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RESUMO.- Os objetivos deste trabalho foram os de avaliar 
o percentual de sobrevivência, a microbiota instestinal, a 
integridade da mucosa, e a qualidade da carcaça de juvenis 
de Tilápias-do-Nilo, Oreochromis niloticus, após 80 dias de 
alimentação com dieta contendo aditivo probiótico (Bacillus 
cereus 4,0x108 UFCg-1 e Bacillus subtilis 4,0x108 UFCg-1), na 
proporção de 4g/kg de ração peletizada. O delineamento ex-
perimental foi inteiramente casualizado com dois tratamen-
tos, sendo um grupo controle e outro alimentado com dieta 
adicionada de probiótico. Foram realizados os cálculos do 
percentual de sobrevivência relativa, análise da microbiota 
intestinal por cultura microbiológica, análise histomorfo-
métrica da mucosa intestinal e análise químico-bromato-
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lógica da carcaça dos peixes. Os resultados demonstraram 
que as tilápias do grupo tratado apresentaram percentual 
de sobrevivência relativa maior (P<0,05) que o do grupo 
controle e colonização intestinal por B. cereus e B. subtilis 
com maior (P<0,05) número de unidades formadoras de 
colônia em relação ao grupo controle. A análise histomor-
fométrica demonstrou que o grupo alimentado com aditivo 
probiótico apresentou vilosidades mais altas e mais largas, 
além de maior número de células caliciformes que o obser-
vado no grupo controle (P<0,05). Em relação à qualidade 
de carcaça os resultados demonstraram que houve interfe-
rência positiva (P<0,05) do probiótico no grupo tratado em 
relação ao controle quanto aos teores de proteína e extrato 
etéreo. Estes resultados permitem inferir que a suplemen-
tação com probiótico, como testado neste estudo, induziu a 
colonização intestinal por bactérias benéficas e promoveu 
maior percentual de sobrevivência relativa, diminuiu a des-
camação da mucosa, e favoreceu o aumento do número de 
células caliciformes.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Tilápias-do-Nilo, Oerochromis niloticus, 
probióticos, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, morfometria intesti-
nal.

INTRODUÇÃO
Os probióticos são suplementos alimentares à base de mi-
crorganismos vivos capazes de colonizar, estabelecer-se 
e multiplicar-se no intestino do hospedeiro e promover o 
equilíbrio da microbiota com benefícios para o hospedeiro. 
Estes benefícios são decorrentes da inibição da prolifera-
ção de agentes prejudiciais ao epitélio de revestimento da 
mucosa intestinal e há evidências da melhora no desempe-
nho zootécnico graças à melhor digestibilidade e absorção 
de nutrientes (Nayak 2010a,b). Programas de profilaxia 
baseados na utilização de imunógenos e/ou probióticos 
permitem a obtenção de peixes com melhor qualidade 
sanitária devido a melhora da qualidade imunomodula-
dora (Geovanny et al.  2007, Merrifield et al. 2010c, Nayak 
2010a, 2010b, Dimitroglou et al. 2011).

Os microrganismos probióticos utilizados em piscicul-
tura pertencem aos gêneros Saccharomyces, Clostridium, 
Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Shewanella, Leuco-
nostoc, Lactococcus, Carnobacterium, Aeromonas e outros 
(De Rodriganez et al. 2009, Kim et al. 2010, Nayak 2010a). 
Microrganismos como Lactococcus (Hagi et al. 2004, Sugita 
et al. 2009), Bacillus sp. (Kumar et al. 2006, 2008), Lacto-
bacillus (Ramakrishnan et al. 2008) e Saccharomyces ce-
revisiae (Pal et al. 2007, Ramakrishnan et al. 2008) foram 
utilizados como probióticos na ração de carpas, e não se 
mostraram patogênicos ou tóxicos e puderam se estabele-
cer, se multiplicar e colonizar o epitélio de revestimento do 
intestino do hospedeiro (Ramakrishnan et al. 2008).

O gênero Bacillus é utilizado como aditivo alimentar na 
aquicultura por sua resistência à altas temperatura e pressão 
(Rengpipat et al. 2000, Ochoa-Solano & Olmos-Soto 2006), 
com benefícios para o desempenho produtivo, sobrevivência, 
imunidade, resistência a doenças, (Gatesoupe 1999, Gomez-
-Gil et al. 2000, El-Dakar et al. 2007, Nayak et al. 2007), con-
versão alimentar, a taxa de eficiência proteica (Onchorhyn-

chus mykiss) (Bagheri et al. 2008, Merrifield et al. 2010a). 
Além disso, contribui para a melhora da qualidade da água 
como biorremediação (Kennedy et al. 1998, Moriarty 1998).

Outros autores demonstraram efeitos positivos usando 
uma ou duas cepas probióticas e descrevem os efeitos be-
néficos na piscicultura e carcinicultura (Lara-Flores et al. 
2003, Ziaei-Nejad et al. 2006).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do 
probiótico constituído por Bacillus cereus e Bacillus subtilis 
sobre o percentual de sobrevivência, microbiota intestinal, 
integridade da mucosa e composição químico-bromatoló-
gica da carcaça de juvenis de Tilápias-do-Nilo mantidas em 
condições laboratoriais.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados 114 juvenis de Tilápias-do-Nilo (Oreochromis ni-
loticus) (100±8,2), distribuídos ao acaso em seis tanques de 250 L 
cada (n=19), abastecidos com água corrente livre de cloro, vazão 
1L/min., alimentados com ração comercial durante 10 dias para 
aclimatação e posteriormente, durante 80 dias, com ração formu-
lada de acordo com NRC (1993) e expressa no Quadro 1.

Os peixes foram distribuídos em três grupos, o primeiro ali-
mentado com dieta contendo o aditivo probiótico (Bacillus cereus 
4,0x108 UFCg-1 e Bacillus subtilis 4,0x108 UFCg-1) misturado à 
ração na proporção de 4g/kg foi formado por 76 exemplares (38 
para histomorfometria e 38 para exames microbiológicos) e 38 
constituíram o grupo controle.

A qualidade da água foi determinada semanalmente durante o 
período experimental e apresentaram valores médios e desvios-
-padrão (temperatura = 30,20±0,8°C, pH = 7,96±0,28, oxigênio dis- 
solvido = 7,96±2,48mgL-1) dentro das recomendações (Sibaúba-
-Tavares 1995). O sifonamento do fundo dos aquários e a renova-
ção de água impediram o acúmulo de matéria orgânica.

Percentual de sobrevivência relativa
A eficiência da alimentação com o aditivo probiótico foi avalia-

da com base no percentual de sobrevivência relativa (PSR), adap-
tada de Amend (1981):

PSR: [1-(%mortalidade no grupo suplementado/% mortalidade gru-
po controle)] x 100

Quadro 1. Composição porcentual e químico bormatológica 
das dietas utilizadas

	 Ingrediente 	 %	 Composição calculada

	 Peixe, farinha	 25,30	 Energia Bruta Kcal/Kg	 4178,50
	 soja-45%PB, Farelo	 17,00	 Matéria seca (%)	 90,15
	 Milho	 28,25	 Proteína Bruta (%)	 26,46
	 Trigo, farelo	 22,00	 Extrato Etéreo (%)	 6,12
	 Arroz, quirera	 4,00	 Fibra Bruta (%)	 4,06
	 Óleo de soja degomado	 2,00	 Cinzas (%)	 7,79
	 BHT, antioxidante	 0,02	 Ca (%)	 1,85
	 Fosfato bicálcio	 0,30	 P (%)	 0,91
	 Calcário	 0,50
	 Premix	 0,50
	 Vitamina C	 0,03
	 Antifúngico (Filax)	 0,10

*Complexo mineral e vitamínico: Ca (max) 1,8%; P(min)0,6%;Cu 15mg/
kg I 7,5mg/kg; Fe 150 mg/kg; Mn 105mg/kg; Se 0,22mg/kg; Zn 225mg/
kg; ácido fólico 1,5mg/kg; ácido pantotênico 30mg/kg; BHT 125mg/kg; 
colina 225mg/kg; vit.A 4500 UI/kg; Vit.B1 30mg/kg; vit.B2 12 mg/kg; 
vit.B6 4,5 mg/kg; vit.C 300mg/kg; vit.D3 4500 UI/kg; vit.E 250 UI/kg; 
vit.K 9mg/kg; niacina 150 Mg/kg; biotina 0,15mg/kg
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Análise da microbiota intestinal das tilápias
Para análise microbiológica da flora intestinal os peixes sofre-

ram eutanásia por anestesia profunda em solução de benzocaína 
(1:500 v/v) e após assepsia local com álcool 70% G.L., foi coleta-
do o intestino na sua totalidade e transferido para placa de Petri 
esterilizada. A seguir o intestino foi pesado em balança analítica e 
acondicionado em tubos de ensaio. Após a pesagem foi macerado 
em tubos de ensaio previamente esterilizados, diluídos em series 
de 10-2, 10-3 e 10-4, homogeneizados em Vortex (Ishikawa 1998). 
Seguiu-se a semeadura em duplicata, em placas de Petri contendo 
meio de cultura TSA (ágar tripticaseina de soja) (Irianto & Austin 
2002). As placas foram incubadas em estufa a 30°C, durante 72 
horas, para posterior contagem das colônias em contador de colô-
nias e identificadas de acordo com suas características de cresci-
mento e análise pelo método de Gram.

Análise histomorfométrica das vilosidades intestinais
Para coleta do intestino os peixes (n=7), foram submetidos 

à eutanásia por anestesia profunda com benzocaína (1:500 v/v) 
e foi retirado um segmento de 3,0cm, distante 3,0 cm do piloro. 
Após a remoção o segmento foi seccionado no sentido longitudi-
nal e as extremidades presas à uma base de cartolina retangular, 
de modo a manter as vilosidades expostas. Cada fragmento de in-
testino foi colocado em frasco com solução de Bouin, onde foram 
fixados durante 12 horas. A conservação posterior foi feita em ál-
cool 70° até o momento do processamento histológico de rotina. 
Os intestinos foram cortados em secções de 0,5cm e preparados 
segundo a técnica usual de hitotecnologia para obtenção de cor-
tes em parafina com 3 μm de espessura que foram corados com 
hematoxilina-eosina (HE).

A obtenção das medidas de altura e altura total das vilosida-
des (Fig.1) corresponderam à distância do ápice das vilosidades 
até o início da camada muscular e do ápice das vilosidades até o 
término da serosa, respectivamente; a largura das vilosidades e a 
espessura do seu epitélio também foram medidas.

Estes procedimentos foram realizados em microscopia de 
luz AX10 Zeiss, câmera AxioCam MRC, com auxílio do “software” 
Scope A1. As fotos foram registradas com uso da câmera Olympus 
DP72.

Análises químico-bromatológicas
Para as análises da composição químico-bromatológica da 

carcaça foram moídos integralmente 10 peixes do grupo que re-

cebeu ração com aditivo probiótico e 10 peixes do grupo controle 
utilizando-se moedor de carne, até obter-se uma polpa homogê-
nea. Esta polpa foi seca em estufa a 55°C, por 48 horas e moídas 
em moinho bola. A análise da composição química bromatológica 
das amostras de carcaça foram realizadas pela metodologia des-
crita por Silva & Queiroz (2002).

Análise estatística
Os resultados foram submetidos à análise de variância ANOVA 

e quando significativas às diferenças foram comparadas pelo teste 
de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade (Snedecor & Cochran, 
1974).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados demonstraram que o percentual de sobre-
vivência relativa dos peixes foi maior (89,47%) nos peixes 
alimentados com o aditivo probiótico (P<0,05) em relação 
ao grupo controle (76,61%).

O Quadro 2 expressa a contagem do número de colônias 
de bactérias oriundas do conteúdo intestinal cultivadas em 
ágar tripticaseína de soja (TSA). As bactérias probióticas 
só apresentam efeitos biológicos no ambiente intestinal, 
quando atingido um número mínimo de unidades forma-
doras de colônias (UFC) (Oksanen et al. 1990).

Fig.1. Parede intestinal de tilápia-do-Nilo. Nela podem ser obser-
vadas: (a) altura total das vilosidades; (b) altura das vilosida-
des; (c) largura das vilosidades; (d) espessura do epitélio das 
vilosidades. Hematoxilina, obj.10x.

Quadro 2. Resultados da análise da microbiota 
intestinal de Tilápias-do-Nilo alimentadas com  

ração com ou sem aditivo probiótico pela  
contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC) de Bacillus cereus e Bacillus subtilis

	 Tratamento	 Trato Intestinal

	 Grupo controle	 7.094A

	 Grupo tratado	 9.698B

	 Valor de F	 5.03
	 CV*	 29.35

Letras diferentes diferem-se entre si pelo teste de Tukey 
(P<0,05) *Coeficiente de variação.

Os peixes que receberam dieta com aditivo probióti-
co apresentaram colonização intestinal por B. cereus e B. 
subtillis (P>0,05) e o número de unidades formadoras de 
colônia foi superior (P<0,05) quando comparado ao grupo 
controle. Estes dados corroboram os encontrados em pós-
-larvas de Tilápias-do-Nilo, alimentadas com ração conten-
do cinco e 10g de probiótico kg-1, contendo Bacillus subtilis 
(1.15x104 e 4.74x105 UFC) (Tachibana et al. 2011).

O efeito do probiótico sobre o hospedeiro parece es-
tar relacionado ao tempo de alimentação. Carnevali et al. 
(2004) observaram que, durante os primeiros 35 dias de 
criação de larvas de sea bream (Brama australis), tanto as 
bactérias anaeróbicas quanto as aeróbicas intestinais não 
haviam sofrido modificações com a inclusão dos Lactoba-
cillus spp. Esses autores mostraram alterações significati-
vas da microbiota após o 66º dia de suplementação.

Os microrganismos aptos a colonizar o intestino, como 
os contidos nos probióticos, devem se adaptar à especifici-
dade física, química e biótica do ambiente intestinal, e re-
sistir às ações da bile, enzimas digestivas, sistema imune do 
hospedeiro, anaerobiose e variações do pH. O sucesso da 
colonização também envolve a competição com outras bac-
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térias por sítios de ligação, nutrientes e resistência a toxi-
nas produzidas por outras bactérias (Makridis et al. 2000, 
Ouwehand et al. 2002, Vaughan et al. 2002).

Vários autores apontaram o efeito benéfico de probi-
óticos por inibir o desenvolvimento de microrganismos 
prejudiciais, geralmente utilizando a inoculação artificial 
de patógenos específicos (Gram et al. 1999, Verschuere et 
al. 2000, Nikoskelainem et al. 2001). De acordo com Abidi 
(2003), os probióticos agem sobre os outros componentes 
da microbiota por exclusão competitiva. Entretanto, a ade-
são e a colonização do trato gastrointestinal só podem ser 

confirmadas com o auxílio da microscopia eletrônica de 
varredura (Ringo et al. 2003).

O efeito benéfico do probiótico reduz a colonização por 
bactérias prejudiciais à mucosa, por inibir sua aderência ao 
enterócito, por meio da ligação com o glicocálix. Esta liga-
ção promove a exclusão competitiva de bactérias indesejá-
veis por meio da aderência aos sítios de ligação dos ente-
rócitos (glicocálix), nos diferentes segmentos do intestino 
(Furlan 2005).

A análise histomorfométrica do intestino (Quadro 3) 
mostrou que a altura, altura total e largura das vilosidades 
e da espessura do epitélio da mucosa apresentaram valores 
significativamente maiores (P<0,05) nos peixes alimenta-
dos com ração contendo o probiótico se comparado ao ob-
servado nos peixes controle.

Como se observa, os peixes alimentados com ração 
contendo o probiótico mostraram diferenças significativas 
quanto à constituição estrutural do epitélio das vilosidades 
da mucosa, quando comparado ao observado nos peixes 
do tratamento controle Fig.2. A integridade da mucosa in-
testinal medida pela técnica ora utilizada está relacionada 
com a renovação celular do epitélio, que indicou aumento 
do número de suas células epiteliais e caliciformes. Então 
a diferença observada mostra que o probiótico favoreceu 
a renovação do epitélio intestinal corroborando os resul-
tados de Medri et al. (1999), para a mesma especie, porém, 
alimentadas com ração suplementada com levedura alco-
oleira.

A contagem do número de células caliciformes (Quadro 
4) apresentou diferença significativa (P<0,05) entre os tra-
tamentos. Nos peixes que receberam o probiótico o núme-
ro de células caliciformes (Fig.3) foi maior que o observado 
no grupo controle e, junto com as células epiteliais, é pro-
porcional à altura das vilosidades intestinais.

O aumento da população de células caliciformes da mu-
cosa no intestinal de peixes está relacionado com a boa qua-
lidade do microambiente local. As células caliciformes proli-
feram-se para aumentar a produção de muco quando ocorre 
a agressão por agentes patogênicos (Schwarz et al. 2010). 
Então a adição de probióticos à ração favorece o aumento 
do número de células caliciformes e pode contribuir para a 
defesa contra a ação de bactérias prejudiciais à mucosa.

A camada de muco constituído por glicoproteínas inso-
lúveis em água secretada pelas células caliciformes tem pa-
pel importante na proteção contra infecções, pois impede o 
contato de microrganismos com as células epiteliais e tem 
efeito bactericida devido à presença de lisozima e ácidos 
graxos de baixo peso molecular (Noga 1995).

As alterações verificadas no grupo alimentado com ra-
ção suplementada mostraram caráter benéfico sobre as 

Quadro 3. Média ± desvio padrão dos valores observados 
quanto à altura, altura total e largura das vilosidades e  

espessura do epittélio (µm) da mucosa da porção média  
do intestino de juvenis de Tilápias-do-Nilo após  

90 dias de alimentação

	 Parâmetros	 Tratamento
		  Grupo Controle	 Grupo Tratado

	 Altura Total dos Vilos	 130,4+22A	 154,2+34,3B

	 Altura dos Vilos	 110,5+20A	 130,7+27,8B

	 Largura dos Vilos	 30,6+4,1A	 40,9+9,1B

	 Espessura do Epitélio dos Vilos	 17,7+13	 17+2,1

Valores seguidos de letras diferentes diferem-se entre si pelo teste de 
Tukey (P<0,05).

Fig.2. Parede intestinal mostrando a camada epitelial das vilosi-
dades da porção média do intestino de juvenis de Tilápias-do-
-Nilo. (A) Tratamento controle. (B) Tratamento com aditivo 
probiótico. Hematoxilina, obj.20x.

Quadro 4. Média ± desvio padrão do número de células do 
epitélio da mucosa inetestinal da porção média do intestino 

de juvenis de Tilápias-do-Nilo após 80 dias

	 Parâmetros	 Tratamento
		  Grupo controle	 Grupa Tratado

	 Nº Células caliciformes	 220,62+18,55A	 521,88+45,72B

	 Nº de Vilos	 6,41+0,562A	 5,37+0,798B

Letras diferentes diferem-se entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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relações morfométricas do epitélio mucoso, que podem 
favorecer o aumento da área de absorção assim como sua 
defesa pelo maior número de células caliciformes produto-
ras de muco dotado de substâncias anti-bacterianas (Noga 
1995).

Segundo Radecki & Yokoyama (1991) os probióticos 
adicionados à dieta estimulam o crescimento e a estabi-
lidade de populações bacterianas que, ao fermentá-las, 
produzem ácidos orgânicos que reduzem o pH lumenal e 
inibem a proliferação de bactérias nocivas ao epitélio pois 
são produtoras de sulfido, amônia e toxinas feólicas, que 
contribuem para a redução do processo descamativo.

A adição de probiótico contendo Lactobacillus delbrue-
ckii e bactérias ácido lácticas à dieta de salmonídeos de-
monstrou a interação entre estas bactérias e a microflora 
intestinal do hospedeiro produzindo efeitos benéficos so-
bre a morfologia da mucosa intestinal e a absorção de nu-
trientes que favorecem a saúde e a performance dos peixes 
(Salinas et al. 2008, Sweeteman et al. 2008, Merrifield et al. 
2010a, Ringo et al. 2010).

Neste trabalho B. cereus e B. subtillis adicionados à dieta 
dos peixes, provavelmente foram incorporados à microbio-
ta intestinal e competiram de modo efetivo com bactérias 
prejudiciais à mucosa. Como resultado houve influência 
positiva na altura e largura dos vilos, assim como na espes-
sura das células epiteliais de revestimento da mucosa, e no 
aumento do número de células caliciformes. As diferenças 
entre os valores da morfometria sugerem o grau de eficiên-
cia do probiótico.

Os resultados deste trabalho demonstraram que os va-
lores da composição corporal dos peixes que receberam 
dieta suplementada com probiótico apresentaram diferen-
ça significativa (P<0,05) entre os teores de proteína bru-
ta e extrato etéreo conforme expresso no Quadro 5, com 
maior teor protéico e menor teor de gordura na carcaça O 
grupo de peixes alimentado com ração contendo probióti-
co apresentou melhor aproveitamento da proteína e, maior 
porcentagem desse nutriente na carcaça. O inverso acon-
teceu com o teor de gordura. Portanto, neste estudo, o uso 
de Bacillus cereus e Bacillus subtillis, em dietas para juvenis 

de tilápia, foi satisfatório também neste aspecto na medida 
em que sugere a possibilidade de aumento da deposição de 
proteína na carcaça e diminuição do teor de gordura com 
a suplementação alimentar com o probiótico testado. Re-
sultados semelhantes foram observados por Fujimoto et al. 
(2007) em que Piaractus mesopotamicus alimentados com 
ração suplementada com cromo trivalente apresentaram 
aumentos significativos na eficiência de retenção de pro-
teína bruta e na porcentagem de proteína bruta na carcaça, 
diminuição de eficiência de retenção de gordura e menores 
valores de porcentagem de gordura.

O efeito benéfico da adição de probióticos na dieta re-
side na maior integridade da mucosa intestinal que por 
aumentar sua área de absorção aumenta a retenção de 
nutrientes que por sua vez conduzem a melhor condição 
homeostática dos peixes com melhora do percentual de 
sobrevivência relativa. Este resultado pode ser atribuído 
à ação inibitória das bactérias do probiótico sobre a mul-
tiplicação de bactérias prejudiciais à mucosa intestinal, de 
modo a favorecer sua integridade, com melhora para a di-
gestibilidade e absorção de nutrientes e condicionar me-
lhor equilíbrio orgânico para os peixes.

CONCLUSÃO
Os resultados permitem sugerir que a dieta adicionada de 
probiótico (Bacillus cereus 4,0x108 UFCg-1 e Bacillus subti-
lis 4,0x108 UFCg-1) para as Tilápias-do-Nilo, nas condições 
testadas interferiu significativamente no percentual de so-
brevivência relativa; induziu o aumento da altura, altura 
total e largura das vilosidades, assim como na espessura 

Fig.3. Parede intestinal mostrando a camada epitelial das vilosidades da porção média do intestino de juvenis de Tilápias-do-Nilo, mos-
trando as células caliciformes. (A) Tratamento com aditivo probiótico. (B) Tratamento controle. Células caliciformes (setas). PAS, 
obj.20x.

Quadro 5. Valores médios e desvio padrão da análise  
da composição químico bromatológica da carcaça  
de Tilápias-do-Nilo alimentadas com ração com ou  

sem aditivo PAS-TR®

		  % MS	 % Cinza*	 % PB*	 % EE*

	 Grupo de Controle	 37,56+0,19A	 18,8+0,52A	 49+0A	 30,87+0,01A

	 Grupo Tratado	 30,42+0,01A	 16+0,21A	 54+0,6A	 27,32+0,3A

Valores seguidos de letras diferentes diferem-se entre se pelo teste Tukey 
(P<0,05) *Base na matéria seca.
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das células epiteliais de revestimento e número de células 
caliciformes da mucosa intestinal; interferiu positivamente 
quanto aos teores de proteína e extrato etéreo das carcaças 
dos peixes tratados.
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