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RESUMO 

 

O objetivo desse trabalho foi avaliar em dois estudos, o potencial probiótico de bactérias 

isoladas do ambiente marinho e do intestino de Rachycentron canadum e Macrobrachium 

rosenbergi e verificar sua capacidade de colonização do trato intestinal de robalo-peva 

(Centropomus parallelus). Estudo I foram utilizados 225 juvenis de robalo-peva (3,08 ± 1 g e 

77,7 ± 7,12 mm), distribuídos em 15 tanques de 100 L alimentados duas vezes por dia a 5% da 

biomassa total, divididos em 3 tratamentos: probiótico desenvolvido (PRO) multicepa (B21CO, 

B21C, MG, MGO, MB e MBO); controle positivo (C+) com probiótico comercial; e controle 

negativo (C-) grupo placebo, por um período de 65 dias. A atividade antimicrobiana 

antagônicas ao patógeno Vibrio parahaemolyticus foram positivas, as cepas bacterianas MBO, 

MB, B21C e B21CO tiveram os melhores halos inibitórios. Todas as cepas foram resistentes a 

pH ácido e sais biliares podendo sobreviver ao processo digestivo até atingir o trato intestinal 

do animal. Todas as cepas foram capazes de se autoagregar, sendo a MG e MGO os melhores 

resultados de agregação. Foram analisadas bactérias totais e Vibrio spp. no intestino e na água 

de cultivo e em ambos os resultados não houveram diferenças estatísticas (p<0,05). Estudo II 

foram 72 juvenis de robalo-peva (15,47 ± 6,59 g e 100,76 ± 10,40 mm), distribuídos em 12 

tanques de 100 L (6 peixes/tanque) e divididos em 4 tratamentos: Controle (placebo), MBO 

(Enterobacter hormaechei), B21CO (Bacillus subtilis) e MBO + B21CO (E. hormaechei + B. 

subtilis) pelo período de 28 dias. A quantificação dos probióticos no intestino e na água de 

cultivo foram maiores no T1 (primeira coleta, no 14º dia de cultivo) do que no T2 (coleta final, 

no 28º dia de cultivo) após a inoculação do patógeno. Os Vibrio spp. tanto no intestino quanto 

na água de cultivo dos tratamentos com probióticos foram significativamente (p<0,05) menores 

comparados ao grupo controle. Conclui-se que as cepas E. hormaechei e B. subtilis tem grande 

potencial no antagonismo in vitro frente ao V. parahaemolyticus. Todas as cepas analisadas 

sobrevivem as condições do trato gastrointestinal, as cepas E. hormaechei e B. subtilis 

colonizaram o intestino de robalo-peva (C. parallelus) em 14 dias, e a cepa S. marcenses em 21 

dias. Todas as cepas mostraram capacidade efetiva de se autoagregar. Nos testes in vivo as cepas 

B. subtilis e E. hormaechei foram capazes de reduzir significativamente os Vibrio spp. no 

intestino e na água de cultivo. 

Palavras-chave: Antimicrobiano, Bactérias benéficas, Robalo-peva. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this work was to evaluate, in two studies, the probiotic potential of substances 

from the marine environment and the intestine of Rachycentron canadum and Macrobrachium 

rosenbergi and to verify their colonization capacity in the intestinal tract of fat snook 

(Centropomus parallelus). Study I used 225 juvenile fat snook (3.08 ± 1 g and 77.7 ± 7.12 mm), 

distributed in 15 100 L tanks fed twice a day at 5% of the total biomass, divided into 3 

treatments: multistrain developed (PRO) probiotic (B21CO, B21C, MG, MGO, MB and MBO); 

positive control (C +) with commercial probiotic; and negative control (C-) placebo group, for 

a period of 65 days. The antimicrobial activity antagonistic to the pathogen Vibrio 

parahaemolyticus was positive, the bacterial strains MBO, MB, B21C and B21CO had the best 

inhibitory halos. All strains were resistant to acid pH and bile salts, being able to survive the 

digestive process until reaching the animal's intestinal tract. All strains were able to self-

aggregate, with MG and MGO being the best aggregation results. Total bacteria and Vibrio spp. 

in the intestine and in the culture water and in both results there are no statistical differences 

(p<0.05). Study II consisted of 72 juvenile fat snook (15.47 ± 6.59 g and 100.76 ± 10.40 mm), 

distributed in 12 100 L tanks (6 fish / tank) and divided into 4 treatments: Control (placebo), 

MBO (Enterobacter hormaechei), B21CO (Bacillus subtilis) and MBO + B21CO (E. 

hormaechei + B. subtilis) for a period of 28 days. The quantification of probiotics in the intestine 

and in the culture water were higher in T1 (first collection, on the 14th day of culture) than in 

T2 (final collection, on the 28th day of culture) after pathogen inoculation. Vibrio spp. both in 

the intestine and in the culture water of the treatments with probiotics were studied (p<0.05) 

smaller compared to the control group. It is concluded that E. hormaechei and B. subtilis strains 

have great potential without in vitro antagonism against V. parahaemolyticus. All strains 

analyzed survive according to the conditions of the gastrointestinal tract, as E. hormaechei and 

B. subtilis strains colonized the intestine of fat snook (C. parallelus) in 14 days, and the S. 

marcense strain in 21 days. All strains with effective ability to self-aggregate. In vivo tests such 

as B. subtilis and E. hormaechei strains were able to reduce the benefits of Vibrio spp. without 

intestine and in the growing water. 

Keywords: Antimicrobial, Beneficial bacteria, Fat snook. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

A pesca extrativista se mantém estagnada há mais de duas décadas, em oposição, à 

aquicultura que vem se intensificando e suprindo a demanda de proteína para a população 

global. No período de 2018, a maricultura produziu cerca de 179 milhões de toneladas (FAO, 

2020). A piscicultura marinha é um dos segmentos que mais crescem no mundo, porém, no 

Brasil, apesar das condições climáticas serem favoráveis, o cultivo de organismos aquáticos 

marinhos ainda não é uma atividade consolidada (CAVALLI & HAMILTON, 2009; FAO, 

2020). 

No Brasil, vem se estudando diversas espécies de peixes marinhos, com foco no 

desenvolvimento de tecnologias de cultivo (BALDISSEROTTO & GOMES, 2010). O robalo-

peva – Centropomus parallelus – foi observado como um peixe com características e resultados 

promissores para cultivo em águas nacionais (LIEBL et al., 2016; PINHO et al., 2016). Entre 

essas características favoráveis estão elencados o crescimento equivalente ao de muitas espécies 

marinhas já cultivadas, boa taxa de conversão alimentar, resistência a diferentes salinidades e 

grandes densidades de estocagem (CERQUEIRA, 2010). 

Com a crescente intensificação e comercialização da produção aquícola, as doenças se 

tornaram um dos principais obstáculos na indústria de cultivo (HAI, 2015). As doenças mais 

comuns na aquicultura são causadas por patógenos bacterianos Gram-negativos como os dos 

gêneros Aeromonas, Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio e Yersinia. Esses patógenos são 

agentes etiológicos de várias patologias como a doença da boca vermelha entérica, furunculose, 

hemorragia, septicemia, vibriose entre outras (CASCALES et al., 2016; PATRA et al., 2016; 

WIKLUND, 2016; RONNESETH et al., 2017).  

Na aquicultura, os agentes quimioterápicos, como antibióticos e produtos químicos, são 

a cura clássica para infecções microbianas (CHAUHAN & SINGH, 2019). No entanto, o uso 

extensivo desses quimioterápicos leva ao seu acúmulo no habitat aquático e resulta em 

consequências prejudiciais como o surgimento de bactérias resistentes a antibióticos, acúmulo 

de resíduos de antibióticos na carne, eliminação de micróbios benéficos do trato gastrointestinal 

e alterações na microbiota (efeito em micróbios não-alvo) do ambiente aquático (MUNOZ-

ATIENZAL et al., 2013; AZEVEDO et al., 2015). 

Uma abordagem alternativa emergente e promissora para prevenir doenças em peixes, 

está no uso de probióticos, que ajudam os peixes a resistir aos patógenos por vários mecanismos 

(CHAUHAN & SINGH, 2019). A importância dos probióticos usados na aquicultura não se 
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limita apenas ao trato gastrointestinal, mas também desempenha um papel importante na 

melhoria da saúde geral de um organismo (MEHRABI et al., 2018). 

As bactérias do gênero Bacillus são as mais estudadas como probiótico, bem como sua 

associação com o hospedeiro, entre a grande variedade de animais aquáticos, porém existe uma 

gama de bactérias que podem ser utilizadas para a melhoria do cultivo de peixes marinhos. A 

introdução de probióticos na aquicultura começou com o advento de tecnologias agrícolas 

sustentáveis e científicas, como sistemas de recirculação de água (RAS), sistemas de produção 

de aquicultura com troca mínima de água e tecnologias de bioflocos (BFT) (JAMES et al., 

2021). Na literatura foram relatados diversos benefícios com a utilização de Bacillus sp. na 

suplementação de rações de organismos aquáticos como: aumento de taxa de sobrevivência e 

redução na conversão alimentar (YANBO & ZIRONG, 2006), capacidade de resistir a doenças 

(BALCÁZAR et al., 2006; KAVITHA et al., 2018; RAMESH & SOUISSI, 2018; YI et al., 

2018), melhora no sistema imunológico (NAYAK, 2010; ABRIOUEL et al., 2011; 

BURUIANĂ et al., 2014), redução do estresse em várias espécies de cultivo (SHAHEEN et al., 

2014; ABDOLLAHI-ARPANAHI et al., 2018; EISSA et al., 2018) e também desempenha 

papel importante na manutenção da qualidade de água de vários sistemas aquícolas 

(CAMARGO & ALONSO 2006; NIMRAT et al., 2012; ZOKAEIFAR et al., 2014). 

Grandes variedades de bactérias Gram-negativas também desempenham papel como 

probióticos putativos na aquicultura. Embora as bactérias Gram-negativas não sejam 

comumente administradas na aquicultura, diversos autores descrevem seus efeitos benéficos na 

suplementação do animal (HAI, 2015). 

Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial probiótico de bactérias 

isoladas do ambiente marinho e do intestino de Rachycentron canadum e Macrobrachium 

rosenbergi e verificar sua capacidade de colonização do trato intestinal de robalo-peva 

(Centropomus parallelus). 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O projeto do qual esse trabalho faz parte está registrado na CEUA/Ifes sob o número 

23185.000445-2018-10. 

 

2.1 CEPAS PROBIÓTICAS 
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 As cepas utilizadas para a formulação do probiótico foram previamente isoladas pela 

equipe do Laboratório de Ecologia Microbiana do IFES – Campus Piúma-ES. A cepa 

denominada B21CO foi isolada do intestino de juvenis de beijupirá (Rachycentron canadum), 

a cepa B21C foi isolada da água de cultivo de bejupirás e as cepas MG e MGO foram isoladas 

da água de cultivo de camarões, as cepas MB e MBO foram isoladas do intestino de camarão 

da Málasia (Macrobrachium rosenbergii). 

 

2.2 AVALIAÇÃO DO ANTAGONISMO IN VITRO  

 

 As cepas selecionadas foram submetidas ao teste de inibição em triplicata, sendo que o 

patógeno V. parahaemolyticus (ATCC 17802) foi inoculado com uso de um swab (108 

UFC/mL) em placas de Petri com meio de cultura Ágar Nutriente adicionado de 3% de NaCl 

(ANS), a bactéria antagonista foi inoculada no centro da placa com o auxílio de uma alça de 

platina e as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os halos de inibição foram medidos 

com paquímetro. 

 

2.3 ENSAIOS DE TOLERÂNCIA AO PH GÁSTRICO E SAL BILIAR 
 

 O teste de resistência em pH ácido foi feito de acordo com a metodologia descrita por 

Sansawat e Thirabunyanon (2009), a bactéria foi inoculada em caldo nutriente estéril 

adicionado de 3% de NaCl (CNS) na proporção de 108 UFC/mL verificada em 

espectrofotômetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE) e diluiu-se 100 µL da 

solução em 900 µL de tampão fosfato (pH 2,5) e posteriormente incubada por 3 horas a 35ºC 

em estufa bacteriológica (LUCA 81/180 - LUCADEMA). Logo após, diluiu-se 100 µL da 

solução ácida em 900 µL de tampão fosfato de potássio (pH 7,0), homogeneizou-se e plaqueou-

se 50 µL da solução em meio ANS e foi incubado por 24 horas a 35°C em estufa bacteriológica 

(LUCA 81/180 - LUCADEMA). Após o período de incubação foi realizado a quantificação das 

colônias. 

Para o teste de resistência a sais biliares, utilizou-se 100 µL da solução de cada cepa e 

adicionou e diluiu em 900 µL de caldo nutriente (CN) com 0,3% de extrato de bile e incubados 

a 35°C por 24 horas em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA). Em seguida foram plaqueados 

50 µL da solução em meio ANS, incubados por 24 horas a 35°C em estufa (LUCA 81/180 - 

LUCADEMA), e posteriormente, quantificou-se o número de colônias formadas. 
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2.4 TESTE DE AUTOAGREGAÇÃO 

 

 Foi utilizado o método proposto por Grzeskowiak et al., (2012) com modificações para 

esse teste. As bactérias foram cultivadas em CNS por 24 horas a 37°C em estufa (LUCA 81/180 

- LUCADEMA). As culturas foram centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos e lavadas 2 

vezes com tampão fosfato de potássio (pH 7,0). O alimento foi ressuspendido em 4 mL tampão 

fosfato e ajustada a concentração para 108 UFC.g-1, seguindo a escala McFarland 0.5. Os tubos 

foram agitados em agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubados a 35°C em estufa 

bacteriológica (LUCA 81/180 - LUCADEMA). A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE), com 600nm. Para a 

leitura, 0,1 mL da suspensão bacteriana (porção superior) foi transferido para um tubo contendo 

3,9 mL de tampão fosfato, nos tempos 1, 2 e 18 horas após incubação. O cálculo da porcentagem 

de autoagregação foi realizado de acordo com a fórmula: 

 

𝐴𝑇 = 1 − (
𝐴𝑓

𝐴𝑖
) ∗ 100 

 

AT: autoagregação, Ai: leitura anterior a incubação. Af: leitura após 1 hora de incubação. 

(GRZESKOWIAK et al., 2012) 

 

 

2.5 IDENTIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS 

 

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura caldo nutriente, a 35°C/24 horas e 

posteriormente transferidas para o kit API20E® ou API50® da Biomerieux para a identificação 

bioquímica das cepas. 

A identificação molecular foi realizada através de sequenciamento de alto desempenho 

do gene 16S rRNA região V3-V4, utilizando o MiSeq Sequencing System – Illumina. 

 

2.6 AQUISIÇÃO DOS PEIXES 

 

Os exemplares do robalo-peva (Centropomus parallelus) foram obtidos diretamente da 

Maricultura Pandini LTDA localizada ao norte do estado do Espírito Santo no município de 

Conceição da Barra. Os peixes foram estocados em sacos plásticos oxigenados e transportados 

em veículo terrestre até o Instituto Federal do Espírito Santo (IFES) – Campus Piúma, onde 
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foram aclimatados e soltos em duas caixas circulares de 2,0 m³ provisoriamente, onde ficaram 

por um período de 30 dias antes do início do experimento. 

 

2.7 PREPARAÇÃO DO PROBIÓTICO 

 

Uma solução contendo as bactérias probióticas foi preparada diariamente, utilizando-se 

cada bactéria na concentração final de 1011 UFC/g de alimento, verificados em 

espectrofotômetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE). A dieta experimental 

utilizada foi o filé de peroá (Balistes capriscus) in natura, cortado em pequenos cubos. As cepas 

bacterianas foram centrifugadas (DT 4500 – DAIKI) e após as 24 horas de crescimento em caldo 

nutriente a 35ºC em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA), ressuspendidas em tampão fosfato 

de potássio (pH 7,0), ajustadas a concentração de 1011 UFC/mL e aspergidas no alimento (1 

mL/g). O grupo controle positivo (C+) foi feito de acordo com as especificações do fabricante, 

por diluição em água, ajustadas e aspergidas no alimento em proporções igual ao grupo 

anteriormente descrito. Após 30 minutos os peixes foram alimentados. 

 

2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

2.8.1 Estudo I 

 

Cada repetição foi isolada e mantida em sistema único com um filtro adaptado para 

partículas físicas e biológicas em cada caixa. As análises de qualidade de água foram feitas 

diariamente e os parâmetros avaliados: amônia, nitrito, pH, temperatura (°C), salinidade e 

oxigênio dissolvido. 

Os juvenis de C. parallelus (n = 225; 3,08 g ± 1 g; 77,7 ± 7,12 mm) foram distribuídos 

em 15 tanques de 100 L (15 peixes/tanque) e alimentados duas vezes ao dia, totalizando 5% da 

biomassa total. Foram utilizados três tratamentos: Probiótico (PRO), composto pelas cepas 

selecionadas anteriormente (B21CO, B21C, MG, MGO, MB, MBO); controle positivo (C+), 

utilizando-se um probiótico comercial; e controle negativo (C-), grupo placebo. Semanalmente, 

os peixes foram deixados em jejum por 24 horas e cinco peixes por tratamento foram 

anestesiados utilizando-se eugenol 10% e eutanasiados por insensibilização térmica para 

análise de colonização probiótica. O experimento foi realizado por um período de 65 dias. 
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2.8.2 Estudo II 

 

Cada repetição foi isolada e mantida em sistema único com um filtro adaptado para 

partículas físicas e biológicas em cada caixa. As análises de qualidade de água foram feitas 

diariamente e os parâmetros avaliados: amônia, nitrito, pH, temperatura (°C), salinidade e 

oxigênio dissolvido. 

Os juvenis de C. parallelus (n = 72; 15,47 ± 6,59 g; 10,76 ± 1,40 mm) foram distribuídos 

em 12 tanques de 100 L (6 peixes/tanque) e alimentados duas vezes ao dia, totalizando 5% da 

biomassa total. Foram utilizados quatro tratamentos: controle (C) grupo placebo; MBO (E. 

hormaechei) uma cepa gram-negativa; B21CO (B. subtilis) uma cepa gram-positiva; e MBO + 

B21CO (E. hormaechei e B. subtilis) um probiótico multicepa composto de uma gram-positiva 

e uma gram-negativa. O tempo total de experimento foi de 28 dias (quatro semanas). Ocorreram 

duas coletas, uma no 14º dia e outra no 28º dia de experimento. Três peixes foram deixados em 

jejum por tratamento durante 24 horas, e posteriormente, anestesiados utilizando-se eugenol 

10% e eutanasiados por insensibilização térmica para análise de colonização probiótica. 

 

2.9 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE COLONIZAÇÃO DAS CEPAS PROBIÓTICAS 

 

 Foram coletadas amostras de intestino, maceradas em solução salina estéril (0,85%) na  

proporção de 1:10, diluídas serialmente e plaqueadas em meio de cultura Ágar Nutriente (AN). 

As placas foram incubadas por 24 horas a 35ºC em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA) e o 

número de UFC.g-1 foi determinado. Para a identificação das bactérias utilizadas na formulação 

do probiótico foram utilizados a observação morfológica detalhada e posteriormente realizada 

a avaliação bioquímica com a utilização de sete testes distintos: fermentação de glicose e 

sacarose, produção de H2S, produção de gás, produção de urease, utilização de manitol e 

degradação de triptofano. 

 

2.10 AVALIAÇÃO DE PROBIÓTICOS E VÍBRIO NA ÁGUA DE CULTIVO 

 

As amostras de água foram coletadas semanalmente e diluídas serialmente em solução 

salina estéril (0,85%), plaqueadas em Ágar Nutriente (AN) para avaliação de bactérias totais e 

em Ágar tiossulfato-citrato-sais biliares-sacarose (TCBS) para avaliação de víbrios totais e 

incubadas em estufa a 35ºC durante 24 horas (LUCA 81/180 - LUCADEMA) para posterior 

determinação do número de UFC/mL. 
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2.11 INOCULAÇÃO DOS PATÓGENOS NOS PEIXES 

 

2.12.1 Inoculação do patógeno nos peixes do experimento 1 

 

 A inoculação do patógeno ocorreu na sétima semana de suplementação dos probióticos. 

O V. parahaemolyticus foi suspenso em solução salina estéril (0,85%) na concentração 108 

UFC/mL verificado em espectrofotômetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE). 

Foram injetados 200 μL da suspensão bacteriana em cada peixe, por meio de injeção 

intraperitoneal. 

 

2.12.2 Inoculação do patógeno nos peixes no experimento 2 

 

 A inoculação do patógeno ocorreu 21º dia de suplementação dos probióticos. O V. 

parahaemolyticus foi suspenso em solução salina estéril (0,85%) na concentração 108 UFC/mL 

verificado em espectrofotômetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE). Foram 

injetados 200 μL da suspensão bacteriana em cada peixe, por meio de injeção intraperitoneal. 

 

2.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram analisados pelo software de análises estatísticas Statistica® 10. Os 

dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Bartlett, normalidade Shapiro-Wilk e à 

análise de variância, seguido de teste de Tukey em nível de 5% de significância. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 IDENTIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS 

 

De acordo com os resultados das análises bioquímicas, a bactéria B21CO pertence ao 

gênero Bacillus, as bactérias MG e MGO pertencem ao gênero Serratia e as demais bactérias 

foram classificadas como sendo da família Enterobacteriaceae. 

 Com o sequenciamento do RNA 16S foi possível classificar as bactérias como sendo do 

filo Proteobacteria. A cepa B21CO pertence à classe Bacilli, ordem Bacillales, família 

Bacillaceae, do grupo dos Bacillus subtilis. As demais bactérias pertencem à classe 

Gamaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, família Enterobacteriaceae, sendo as cepas 
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MG e MGO identificadas como Serratia marcenses, as cepas B21C, MB e MBO como 

Enterobacter hormaechei. 

 

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

 As cepas selecionadas foram submetidas a o teste de inibição para comprovação do 

antagonismo ao patógeno V. parahaemolyticus. As cepas gram-negativas B21C, MB e MBO 

(E. hormaechei) e a B21CO (B. subtilis) uma gram-positiva comumente usada na aquicultura 

em probióticos comerciais, diferenciaram significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos, 

e obtiveram os melhores resultados de inibição frente ao patógeno V. parahaemolyticus (Tabela 

1). As gram-negativas MGO e MG (S. marcenses) obtiveram halos de 6 e 5 mm 

respectivamente, inibindo o mesmo patógeno. 

 

Tabela 1. Diâmetro médio (mm) do halo de inibição das bactérias probióticas frente ao 

antagonismo do patógeno Vibrio parahaemolyticus: 

Cepas probióticas 
Diâmetro médio dos halos de inibição 

V. parahaemolyticus 

B21CO 10a 

B21C 11a 

MGO 06b 

MBO 12a 

MG 05b 

MB 11a 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferenças significativas (p>0,05). 

B21CO (B. subtilis), MGO e MG (S. marcenses.), B21C, MBO e MB (E. hormaechei). 

 

3.3 TOLERÂNCIA A PH ÁCIDO E SAIS BILIARES 

 

 Esse teste consiste em avaliar a capacidade da bactéria em sobreviver às condições do 

trato gastrointestinal dos peixes. Todas as cepas tiveram resultados satisfatórios diante a análise 

de resistência ao pH ácido, tendo crescimento em toda superfície da placa de Petri, com isso, 

impossibilitando a quantificação das cepas, mesmo após diluições seriadas. Diante aos sais 

biliares, os resultados evidenciaram positivamente todas as cepas, que obtiveram taxa de 

sobrevivência superior a 50 %, em todos os tempos analisados, o número e/ou crescimento foi 

tão elevado que foi impossível efetuar a contagem das cepas, com resultados superiores a 9x108 
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UFC.g-1. Com isso, pode-se supor que todas as cepas analisadas são capazes de sobreviver a 

passagem pelo trato digestório e podem chegar até o intestino do robalo. 

 

3.4 AUTOAGREGAÇÃO 

 

As cepas MBO e B21CO não foram capazes de se autoagregar no período de 1 hora 

(Figura 1). As cepas MGO e MG obtiveram as maiores taxas de 60 e 40% respectivamente, de 

autoagregação no período de 1 hora. 

 

Figura 1. Gráfico de barras, referente a capacidade de autoagregação das cepas 

bacterianas. 

  

 

 

 

 

  

 

 
* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Não foram observadas diferenças significativas (p<0,05). 

B21CO (B. subtilis), MGO e MG (S. marcenses), B21C, MBO e MB (E. hormaechei). 

 

Após 2 horas as cepas MBO e MG, obtiveram taxas de 66,67 e 60% respectivamente, 

sendo as que mais autoagregam nesse período, e as cepas B21CO e MB foram as que menos 

autoagregaram nesse mesmo tempo. Depois das 18 horas mais uma verificação foi feita, e 

constatou-se que as cepas MG e MBO novamente alcançaram resultados superiores as demais 

cepas, atingindo as taxas de 60,37 e 60% respectivamente. 

 

3.5 ESTUDO I 

 

 

3.5.1 Bactérias e víbrios totais no trato gastrointestinal de Centropomus parallelus e na água 

de cultivo 

 

O número de bactérias totais no intestino dos peixes variou entre 9x104 e 9x106 UFC/g 

durante o experimento e não apresentou diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos. 
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A Figura 2, mostra o número de bactérias totais referente ao 07º dia (T1) de suplementação com 

o probiótico e do 58º (T2 - sete dias após a inoculação do víbrio), e 65º dia (T3 - última coleta).  

 

Figura 2. Boxplot do número totais de bactérias no trato gastrointestinal de robalo-peva 

(C. parallelus) representado em Log10 UFC.g-1 de cada tratamento, sete dias após o início 

da suplementação probiótica T1 (07º dia), e as últimas duas semanas T2 e T3 (58º e 65º 

dias) após a inoculação do patógeno V. parahaemolyticus. 

  

 

 

 

 

 

 

 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05). 

Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiótico comercial (C+) controle positivo; e probiótico multicepa (PRO).  

T1: primeira coleta após 7 dias de suplementação probiótica; T2: sete dias após inoculação do víbrio; e T3: última coleta. 

 

Após observação morfológica, isolamento de cada cepa em cultura pura e realização de 

provas bioquímicas, foram identificadas as cepas componentes do probiótico experimental 

(PRO). A colonização observada durante o experimento teve comportamento heterogêneo em 

relação ao período de adesão das cepas ao intestino. B. subtilis (B21CO) e E. hormaechei 

(B21C, MBO e MB) colonizaram o trato gastrointestinal do robalo no 14º dia após o início da 

suplementação do probiótico multicepa e se manteve estável até o final do experimento. Já a S. 

marcenses (MGO e MG) só colonizaram o trato gastrointestinal após 21 dias de suplementação 

do probiótico multicepa. 

 

Para os víbrios totais no intestino, não foram observadas diferenças significativas entre 

os tratamentos (p<0,05). Na coleta do 7º dia (T1) de cultivo, pode-se observar na Figura 3, 

valores de víbrios totais de 9x102 para os tratamentos controle negativo (C-) e positivo (C+). 
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Figura 3. Gráfico em barras evidenciando o quantitativo total de víbrio no trato 

gastrointestinal de robalo-peva (C. parallelus) entre os tratamentos, referentes a primeira 

coleta T1 (07º dia) e após a inoculação do patógeno T2 e T3 (58º e 65º dia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) 

Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiótico comercial (C+) controle positivo; e probiótico multicepa (PRO).  

T1: primeira coleta após 7 dias de suplementação probiótica; T2: sete dias após inoculação do víbrio; e T3: última coleta. 

 

Não houve diferenças estatísticas significativas (p<0,05) entre os tratamentos 

relacionado ao quantitativo total de bactérias na água.  

 

Figura 4. Boxplot do número totais de bactérias na água de cultivo representado em Log10 

UFC.g-1 de cada tratamento, sete dias após o início da suplementação probiótica T1 (07º 

dia), e as últimas duas semanas T2 e T3 (58º e 65º dia) após a inoculação do patógeno V. 

parahaemolyticus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Não foram observadas diferenças significativas (p<0,05) 

Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiótico comercial (C+) controle positivo; e probiótico multicepa (PRO).  

T1: primeira coleta após 7 dias de suplementação probiótica; T2: sete dias após inoculação do víbrio; e T3: última coleta. 

  

O quantitativo das cepas manteve-se entre os níveis 9x104 e 9x105 UFC.g-1 para o probiótico 

experimental desenvolvido (PRO), os tratamentos controle negativo (C-) e controle positivo 

(C+) não obtiveram diferenças significativas entre si. 

 Para o quantitativo de víbrios totais na água, não houve diferenças significativas entre 

os tratamentos (p<0,05). Na primeira semana, observou-se valores superiores de víbrios totais 
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na água de cultivo. Ao passar das semanas, até o fim do experimento, esses valores foram 

diminuindo até zerarem na última coleta para todos os tratamentos (Figura 5). 

 

Figura 5. Gráfico em barras evidenciando o quantitativo total de víbrio na água de 

cultivo entre os tratamentos (PRO, C- e C+), referentes a primeira coleta T1 (07º dia) 

e após a inoculação do patógeno T2 e T3 (58 e 65º dia). 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Não foram observadas diferenças significativas (p<0,05) 

Tratamentos: grupo placebo (C -) controle negativo; probiótico comercial (C +) controle positivo; e probiótico multicepa (PRO).  

T1: primeira coleta após 7 dias de suplementação probiótica; T2: sete dias após inoculação do víbrio; e T3: última coleta. 

 

Os parâmetros de qualidade de água dos tratamentos mantiveram os níveis médios de: 

amônia (0,10 ± 0,1), nitrito (1,29 ± 0,03), pH (7,77 ± 0,02), salinidade (7% ± 0,0), temperatura 

(22,63° C ± 0,01) e oxigênio dissolvido (5,1 mg/L-1 ± 0,21). Foram monitorados diariamente e 

permaneceram em valores próximos entre os tratamentos. 

 

 

3.6 ESTUDO II 

  

 

3.6.1 Colonização probiótica gastrointestinal e da água de cultivo 

 

 

Para os resultados de colonização probiótica, foram quantificados apenas as cepas 

selecionadas e isoladas do montante total. O total de cepas probióticas encontradas no trato 

gastrointestinal variou de 9x10³ a 9x106 UFC.g-1 entre os tratamentos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrão de colônias probióticas no trato gastrointestinal 

de robalo-peva (C. parallelus) nos tratamentos representados em Log10 UFC.g-1, referente ao 

14º dia (T1) e no 28º dia (T2). 

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo) 

Controle 0c ± 0,00 0b ± 0,00 

MBO 4,62a ± 0,66 2,23a ± 1,60 

B21CO 2,67b ± 0,43 3,00a ± 0,00 

MBO + B21CO 5,22a ± 0,72 3,83a ± 0,83 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferenças significativas (p<0,05).  

MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.  

T1: primeira coleta 14 dias após a suplementação probiótica; T2: coleta final, uma semana após a inoculação do patógeno V. parahaemolyticus. 

 

Não houve diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos com probióticos 

desenvolvidos. Na primeira coleta (T1) em números absolutos, o grupo multicepa (MBO + 

B21CO) teve desempenho melhor frente aos outros tratamentos. Ao observar cada cepa 

separadamente, a cepa MBO (E. hormaechei) teve mais sucesso na colonização gastrointestinal 

do que a cepa comumente utilizada em probióticos comerciais B21CO (B. subtilis). Na última 

coleta (T2), sete dias após a inoculação do patógeno, não houve diferenças significativas entre 

os tratamentos experimentais (p<0,05). Após a inoculação do víbrio, observou-se uma queda 

em todos os tratamentos contendo a cepa MBO (E. hormaechei), essa possivelmente, foi afetada 

diretamente após a inserção do patógeno, apesar da eficiência antagônica nos testes in vitro ao 

mesmo, anteriormente descrita. Não foram encontradas colônias probióticas no trato 

gastrointestinal do tratamento controle. 

Nos valores de cepas probióticas contidas na água de cultivo, observou-se que em todos 

os tratamentos, mantiveram o quantitativo similar entre 9x10³ UFC.g-1 (Tabela 3). Não foi 

observada diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos de probióticos desenvolvidos 

nos dois períodos analisados (T1 e T2). 

 

Tabela 3. Valores médios e desvio padrão de colônias probióticas na água de cultivo nos 

tratamentos representados em Log10 UFC.g-1, referente ao 14º dia (T1) e no 28º dia (T2). 

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo) 

Controle 0b ± 0,00 0b ± 0,00 

MBO 2,35a ± 0,28 2,26a ± 0,47 

B21CO 2,47a ± 0,08 2,00a ± 0,53 

MBO + B21CO 2,57a ± 0,64 2,77a ± 0,05 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferenças significativas (p<0,05).  

MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.  

T1: primeira coleta 14 dias após a suplementação probiótica; T2: coleta final, uma semana após a inoculação do patógeno V. parahaemolyticus. 
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Os tratamentos experimentais com cepas solitárias (MBO e B21CO) desenvolvidas 

apresentaram redução do quantitativo de colônias probióticas na água de cultivo após o segundo 

período (T2). O tratamento multicepa (MBO + B21CO) apresentou aumento posterior a 

inoculação do patógeno. Não foram encontradas colônias probióticas na água de cultivo do 

tratamento controle. 

 

3.6.2 Víbrios totais no trato gastrointestinal e na água de cultivo 

 

 Os víbrios totais contidos no trato gastrointestinal foram coletados e quantificados, 

observaram-se diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos experimentais nos dois 

períodos de coleta em comparação ao tratamento controle (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Valores médios e desvio padrão de víbrios totais contidos no trato gastrointestinal 

nos tratamentos, representados em Log10 UFC.g-1, referente ao 14º dia (T1) e no 28º dia (T2). 

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo) 

Controle 2,36a ± 0,47 3,47a ± 0,34 

MBO 0,14b ± 0,43 1,23b ± 1,18 

B21CO 0,17b ± 0,41 1,62b ± 1,30 

MBO + B21CO 0,51b ± 0,80 1,24b ± 1,28 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferenças significativas (p<0,05).  

MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo. 

T1: primeira coleta 14 dias após a suplementação probiótica; T2: coleta final, uma semana após a inoculação do patógeno V. parahaemolyticus. 
 

  

Em todos os tratamentos antes da inoculação do víbrio pode-se observar um quantitativo 

de víbrios endógenos oportunistas. Os tratamentos de probióticos desenvolvidos tiveram 

valores aproximados quando comparados ao grupo controle. Com isso, fica evidente a 

eficiência de ambas as cepas, tanto no controle de víbrios totais, quanto aos pós inoculados, 

obtendo uma infecção do víbrio mais branda, quando comparado ao tratamento placebo. 

 Os víbrios totais na água de cultivo foram quantificados, e na primeira coleta não houve 

diferença significativa entre os tratamentos (p<0,05), já na última coleta, os tratamentos com 

probióticos desenvolvidos diferenciaram significativamente (p<0,05) do tratamento placebo 

(Tabela 5).  
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Tabela 5. Valores médios e desvio padrão de víbrios totais na água de cultivo nos tratamentos 

representados em Log10 UFC.g-1, referente ao 14º dia (T1) e no 28º dia (T2). 

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo) 

Controle 1,86a ± 1,26 2,97a ± 0,77 

MBO 1,22a ± 0,80 1,80b ± 0,57 

B21CO 0,74a ± 0,90 1,68b ± 0,81 

MBO + B21CO 1,40a ± 0,87 1,32b ± 0,88 

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferenças significativas (p<0,05). 

MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo. 

T1: primeira coleta 14 dias após a suplementação probiótica; T2: coleta final, uma semana após a inoculação do patógeno V. parahaemolyticus. 

 

 No primeiro tempo (T1) a suplementação probiótica dos tratamentos desenvolvidos não 

foi suficiente estatisticamente para o controle dos víbrios totais, mas quando observamos o 

momento pós inserção do víbrio (T2) nos robalos, os tratamentos de probióticos desenvolvidos 

tiveram eficácia significativa (p<0,05) na redução de víbrios totais quando comparados ao 

tratamento placebo.  

 

Os parâmetros de qualidade de água dos tratamentos mantiveram os níveis médios de: 

amônia (0,12 ± 0,2), nitrito (1,20 ± 0,12), pH (7,61 ± 0,01), salinidade (7 % ± 0,0), temperatura 

(23,10° C ± 0,22) e oxigênio dissolvido (5,3 mg/L-1 ± 0,12). Foram monitorados diariamente e 

permaneceram em valores próximos entre os tratamentos. 

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 Os testes in vitro de antagonismo diante de patógenos, fundamentado na competição por 

nutrientes e na produção de compostos inibitórios, são premissas cruciais para a seleção de uma 

potencial cepa probiótica (GILDBERG et al., 1995; HUYS et al., 2001). Nesse estudo podemos 

observar um antagonismo interessante da cepa B. subtilis diante do V. parahaemolyticus, o 

mesmo obteve um diâmetro expressivo na inibição do patógeno. O gênero Bacillus são 

amplamente relatados na literatura pela sua produção de compostos antimicrobianos que 

incluem peptídeos e antibióticos lipopeptídicos, bacteriocinas e inibidores semelhantes (STEIN, 

2005; ABRIOUEL et al., 2011; SUMI et al., 2015). A gram-negativa E. hormaechei é 

relativamente nova nas pesquisas com suplementação probiótica. Um estudo in vitro liderado 

por Gosh et al., (2011), demonstrou capacidade inibitória frente a Aeromonas hydrophila, 

Vibrio corallilyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio hollisae e Vibrio metschnikovii, e no presente 

estudo, pode-se observar a eficiência na inibição de crescimento do Vibrio parahaemolyticus. 

Diante disso, podemos afirmar que a gram-negativa E. hormaechei tem grande potencial 
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combativo in vitro ao gênero Vibrio, que é um dos principais causadores de enfermidades nos 

empreendimentos aquícolas. 

 Para a seleção de uma cepa bacteriana como potencial probiótico, é fundamental que ela 

sobreviva os trânsitos da alimentação, até atingir o intestino do animal. Partindo desse 

pressuposto, diversos autores selecionam bactérias autóctones para elaboração de possíveis 

probióticos (COSTA et al., 2013; GHANEI-MOTLAGH et al., 2019; KAKTCHAM et al., 

2017; LINH, SAKAI & TAOKA, 2017). Nesse estudo, ambas as cepas tiveram sobrevivência 

superior a 50 % quando testadas nos sais biliares, e o pH ácido não inibiu o crescimento das 

cepas, pelo contrário, tiveram um crescimento exacerbado impossibilitando a contagem. Assim, 

pode-se afirmar que as bactérias têm potencial probiótico, por suportarem as adversidades do 

trato digestório, e dessa maneira, poder atingir o intestino do animal. 

 A autoagregação é uma forma indireta de determinar a capacidade de aderência das 

bactérias (COLLADO, MERILUOTO & SALMINEN, 2008). As bactérias responsáveis pela 

agregação formam um precipitado e, portanto, produzem uma solução superior límpida em 

comparação com as cepas não agregadoras que produzem uma suspensão turva 

(BALAKRISHNA & KUMAR, 2012).  No presente estudo foi observada capacidade positiva 

de autoagregação em todas as cepas analisadas, sendo o período de 2 horas o de maior sucesso 

entre os tempos examinados. A cepa Serratia sp. (MGO e MG), foram as que tiveram melhor 

taxa de autoagregação, de acordo com Clements et al. (2019), o gênero Serratia sp. são uma 

fonte predominantemente inexplorada de metabólitos secundários antimicrobianos, produtora 

de compostos biossurfactantes, esses compostos tem alta capacidade de emulsificação que pode 

ser interessante para o hospedeiro, mas ainda deve ser estudada mais profundamente. 

 Probióticos, muitas vezes referidos como promotores da vida, são os suplementos 

microbianos vivos que melhoram o equilíbrio da flora intestinal e conferem benefícios à saúde, 

melhorando naturalmente o estado geral de saúde do hospedeiro (FULLER 1989; GISMONDO 

et al., 1999; FAO & WHO, 2002). As espécies de Bacillus frequentemente exercem efeitos 

sinérgicos sobre a microbiota intestinal nativa do hospedeiro. Como outras espécies de Bacillus, 

B. subtilis também promove e ajuda a estabelecer outra microbiota benéfica como bactérias de 

ácido láctico (BAL) no trato gastrointestinal do hospedeiro (HOA et al., 2000). Sendo um 

anaeróbio facultativo, ele utiliza o oxigênio livre no intestino do hospedeiro rapidamente, 

favorecendo o crescimento de outras bactérias (HOA et al., 2000; KAUR et al., 2002; DENG 

et al. 2013). Jesus et al. (2016), suplementaram B. subtilis em ração extrusada (45 % PB) para 

juvenis de robalo-peva e após 30 dias observaram que além da colonização de sucesso, o 

número da microbiota em geral (gram-positiva e gram-negativa) foi elevado de forma 
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significativa, esse resultado não pode ser afirmado no primeiro estudo (experimento 1), apesar 

de ocorrer um ligeiro aumento na microbiota total intestinal, a mesma não é significativa entre 

os tratamentos. Segundo Souza et al. (2010), que trabalharam com suplementação probióticas 

de bactérias do ácido lático (Lactococcus sp. e Lactobacillus plantarum) para robalo-peva 

(Centropomus parallelus) observaram que esse aditivo adicionado a alimentação, reduziu 

significativamente o quantitativo de Vibrio spp. no trato intestinal do animal quando 

comparados com o tratamento placebo, isso corrobora com o resultado observado no presente 

estudo. 

 A E. hormaechei é uma espécie gram-negativa pouco relatada como probiótico na 

aquicultura. Os estudos comumente encontrados na literatura, mostram a cepa E. hormaechei 

como patógeno causador de enfermidades em humanos (DING et al., 2021; JIMÉNEZ-

CASTILLO et al., 2021) e resistente a atividades antimicrobianas (KHODOR et al., 2021; 

SEKYERE & RETA, 2021). Nesse estudo a E. hormaechei (MBO) foi capaz de controlar e 

reduzir significativamente o número de víbrios totais no intestino de robalo-peva tanto na 

primeira coleta (T1) quanto na coleta final (T2), e na água de cultivo observou-se uma redução 

significativa apenas na coleta final (T2), quando comparados ao tratamento controle em ambos 

testes. Monowar et al. (2021) afirmam que E. hormaechei é produtora de AgNPs 

(nanopartículas de prata) com atividade antimicrobiana significativa contra B. cereus 

patogênico (ATCC 10876), S. aureus subsp. aureus (ATCC 11632) e C. albicans (ATCC 

10231) em comparação com antibióticos convencionais. 

 O bem-estar e o crescimento de qualquer organismo dependem diretamente de seu 

ambiente (HURA et al., 2018). A condição ótima e o estado físico-químico da água de criação 

é uma preocupação essencial na aquicultura e a maioria das infecções pode ser resultado da má 

qualidade da água (ZOKAEIFAR et al., 2014). Bactérias gram-positivas do gênero Bacillus 

foram correlacionadas não apenas com a melhoria da qualidade de água, mas também com o 

declínio na população de patógeno no ambiente de cultivo, a taxa melhorada de sobrevivência 

e crescimento e as melhores condições de bem-estar dos juvenis de Camarão-tigre-gigante – 

Penaeus monodon – (NGAN & PHU 2011). No presente experimento as cepas estudadas B. 

subtilis e E. hormaechei foram capazes de reduzir o quantitativo de Vibrio spp. no ambiente de 

cultivo, quando comparados ao tratamento controle. Enzimas extracelulares e peptídeos 

antimicrobianos produzidos por espécies de Bacillus não apenas controlam bactérias 

patogênicas, mas também melhoram a qualidade da água de criação (XU et al., 2013; 

NAVINCHANDRAN et al., 2014; NIMRAT et al., 2012; OCHOA-SOLANO & OLMOS-

SOTO, 2006). 
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5 CONCLUSÃO 
 

 Nesse trabalho, foi possível definir que as cepas E. hormaechei, B. subtilis e S. 

marcenses tem grande potencial no antagonismo in vitro frente ao patógeno V. 

parahaemolyticus, bem como, sobreviver as condições do trato gastrointestinal e colonizar o 

intestino de robalo-peva (C. parallelus) em 14 dias para as cepas E. hormaechei e B. subtilis e 

21 dias para a cepa S. marcenses. Todas as cepas são capazes de se autoagregar sendo a S. 

marcenses a com melhor taxa testada nesse experimento. Nos testes in vivo as cepas B. subtilis 

e E. hormaechei foram capazes de reduzir significativamente os Vibrio spp. no intestino e na 

água de cultivo. Sendo assim, para entendimento dos mecanismos de ação das cepas, deve ser 

feito outros estudos com metodologias específicas, a fim de compreender a dinâmica de atuação 

no organismo. 
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