROBC3, que demonstrou maior 
resistência. Com relação ao teste de resistência a diferentes
pHs (4, 5, 6, 8 e 9), observou-se após 24 horas que a cepa PROBC4 
apresentou maior resistência nas escalas extremas de acidez e 
alcalinidade. Para exercerem atividades benéfi cas no aparelho 
gastrointestinal do hospedeiro, as culturas probióticas devem resistir 
às escalas de acidez e alcalinidade. O suco gástrico expelido no 
aparelho digestório do animal apresenta um pH extremamente ácido, 
sendo de suma importância a resistência da cepa probiótica a essa 
condição (NITHYA; HALAMI, 2013). 

Para um microrganismo apresentar perfi l probiótico, uma de suas 
exigências é a capacidade de colonização no trato gastrointestinal 
do hospedeiro, sendo importante a sua resistência aos efeitos 
emulsifi cantes dos sais biliares (BALCÁZAR et al., 2008). Assim, os 
microrganismos isolados do acará-bandeira foram submetidos ao 
desafi o com sais biliares (5% p/v) durante 24 horas de incubação
a 35 °C. A cepa PROBC4 se destacou nesse teste, apresentando menor 
perda de bactérias probióticas viáveis, atendendo a premissa de 
resistência frente aos sais biliares.

As bactérias ácido-láticas são encontradas em reduzido volume 
na microbiota do aparelho gastrointestinal dos peixes. A sua 
suplementação por meio da dieta é fundamental para uma maior 
predominância no intestino do hospedeiro, chegando a ocupar 70%
de sua microbiota (GILDBERG et al., 2007; SOUZA, 2007). 
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O perfi l antagônico das cepas com potencial probiótico é uma 
importante ferramenta na prevenção de infecções e/ou surtos 
bacteriológicos no sistema de produção, caracterizado por inibir o 
crescimento de patógenos no trato gastrointestinal do seu hospedeiro 
(ABRIOUEL et al., 2011). O potencial antagônico dos probióticos 
diz respeito à sua capacidade em produzir e expelir compostos 
como: ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, 
fundamentais para inibir o crescimento dos agentes bacterianos 
infecciosos (GILLOR et al., 2008; SUGITA et al., 2007;
 VÁZQUEZ et al., 2005).

As bactérias com potencial probiótico isoladas do acará-bandeira 
apresentaram halos de inibição frente a todos os patógenos 
desafi ados [Aeromonas hydrophyla (ATCC 7966), Pseudomonas 
aeroginosa (ATCC 27853), Enterococcus durans (ATCC 19432), 
Escherichia coli (D363), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e 
Micrococcus luteus (A270)], com diâmetro superior a 11 mm, 
destacando-se nesse quesito as cepas PROBC4 e PROBC5. 

Outro teste fundamental para averiguar o potencial probiótico é o de 
cinética de crescimento, onde se avalia o número total de colônias 
probióticas viáveis, para avaliar a eventual viabilidade de produção 
em escala comercial. As concentrações para efeito terapêutico dos 
probióticos dependem de cada espécie de peixe, variando entre 105 e 
108 Unidades Formadoras de Colônia (UFC) para cada mililitro (mL) ou 
grama (g), ressaltando-se que a suplementação na dieta é de caráter 
transiente, e que é necessária a ingestão regular do microrganismo 
para manutenção da composição microbiológica intestinal do animal 
em produção (BARRETO et al., 2003; MADIGAN et al., 2004; 
SANZ, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008; VÉLEZ et al., 2007). 

No teste da cinética de crescimento, foi possível realizar a contagem 
de células em todas as cepas isoladas na quantidade de 108 UFC/mL 
e 109 UFC/mL, e verifi car que a velocidade máxima de crescimento e o 
tempo de duplicação estão adequados para inclusão como probiótico, 
com destaque para as cepas PROBC1, PROBC2, PROBC3 e PROBC4.
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  Teste in vitro Cepa de bactéria probiótica  
  PROBC1 PROBC2 PROBC3 PROBC4 PROBC5  
  Crescimento em meio de cultura x x x x x  
  Gram positiva x x x x x  
  Resistência osmótica     x      
  Resistência ao pH       x    
  Resistência aos sais biliares       x    

  Potencial antagônico frente a patógenos       x x  

  Cinética de crescimento x x x x    
  x: melhor resposta aos testes in vitro            

 

Após todos os testes in vitro de isolamento e seleção bacteriana
com potencial probiótico, observou-se que a cepa PROBC4
apresentou as melhores características para ser adicionada a
dieta dos peixes. (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos testes in vitro para seleção de bactéria probiótica 

para o acará-bandeira a partir de cepas que resistiram ao crescimento em 

meio de cultura em laboratório e que apresentaram catalase negativa.

                                        
          .

Identifi cação molecular da cepa 

Para realização da identifi cação molecular, o material genético da cepa 
foi extraído a partir de isolados puros, de acordo a metodologia de
Jin (2006). A quantifi cação do DNA extraído foi realizada pela 
metodologia de fl uorescência (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Uma vez 
quantifi cado o material genético das cepas, foi realizado o processo de 
amplifi cação dos genes selecionados para sequenciamento e posterior 
identifi cação das cepas. A região foi isolada e amplifi cada via Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR) com o gene fenilalanil-tRNA sintetase (PheS), 
utilizando os iniciadores pheS-21-F (5’ CAYCCNGCHCGYGAYATGC 3’) e 
pheS-23-R (5’ GGRTGRACCATVCCNGCHCC 3’), efi cazes para análise 
taxonômica de procariotos ácido lácticos (NASER et al., 2007). Após 
o resultado de PCR, o sequenciamento das amostras foi efetuado 
pelo método dideoxiterminal (SANGER et al., 1977), no sequenciador 
automático ABI 3500 XL, utilizando reagentes do 
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kit BigDye (ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading 
Reaction – PE Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). As sequências 
foram alinhadas e editadas com o auxílio do programa
BioEdit (HALL, 1999). Seguido o sequenciamento, o material genético 
extraído foi enviado a um arquivo individual para cada cepa em 
formato FASTA, para leitura no programa Basic Local Alignment 
Search Tool-BLAST. A identifi cação das cepas foi realizada pela 
comparação das sequências depositadas no acervo mundial
GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/), sendo a busca realizada
com o algoritmo MEGABLAST. 

Posteriormente, as relações fi logenéticas foram estimadas sendo estas 
análises conduzidas com o auxílio do programa
MEGA v. 6.05 (TAMURA et al., 2013). Essa cepa (PROBC4) foi então 
identifi cada molecularmente como Enterococcus faecium. 

Considerações fi nais

A bactéria Enterococcus faecium, isolada no presente estudo, 
tem sido verificada na microbiota gastrointestinal de várias 
espécies animais com grande potencial probiótico, atuando 
na melhoria do desempenho zootécnico e imunológico 
(BENYACOUB, 2003; BOGUT et al., 2000; SUN et al., 2010; 
TARASOVA, 2010), podendo então ser considerada uma bactéria 
com potencial probiótico para a espécie ornamental acará-bandeira. 

A cepa PROBC4 da espécie Enterococcus faecium isolada do próprio 
acará-bandeira apresentou viabilidade in vitro, com capacidade de 
suportar condições semelhantes às encontradas no organismo do 
peixe, demonstrando uma potencialidade como bactéria probiótica. 
Porém devem ser realizados estudos in vivo para verifi car a 
concentração adequada da bactéria para o melhor desenvolvimento 
do acará-bandeira nas diferentes fases de criação.
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