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ADITIVOS PARA ALIMENTACION DE ANIMALES ACUATICOS QUE CONTIENEN
PROBIOTICOS.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén divulga aditivos para la alimentacion de animales acuaticos,
aditivos que contienen al menos un probidtico que, ademas, puede ir acompanado de al
menos una sal de un acido organico. Dichos aditivos son utilizados como promotores o
estimulantes del crecimiento y mejoradores del estado sanitario del animal. Por tanto, la
presente invencion se engloba dentro del campo de la acuicultura y mas especificamente

dentro de la produccion, alimentacién y salud animal.

ESTADO DE LA TECNICA

La acuicultura ha tenido en los ultimos afos adelantos significativos en la produccion de
una amplia variedad de organismos acuaticos tanto de consumo humano como de
especies de ornamentacién. Debido a las condiciones de cria, como por ejemplo las altas
densidades de animales y a las variaciones en la calidad del agua, los organismos estan
sujetos a un estrés constante que se traduce en una elevada tasa de mortalidad, asi
como en bajas tasas de crecimiento y de eficiencia alimenticia, ademas de incrementarse
la presencia e incidencia de enfermedades ocasionadas por patdgenos oportunistas. La
necesidad de una acuicultura sostenible y rentable ha impulsado la busqueda de
soluciones aceptables para optimizar la produccion de una manera natural y respetuosa

con el medio ambiente.

Para sobrellevar estos problemas se han utilizado suplementos y/o aditivos alimenticios
que evitan la aparicion de enfermedades y que ademas operan como promotores del
crecimiento. Entre dichos suplementos se encuentran las hormonas, los antibiéticos y
algunas sales. Sin embargo, su uso inapropiado puede presentar efectos adversos en el
animal o en el consumidor final, asi como dar lugar a resistencia cruzada en los animales
de cria, frente a bacterias patégenas, produciendo desequilibrios ambientales y pérdidas
econdmicas de las explotaciones acuicolas. Por lo tanto, la tendencia en la actualidad en
acuicultura, es la busqueda de una dieta que no solo cubra las necesidades alimenticias
de los animales, sino que ademas refuerce su estado inmunolégico y sanitario, en
general y reduzca los problemas patologicos sin utilizar medicamentos, para asi

conseguir mejorar su produccidn, evitar problemas con la seguridad de los alimentos
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obtenidos a partir de los animales de cria e incrementar los rendimientos econémicos de
las explotaciones. Para la consecucién de estos objetivos, una de las vias de obtencién
ha sido el control de la flora intestinal de los animales de cria, utilizandose para ello los
probidticos (Robertson, P.AW. et al. Aquaculture 2000; 185:; 235-243; Verschuere, L., G.
et al. Microbiological Molecular 2000; 84: 655-671; Guilian, M. et al., Aguaculture 2004;
233 1-14; Balcazar, J.L. et al. Veferinary Microbiclogy 2008, 114: 173-186, Gatesoups,
F.J. Journal of Molecular Microbiological Biotechnology. 2008;14: 107-114) que pueden
definirse como microorganismos viables que administrados en la dieta promueven el
bienestar de los organismos de cria por medio de la estimulacién del sistema inmune, asi
como del establecimiento del balance microbiano intestinal en dichos animales de cria,
mediante la exclusién de microorganismos potencialmente patdgenos (Irianto, A. y B.
Journal of Fish Diseases 2002; 25 333-342, Inanto, A. v B. Austin. Journal! of Fish

Diseases 2003; 26: 58-82; Lara-Flores, M., et al. Aguaculiure 2003; 216: 183-201)).

El uso de probidticos en la produccion animal es una forma eficaz de control de la
microflora intestinal de los animales de cria y ha demostrado ser, tanto un buen sustituto
como un buen complemento, a los antibiéticos promotores del crecimiento. Los
probidticos son ampliamente utilizados en la cria de cerdos y aves, pero poco se ha

hecho para incorporarlos en la acuicultura.

En este sentido, los animales acuaticos difieren de los animales terrestres en el nivel de
interaccion entre la microbiota intestinal y el ambiente que los rodea. Las bacterias
presentes en el ambiente acuatico influyen en la composicion de la microflora del
intestino de los animales acuaticos y viceversa. La composicién de la comunidad
bacteriana del tracto intestinal de los animales acuaticos es diferente a lo que se
encuentra en los animales terrestres. En el ambiente marino predominan las bacterias
Gram negativas y en menor proporcién las Gram positivas; estas usualmente constituyen
la mayoria de las bacterias que normalmente se presentan en la microflora asociada a los
camarones silvestres y de cultivo. La gran mayoria de los microbios presentes en el
ambiente marino (bacterias, virus, hongos o parasitos) son inocuos o son controlados
exitosamente por los mecanismos internos de defensa de los organismos en cultivo. Las
etapas tempranas del ciclo de vida de los organismos acuaticos suelen ser mas
susceptibles a los ataques de dichos agentes, sobre todo cuando se llevan cultivos
larvarios en forma intensiva, que por efecto del estrés provocado por las altas
densidades, reduce el potencial de defensa de los organismos. La ruptura del equilibrio

dinamico de la flora intestinal es provocada por el estrés que se genera por las
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condiciones intensivas de la produccién animal, mencionadas previamente. Cuando
descienden las concentraciones de bacterias beneficiosas, aparece la oportunidad para
las bacterias menos deseables 6 para que los patdgenos potenciales se instalen y se

multipliquen.

Existen diferentes especies bacterianas utilizadas como probidticos en acuicultura
destacando, sobre todo, las bacterias acidolacticas, preferentemente pertenecientes al
género Lactobacillus (Nikoskelainen, S.A. et al. Fish Selffish Immunology 2003, 15 443-
452; Balcazar, J.L. et al. Brtish Journal of Nutiition 2007, 7. 522-527, Gatesoupe, F.J.
Journal of Molecular Microbioiogical Biotechnology. 2008; 14: 107-114). Bacterias de
dicho género forman parte de la flora microbiana natural que se encuentran
acompanando a los camarones en todos sus estadios de vida y parte de dichas bacterias
presentan potencial para usarse como probioticos en la acuacultura. Sin embargo, debido
a que esta practica aun es reciente en la acuicultura, son pocas las especies de
microorganismos que se usan, por lo que en la actualidad es necesario continuar
seleccionando cepas con caracteristicas probidticas. Ademas, puede ser beneficioso para
complementar el sistema inmune, particularmente en el tracto gastrointestinal de los
animales acuaticos, utilizar, en combinacién con los probiéticos, otros ingredientes o
aditivos que potencien el beneficio de dichos probidticos en la salud y produccion en

acuicultura.

Mientras que los probidticos son utiles para la promocién de la salud de un animal, a
menudo son dificiles de almacenar, manejar y administrar a dichos animales, mas cuando
dicha administracién se realiza disolviendo el aditivo, junto con el alimento habitual de los
animales, en el medio acuatico. En este sentido, la formulacién de alimentos no solo tiene
que completar los requerimientos de los animales, debe también producir un alimento
muy estable en el agua porque los animales acuaticos se alimentan lentay
continuamente. Especificamente, el camarén detecta el alimento a distancia por
quimiorecepcién, por lo que dicho alimento debe ser ademas atractante (que atraiga al
animal) y palatable (que le guste el sabor), debiéndose ademas presentar una formay
composicion uniforme. En este sentido, el uso de sustancias atractantes permite que los
alimentos sean localizados y consumidos mas rapido por los animales. Estos compuestos
son moléculas muy solubles en agua y son de bajo peso molecular; como: aminoacidos,
compuestos cuaternarios de amonio, trimetilamina, betaina (trimetilglicina), nucleétidos,

aminas biogénicas y acidos organicos. De manera comercial se encuentran disponibles
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en el mercado harinas solubles y aceites de pescado, moluscos 6 crustaceos; que

funcionan como excelentes atractantes.

Existe, por tanto, una necesidad de nuevos aditivos para la alimentacion de animales
acuaticos, que contengan probidticos capaces de reforzar el sistema inmune evitando asi
la invasion por patdgenos oportunistas y dando lugar a un incremento en la longevidad de
los animales criados en cautividad mediante técnicas de acuicultura. Otro de los
objetivos, de los aditivos incorporados en la dieta de los animales acuaticos es conseguir
un mayor aprovechamiento del alimento y una actividad incrementada de las enzimas
digestivas que se traduzca en un incremento en el crecimiento de los animales de criay

por consiguiente redunde en los beneficios econdmicos para las explotaciones acuicolas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Breve descripcién de la invencién

La presente invencién describe un nuevo aditivo alimenticio para animales acuaticos que
comprende al menos dos cepas bacterianas, preferentemente en forma de espora,
pertenecientes al género Bacillus y que se selecciona de entre Bacillus amyloliquefaciens

y Bacillus cereus.

La cepa bacteriana Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 es una cepa bacteriana
aislada por NOREL S.A., Espafa depositada el 25 de Abril del 2001 en la Coleccion
Espanola de Cultivos tipo sita en el Parque Cientifico de la Universidad de Valencia. Calle
Catedratico Agustin Escardino, 9 de Paterna (Valencia) y, que se comercializa como el
probiético ECOBIOL.

El ECOBIOL es un probidtico en forma de esporas resistentes capaces de sobrevivir
incluso al proceso de granulacidén y/o peletizacion del pienso. Una vez en el animal,
donde la bacteria encuentra un medio adecuado para su desarrollo en términos de
nutrientes temperatura y humedad, las esporas que componen el ECOBIOL germinan,
pasando entonces la bacteria a producir todos los efectos beneficiosos para el animal.
Dicho probiético se caracteriza ademas porque presenta un mejor ratio de reproduccién
en comparacion a otras esporas de Bacillus spp y ademas, es capaz de liberar

compuestos quimicos que tienen un efecto inhibidor en la poblacién patdgena.



10

15

20

25

30

35

WO 2014/020226 PCT/ES2013/070573

La cepa bacteriana Bacillus cereus CECT 953 es una cepa bacteriana aislada por
NOREL S.A., Espafa depositada el 25 de Octubre de 1988 en la Coleccién Espanola de
Cultivos tipo sita en el Parque Cientifico de la Universidad de Valencia. Calle Catedratico
Agustin Escardino, 9 de Paterna (Valencia) y, que se comercializa como el probiético
ESPORAFEED.

El ESPORAFEED es un probibtico en forma de esporas resistentes capaces de sobrevivir
incluso al proceso de granulacién de los piensos para alimentaciéon animal. Dicho
probidtico se caracteriza por resistir altas temperaturas de granulacion, asi como agentes
fisicos y acidificantes. Ademas, ESPORAFEED produce enzimas que mejoran la
digestibilidad de la dieta.

Los aditivos descritos en la presente invencién se adicionan a la dieta de los animales
acuaticos, preferentemente en aquéllos animales de cria mediante acuicultura y que se
seleccionan, entre otros, de entre cualquiera de la siguiente lista: crustaceos, moluscos,

tilapia, dorada, lubina y salménidos.

El aditivo de la invencién actua como promotor natural del crecimiento, al mostrar una
mejora en el factor de conversién del alimento, un incremento en el crecimiento de los
animales y en la biomasa, asi como un incremento en la supervivencia de los animales a

los que se les administra dicho aditivo frente a los animales alimentados sin el aditivo.

El aditivo de la invencién puede contener ademas otros ingredientes capaces de reforzar
el sistema inmune y mejorar la digestibilidad del alimento dando lugar a un aumento en la
accién de los probidticos. Entre dichos ingredientes se encuentran las sales de los acidos

organicos, siendo preferida la sal sodica del acido butirico.

Los acidos organicos de cadena corta son capaces de reducir el pH a nivel intestinal lo
que limita el desarrollo de patogenos y ayuda en la digestion de proteinas y, por otro lado,
presentan habilidad para entrar en las bacterias, especificamente en aquéllas patdgenas
y bloquear su metabolismo. Su accion bactericida se ejerce preferentemente entre los
géneros. Escherichia, Campylobacter, Clostridium y Salmonella, entre otros. En la
presente invencion se utiliza el producto de Norel S.A. Espafia comercializado con el
nombre de GUSTOR BP-70, a partir de aqui y, a lo largo de toda la invencion lo

llamaremos BP-70.
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El BP-70 esta formado por la sal sodica del acido butirico protegida, frente a una
digestién temprana, con una matriz de grasas vegetales, que protegen solo una parte del
ingrediente activo y permiten la liberacién lenta del producto, asegurando asi su accion
potenciadora del crecimiento y bactericida en todo el tracto digestivo del animal. Esta
proteccidon parcial asegura que una parte del butirato llegue a las partes mas lejanas del
tracto digestivo de los animales, ejerciendo asi su accién. Por una parte, el butirato
sbdico desprotegido ejercera su accidn en las partes del tracto digestivo mas proximas.
Por oftra, el butirato sodico protegido, va a ejercer su acciéon en las partes del tracto
digestivo mas distales, una vez la capa protectora que impide su accién, se haya

hidrolizado a lo largo del proceso digestivo.

Los aditivos descritos en la presente invencion favorecen ademas la actividad especifica
de las enzimas digestivas, preferentemente de las lipasas, proteasas, amilasas y
quimiotripsinas, asi como el factor de conversion alimenticia, lo que da lugar a un mayor

aprovechamiento del alimento y en consecuencia a una mayor biomasa de los animales.

Las concentraciones de cada uno de los ingredientes que compren los aditivos de la
invencién, se incorporan en cantidades suficientes para conseguir las propiedades
beneficiosas de los mismos, tales como mejorar el factor de conversion alimenticia, un
mejor aprovechamiento del alimento, un incremento en su biomasa y un incremento en la

longevidad de los individuos.

Otro objeto descrito en la presente invencidn se refiere al uso de los aditivos de la
invencién como promotores del crecimiento de los animales acuaticos, asi como promotor
de la salud y el bienestar de los mismos, al dotar los aditivos de la invencién a los
animales alimentados con los mismos de un sistema inmune reforzado. En este sentido,
el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV, white spot syndrome virus, en sus
siglas en inglés) es el principal patdogeno del camardn y los brotes matan en pocos dias a
la totalidad de las poblaciones de camarones, siendo por lo tanto el responsable de
grandes pérdidas de produccion/ganancias en esta industria a nivel mundial. Ademas de
infectar a los camarones, el virus tiene una amplia gama de huéspedes, como por
ejemplo, crustaceos como cangrejos, langostas espinosas, cangrejos de rio, etc. que
pueden ser infectados con gravedad variable dependiendo de la etapa vital del crustaceo
y de la presencia de factores estresantes externos (temperatura, salinidad, enfermedades
bacterianas, contaminantes, etc). Los signos clinicos de la “mancha blanca” incluyen una

subita reduccion del consumo de alimentos, letargo, pérdida de cuticula, decoloracion y la
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presencia de manchas blancas de 0,5 a 2,0 mm de diametro en la superficie interior del
caparazoén, apéndices y sobre la cuticula de los segmentos abdominales. Hasta ahora no
existe ningun tratamiento efectivo para controlar la infeccion provocada por dicho virus,
pero los animales acuaticos alimentados con los diferentes aditivos descritos aqui, al
tener reforzado su sistema inmune gracias a los aditivos de la invencion, no muestran
signos de la enfermedad, por lo tanto, los aditivos de la invencidon son capaces de

prevenir la infeccion por el virus de la mancha blanca.

Otro objeto de la presente invencidn se refiere a un método para promover el crecimiento
de los animales acuaticos mediante la administracion del aditivo descrito en la invencion,
dado que dicho aditivo es capaz de dar lugar a un mayor aprovechamiento del alimento

consumido.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencidn seran facilmente

evidentes para los expertos en la técnica.

A efectos de la presente invencién se definen los siguientes términos:

El término “acuicultura’ se refiere al conjunto de actividades técnicas y conocimientos de
cultivo de especies acuaticas vegetales y animales. Es una importante actividad
econdmica de produccién de alimentos, materias primas de uso industrial y farmacéutico,
y organismos vivos para repoblacién u ornamentacién. Los sistemas de cultivo pueden
ser de agua dulce o agua de mar. Los cultivos mas habituales corresponden a
organismos plancténicos (microalgas y Artemia), macroalgas, moluscos, crustaceos y

peces.

El término "aditivo dietético", “aditivo alimenticio” , “aditivo para alimentacién” o
“suplemento dietético”, a efectos de la presente invencién se refiere a una composicién
destinada a ser ingerida junto con la dieta normal del animal. El aditivo descrito en la
invencién puede comprender al menos un probiético, solo o en combinacion con otros

ingredientes, preferentemente, sales de acidos organicos.

A efectos de la presente invencidén se denominan “promotores o estimulantes del
crecimiento” a los aditivos que forman parte de la dieta animal y que cumplen con la
funcién de mejorar el aumento de peso diario de los animales (GDP), asi como el factor

de conversion alimenticia. En la presente invencion, los promotores o estimulantes del
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crecimiento pueden ser administrados de diferentes maneras, ya sean inyectados, en
implantes o como un aditivo en el alimento o piensos de los animales. Se prefiere la
administracion como un aditivo en el alimento o pienso. En la presente invencién, el

efecto sobre el crecimiento se mide como incremento de la biomasa.

A los efectos de la presente invencién, el término acido organico se refiere a compuestos
que contienen en su formula uno o mas grupos carboxilicos (-COOH), generadores de
protones, que pueden tener ademas diferentes grupos funcionales tales como
hidroxiacidos, cetoacidos, acidos aromaticos, compuestos heterociclicos, asi como
amidas y lactonas. Los acidos organicos utilizados en la presente invenciéon son
preferentemente acidos grasos volatiles, preferentemente de cadena corta y entre los que
se pueden seleccionar: acido butirico, acido propibénico, acido formico, acido lactico, acido
citrico, acido laurico, acido cuprico, acido caprilico, acido caproico, acido acético, entre
otros. Las proporciones en las que se encuentra el acido organico en el aditivo para
alimentacion animal descrito en la presente invencidn, suelen variar entre un 30 y un 70%

en peso de producto total humedo, siendo la proporcion preferida de un 50%.

En el contexto de la presente invencion, “probiético”, se refiere a cualquier tipo de micro-
organismo viable aplicado a un huésped animal u hombre, y que afecta beneficiosamente
al huésped, debido a sus efectos beneficiosos, en la salud o en el aumento de la
resistencia a enfermedades, que éste pueda tener sobre su consumidor. Los probidticos
pueden exhibir una 0 mas de las caracteristicas siguientes, no limitantes: no patégenos o
no téxicos para el huésped; estan presentes como células viables, capaces de sobrevivir
en el medio intestinal (por ejemplo, a bajo pH y a los acidos y las secreciones
gastrointestinales), adherencia a las células epiteliales, particularmente a las células
epiteliales del tracto gastrointestinal, actividad microbicida o microbiostatica o efecto
hacia las bacterias patdégenas; actividad anticancerigena; actividad de modulacién
inmune; actividad moduladora de la actividad hacia la flora enddégena; mejoramiento de la
salud del tracto urogenital; actividad antiséptica en o alrededor de las heridas; reduccion
de la diarrea; reduccién de las reacciones alérgicas; reduccién en la enterocolitis
necrotizante neonatal; reduccion en la enfermedad inflamatoria intestinal y reduccion de

la permeabilidad intestinal.

A efectos de la presente invencion, el término "viable" se refiere a un microorganismo

vivo capaz de reproducirse y/o de colonizar.
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Tal como se utiliza en el presente documento, las formas singulares "un", "un", y "el"

incluyen referencia plural a menos que el contexto indique claramente otra cosa.

Del mismo modo, las palabras "comprender" y "comprende" deben ser interpretados de
manera inclusiva y no exclusiva, abarcando, reciprocamente, los términos “consistir’ y

“consiste”.

Descripcién de las figuras

Figura 1. Biomasa del camarén Litopenaeus vannamei de aproximadamente 0.85 g de
peso, analizada cada 10 dias, durante un periodo total de 60 dias. Los camarones fueron
alimentados con el alimento estandar al que se afadieron los diferentes aditivos de la
invencidon a la concentracion de 2g/Kg dieta estandar: ECOBIOL que contiene el
probiético CECT 5940 (primera columna-barra cuadriculada), o ECOBIOL PLUS que
contiene el probiotico CECT 5940+BP70 (segunda columna-barra blanca), o ECOBIOL
SUPER que contiene la combinacion de los probidticos CECT 5940+CECT 953+BP70
(tercera columna-barra negra) o exclusivamente la dieta estandar (grupo control) (cuarta
columna-barra rayada). En el eje X se muestra el tiempo expresado en diasyen elejeY

la biomasa expresada en gramos. * p<0.05 vs control.

Figura 2. Porcentaje de supervivencia de Litopenaeus vannamei de aproximadamente
0.85 g de peso, analizado cada 10 dias, durante un periodo total de 60 dias alimentando
a los camarones con una dieta estandar a la que se afadieron los diferentes aditivos de
la invencion a la concentracién de 2g/Kg dieta estandar: ECOBIOL que contiene el
probiético CECT 5940 (linea discontinua con rombo), o ECOBIOL PLUS que contiene el
probiético CECT 5940+BP70 (linea continua con circulo), o ECOBIOL SUPER que
contiene la combinacién de los probidticos CECT 5940+CECT 953+BP70 (linea
discontinua con triangulo) o exclusivamente la dieta estandar (linea continua con
cuadrado). En el eje X se muestra el tiempo expresado en dias y en el eje Y la

supervivencia expresada en forma de porcentaje. * p<0.05 vs control.

Figura 3. Factor de conversion alimenticia (gramos de alimento por gramo de biomasa
cosechada) de Litopenaeus vannamei de aproximadamente 0.85 g de peso, al final de los
60 dias del cultivo, alimentados con su dieta estandar mas los aditivos descritos en la
invencion, ECOBIOL que contiene el probiético CECT 5940, o ECOBIOL PLUS que
contiene el probidtico CECT 5940+BP70, o ECOBIOL SUPER que contiene la
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combinacion de los probidticos CECT 5940+CECT 953+BP70 o exclusivamente la dieta

estandar (grupo control).

Figura 4. Biomasa de Litopenaeus vannamei de aproximadamente 7.0 g de peso,
analizada cada 10 dias, durante un periodo total de 60 dias. Los camarones fueron
alimentados con el alimento estandar al que se afadieron los diferentes aditivos de la
invencién a la concentracién de 2g/Kg de dieta estandar: ECOBIOL que contiene el
probiético CECT 5940 (primera columna-barra cuadriculada), o ECOBIOL PLUS que
contiene el probiotico CECT 5940+BP70 (segunda columna-barra blanca), o ECOBIOL
SUPER que contiene la combinacion de los probidticos CECT 5940+CECT 953+BP70
(tercera columna-barra negra) o exclusivamente la dieta estandar (grupo control) (cuarta
columna-barra rayada). En el eje X se muestra el tiempo expresado en diasyeneleje Y

la biomasa expresada en gramos. * p<0.05.

Figura 5. Porcentaje de supervivencia de Litopenaeus vannamei de aproximadamente
7.0 g de peso, analizado cada 10 dias, durante un periodo total de 60 dias alimentando a
los camarones con una dieta estandar a la que se anadieron los diferentes aditivos de la
invencién a la concentracién de 2g/Kg de dieta estandar: ECOBIOL que contiene el
probiético CECT 5940 (linea discontinua con rombo), o ECOBIOL PLUS que contiene el
probiético CECT 5940+BP70 (linea continua con circulo), o ECOBIOL SUPER que
contiene la combinacién de los probidticos CECT 5940+CECT 953+BP70 (linea
discontinua con triangulo) o exclusivamente la dieta estandar (grupo control) (linea
continua con un aspa). En el eje X se muestra el tiempo expresado en diasyenelegjeY

la supervivencia expresada en forma de porcentaje.

Figura 6. Factor de conversion alimenticia (gramos de alimento por gramo de biomasa
cosechada) de Litopenaeus vannamei de aproximadamente 7.0 g de peso, al final de los
60 dias del cultivo, alimentados con su dieta estandar mas los aditivos descritos en la
invencién, a la concentracion de 2g/Kg de dieta estandar. ECOBIOL que contiene el
probiético CECT 5940, o ECOBIOL PLUS que contiene el probiético CECT 5940+BP70 o
ECOBIOL SUPER que contiene la combinacién de los probiéticos CECT 5940+CECT

953+BP70 o exclusivamente la dieta estandar (grupo control).

Figura 7. Respuesta de la actividad enzimatica digestiva en los hepatopancreas del
camarén Litopenaeus vannamei, ante el estimulo de dietas conteniendo los diferentes

tipos de probidticos: ECOBIOL que contiene el probiético CECT 5940 (linea discontinua
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con rombo), o ECOBIOL PLUS que contiene el probiético CECT 5940+BP70 (linea
continua con circulo), o ECOBIOL SUPER que contiene la combinacion de los probiéticos
CECT 5940+CECT 953+BP70 (linea discontinua con tridngulo) o exclusivamente la dieta
estandar (grupo control) (linea continua con cuadrado). A tiempo 0 los camarones aun no
recibian el alimento; 1, 2, 3, 4 y 5h corresponden al tiempo después de que los
camarones recibieron el alimento. (a)= Lipasas, (b)= Proteasas, (c) Amilasas y (d)=
Quimiotripsinas. En el eje X se muestra el tiempo expresado en horas y en el eje Y se

muestra la actividad enzimatica especifica expresada como U/mg proteina.

Figura 8. Estudio del crecimiento de la Tilapia del Nilo Oreochromis niloticus (mediatDE)
alimentada con diferentes concentraciones del aditivo de la invencion ECOBIOL que
comprende el probiético B. amyloliquefaciens CECT 5940. G1: grupo control alimentado
con una dieta basal. G2 grupo alimentado con una dieta basal suplementada con el
probidtico B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracién de esporas de 1x10°
u.f.c’lkg. G3 grupo alimentado con una dieta basal suplementada con el probibtico B.
amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracién de esporas de 1x10’ u.f.c’/kg. (A) Las
barras indican el peso corporal inicial (IBW), el peso corporal final después de 30 dias
(FBW1), el peso corporal final después de 60 dias (FBW2), aumento de peso después de
30 dias (WGH1), y el aumento de peso después de 60 dias (WG2 ). (B) La figura muestra
la tasa de crecimiento especifico (SGR) de cada uno de los grupos de estudio en los dos
meses del estudio. (C) La figura muestra la relacién de eficacia proteica (PER) para cada

uno de los grupos de estudio.

Figura 9. Morfologia intestinal de la Tilapia del Nilo O. niloticus después de 2 meses
alimentados con el probidtico de la invencion ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT
5940).

(A) Fotografia de una seccion transversal de la parte proximal del intestino tefidas con
hematoxilina&Eosina (H&E) donde se muestra la altura de plegado (flechas dobles), las
células secretoras de moco (cabezas de flecha) y los linfocitos intraepiteliales (IEL)
(flechas). Barra de escala: 50 um. (B) La figura muestra la altura de las vellosidades
(media £ DE) en las partes proximal, medio y distal del intestino. El asterisco (*) indica
una altura de la vellosidad significativamente mayor en la parte proximal del intestino
grueso respecto a otras partes del intestino, dentro del mismo grupo. G1: grupo control
alimentado con una dieta basal. G2 grupo alimentado con una dieta basal suplementada
con el probidtico B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracion de esporas de

1x10° u.f.c/kg. G3 grupo alimentado con una dieta basal suplementada con el probiético
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B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracion de esporas de 1x10” u.f.c/kg. Una
seccion transversal de la parte distal del intestino manchado por la tincién de azul alcian
mostro pocas células secretoras de moco (flecha) en el grupo de control (C) y numerosas
células secretoras de moco en el grupo suplementado con el probiético ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) (D). Barra de escala: 50 uym. (E) La figura muestra el
numero de células secretoras de moco (media + DE) en las partes proximal, media y
distal del intestino. (F) Las barras indican el numero de IEL (media £ DE) en las partes

proximal, media y distal del intestino.

Figura 10. Parametros hematoldgicos de la Tilapia del Nilo O. niloticus alimentados con
el aditivo de la invencién ECOBIOL que contiene el probiético B. amyloliquefaciens CECT
5940), durante 2 meses.

(A) recuento de glébulos rojos. (B) Contenido de Hemoglobina. (C) %PCV (Packed Cell
Volume en sus siglas en inglés, Hematocrito). (D) Recuento de gldébulos blancos. (E)
Nivel de glucosa. (F) Concentraciéon de proteinas séricas (proteinas totales, albumina 'y
globulina). G1: grupo control alimentado con una dieta basal. G2 grupo alimentado con
una dieta basal suplementada con el probidtico B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una
concentracién de esporas de 1x10° u.f.c/kg. G3 grupo alimentado con una dieta basal
suplementada con el probiético B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracién de

esporas de 1x107 u.f.c/kg.

Figura 11. Constituyentes del cuerpo de la Tilapia del Nilo O. niloticus alimentados con
diferentes concentraciones del aditivo ECOBIOL que contiene el probiético B.
amyloliquefaciens CECT 5940, durante 2 meses. Las barras indican el % de proteina
cruda (A), % de lipidos crudos (B), contenido de ceniza (polvo o impurezas) (C) y % de
humedad (D). G1: grupo control alimentado con una dieta basal. G2 grupo alimentado
con una dieta basal suplementada con el probiético B. amyloliquefaciens CECT 5940 a
una concentracién de esporas de 1x10° u.f.c/kg. G3 grupo alimentado con una dieta basal
suplementada con el probibtico B. amyloliquefaciens CECT 5940 a una concentracién de

esporas de 1x107 u.f.c/kg.

Figura 12. Biomasa (expresada en Kg) de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss
analizada a los 60 dias de comenzar el tratamiento. El disefio experimental se explica en
el Ejemplo 6. Cada uno de los tratamientos analizados comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS
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T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70
T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Figura 13. Longitud (expresada en cm) de la trucha arco iris O.mykiss analizada a los 60
dias de comenzar el tratamiento. El disefio experimental se explica en el Ejemplo 6. Cada
uno de los tratamientos analizados comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS

T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70

T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Figura 14. Consumo de alimento (expresado en Kg) de la trucha arco iris O.mykiss
analizada a los 60 dias de comenzar el tratamiento. El disefio experimental se explica en
el Ejemplo 6. Cada uno de los tratamientos analizados comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS

T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70

T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Figura 15. Conversién del alimento (C.A.) de la trucha arco iris O.mykiss analizada a los
60 dias de comenzar el tratamiento. El disefio experimental se explica en el Ejemplo 6.
Cada uno de los tratamientos analizados comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS



10

15

20

25

30

35

WO 2014/020226 PCT/ES2013/070573
14

T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70
T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Figura 16. Supervivencia (expresada en forma de %) de la trucha arco iris O.mykiss
analizada a los 60 dias de comenzar el tratamiento. El disefio experimental se explica en
el Ejemplo 6. Cada uno de los tratamientos analizados comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS

T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70

T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Descripcién detallada de la invencién

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un aditivo para alimentacién de animales
acuaticos que comprende la combinacidon de, al menos, dos especies pertenecientes al

género Bacillus, seleccionadas de entre B. amyloliquefaciens y Bacillus cereus.

En una realizacion preferida, el aditivo de la invencién comprende las cepas CECT 5940

de Bacillus amyloliquefaciens y la cepa CECT 953 de Bacillus cereus.

En oftra realizacion preferida de la invencion, el aditivo para alimentacidén de animales
acuaticos puede comprender ademas otros probiéticos seleccionados de entre cualquiera
de los siguientes géneros: Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium,
Melissococcus, Propionibacterium, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Staphylococcus, Peptostrepococcus, Bacillus, Pediococcus, Micrococcus, Leuconostoc,

Weissella, Aerococcus, Oenococcus y Lactobacillus.
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En realizaciones preferidas, los probidticos comprenden al menos una cepa adecuada o
subespecie de entre: Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium y Pediococcus y/o combinaciones de las mismas. En una realizacién mas
preferida de la invencidn la cepa se seleccionan del género Pediococcus,
preferentemente de la especie Pediococcus acidilactici, y en una realizacién mas
preferida, el probidtico mas preferido es Pediococcus acidilactici cepa CNCM MA 18/5 M,
depositado en la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) del

Instituto Pasteur de Paris.

Los aditivos descritos en la presente invencion incluyen probiéticos en una cantidad
adecuada para mejorar el sistema inmunoldgico, para aumentar los efectos beneficiosos
de los probidticos y/o para incrementar la biomasa de los animales y/o extender la vida de
los mismos. En general, los aditivos alimenticios comprenden aproximadamente de 10° a
10" UFC/g de pienso para cada uno de los probiéticos utilizados, siendo preferida una
concentracién de aproximadamente 10° UFC/g de pienso, de cada uno de los probidticos

utilizados.

El experto en la técnica puede determinar la cantidad apropiada de los probidticos que se
afnade al aditivo de la invencién. Dichos factores que pueden tenerse en cuenta son el
promedio de consumo de determinados tipos de composiciones de diferentes animales, si
el animal que tiene la intencioén de ingerir los suplementos dietéticos tiene algun problema
de salud en particular, el bienestar o las necesidades nutricionales, o sufre de una
enfermedad o trastorno, la edad, sexo, tamario o especie del animal. Las concentraciones
de los probidticos para ser anadidos al aditivo de la invencién pueden calcularse sobre la

base de los requerimientos de energia y nutrientes del animal.

En otra realizacién preferida de la invencién el aditivo comprende ademas al menos una

sal de un acido organico.

En otra realizacién preferida, los acidos organicos se seleccionan de entre cualquiera de
los siguientes: butirico, propionico, formico, lactico, citrico, laurico, cuprico, caprilico,

caproico o acético.

En otra realizacion mas preferida de la invencidn, las sales de los acidos organicos se
seleccionan de entre cualquiera de la lista: sédica, calcica, cuprica o potasica. Las

proporciones en las que se encuentra la sal del acido organico en el aditivo para
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alimentacion animal descrito en la presente invencién, suele variar entre un 30 y un 70%
en peso del aditivo final humedo, siendo la proporcion preferida de un 60%.

En otra realizacién aun mas preferida, la sal del acido organico que comprende el aditivo
de la invencién es la sal sédica del acido butirico (butirato sodico), aunque puede ser

utilizada cualquiera de las sales de los acidos descritos previamente.

En otra realizacién preferida el aditivo de la invencién se caracteriza por que comprende
una combinacion de los probiédticos CECT 5940 de B. amyloliquefaciens y CECT 953 de

B. cereus junto con sal sddica del acido butirico.

Los aditivos de la invencion, pueden comprender adicionalmente también sustancias
tales como: minerales, vitaminas, proteinas, aminoacidos, colorantes, conservantes, etc.
Ejemplos no limitantes de minerales incluyen por ejemplo: calcio, fésforo, potasio, sodio,
hierro, cloro, cobre, zinc, magnesio, manganeso, selenio, etc. Ejemplos no limitantes de
vitaminas incluyen por ejemplo: Vitamina A, diferentes tipos de Vitamina B (niacina, acido

pantoténico, acido félico, biotina) Vitamina D y Vitamina K.

Otro de los objetos descritos en la presente invencion se refiere al uso de los aditivos
descritos en el presente documento en la cria de animales acuaticos, como promotores
del crecimiento de dichos animales, siendo capaces de favorecer el factor de conversion
del alimento, asi como la actividad especifica de enzimas digestivas, preferentemente de

lipasas, proteasas, amilasas y quimiotripsinas.

En una realizacién preferida de la invencion, los aditivos descritos aqui se usan para

promover la salud y el bienestar de los animales acuaticos.

En otra realizacion preferida de la invencién, los probidticos descritos aqui,
preferentemente los probibticos seleccionados entre B. amyloliquefaciens, B. cereus, B.
subtilis y B. licheniformis y/o combinaciones de los mismos, se utilizan en la cria de

animales acuaticos.

En otra realizacion mas preferida, los probidticos utilizados para la cria de animales
acuaticos son preferentemente el probidtico CECT 5940 de B. amyloliquefaciens y el
probiético CECT 953 de B. cereus.
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En otra realizacion mas preferida, los probidticos utilizados para la cria de animales
acuaticos se caracterizan por que ademas puede incluir un probidtico adicional del
género Pediococcus, preferentemente la especie Pediococcus acidilactici 'y mas
preferentemente la cepa CNCM MA 18/5 M, depositado en la Coleccion Nacional de

Cultivos de Microorganismos (CNCM) del Instituto Pasteur de Paris.

En otra realizacién mas preferida de la invencion, los probiéticos utilizados para la cria de
animales acuaticos se caracterizan por que ademas comprenden al menos una sal de un
acido organico, encontrandose dicha sal del acido organico preferentemente en una
proporcion de entre un 30-70% en peso humedo, siendo mas preferible una proporcion
del 60%.

En otra realizacidon mas preferida de la invencién, los acidos organicos se seleccionan de
entre cualquiera de los siguientes: butirico, propiénico, férmico, lactico, citrico, laurico,

cuprico, caprilico, caproico o acético.

En otra realizacibn mas preferida de la invencién, las sales de acidos organicos se

seleccionan de entre cualquiera de la lista: sédica, calcica, cuprica o potasica.

En otra realizacion mas preferida aun de la invencién, los probidticos utilizados para la
cria de animales acuaticos se caracterizan por que la sal del acido organico es la sal

sodica del acido butirico.

En otra realizacién mas preferida de la invencion, los probiéticos utilizados para la cria de
animales acuaticos comprenden una combinacion de los probidticos CECT 5940 de B.

amyloliquefaciens y CECT 953 de B. cereus junto con sal sédica del acido butirico.

En otra realizacion preferida de la presente invencién, los probidticos utilizados para la
cria de animales acuaticos, ademas también presentan la capacidad de modular la
respuesta inmune y ejercer un efecto bactericida frente a microorganismos patégenos.
Por otro lado, tal y como se demuestra en la presente invencion, los probiéticos descritos
aqui presentan ademas, la capacidad de ejercer una accion biorremediadora, ayudando
por tanto al mantenimiento del ambiente de las superficies en las que se localizan,
preferentemente gracias a la secrecidn de exo-enzimas que descomponen la materia
organica y disminuyen la DQO (demanda quimica de oxigeno) parametro aceptado como

indicador de calidad de agua.
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En otra realizacion preferida de la invencion, los animales acuaticos se seleccionan de
entre cualquiera de la lista: moluscos, crustaceos, tilapia, dorada, lubina y salménidos,

siendo preferidos los crustaceos, preferentemente los camarones.

Todos los porcentajes expresados aqui son en peso de la composiciéon de aditivo en base

a materia seca a menos que especificamente se indique lo contrario.

La invencién no se limita a la metodologia en particular, los protocolos y reactivos
descritos en este documento, ya que pueden variar. Ademas, la terminologia usada aqui
es para el propésito de describir las realizaciones particulares solamente y no esta

destinado a limitar el alcance de la presente invencion.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos, cientificos y cualquier
acrénimo utilizado aqui tiene el mismo significado como se entiende comunmente por un

experto medio en la técnica dentro del campo de la invencién.

Los ejemplos que se describen a continuacion tienen como objetivo ilustrar la presente

invencién, pero sin limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1. Respuesta del crecimiento y supervivencia del camarén blanco
Litopenaeus vannamei alimentado con dieta estandar suplementada con los

aditivos de la invencion.

Se utilizaron camarones de la especie Litopenaeus vannamei, seleccionados al azar, con
un peso promedio de 0.85 g. Dichos camarones fueron previamente aclimatados durante
72 horas en un tanque de 2500 litros de agua marina con 36.0 UPS (unidades précticas
de salinidad), aireacién constante (>4.0 mg/l de oxigeno), temperatura controlada (30 a
34°C) y pH de 7.5 a 8.0. Los camarones se cultivaron en acuarios de 10 L, con agua
marina y conservando las variables de calidad mencionadas anteriormente. Los ensayos
se llevaron a cabo con un total de 8 camarones por acuario con seis replicaciones para
cada uno de los aditivos alimenticios utilizados en la presente invencion. El experimento
tuvo una duracién de 60 dias, con biometrias cada 10 diez dias con el fin de evaluar las
tasas de crecimiento, supervivencia y biomasa. La biomasa se refiere a la suma de los
pesos individuales de los camarones presentes en cada uno de los tratamientos con los

diferentes aditivos dietéticos.



10

15

20

25

30

WO 2014/020226 PCT/ES2013/070573
19

Para la elaboracién de las dietas se utilizé un alimento/pienso comercial utilizado
comunmente para la alimentaciéon de los camarones con un 35% de proteina el cual fue
molido y tamizado a 200 micras. Los diferentes probioticos fueron agregados en forma de
aditivo a la dieta estandar a razén de 2g/Kg de alimento. Una vez incorporado el aditivo a
la dieta estandar, la mezcla fue homogenizada y pasada por un molino para carnes y
finalmente por un horno de secado a 40°C durante 12 horas. El alimento fue colocado en
comederos; el alimento no consumido posterior a las dos horas fue retirado y
posteriormente pesado para su analisis. Las cuatro dietas analizadas que contenian los
suplementos dietéticos o aditivos descritos en la presente invencién se describen en la
Tabla 1.

Tabla 1. Los camarones se alimentaron tres veces al dia ad limitum de acuerdo con el

siguiente programa de alimentacion.

Grupo Dieta Suplemento dietético Dosis / Via

1 ECOBIOL CECT 5940 Saciedad/Oral

2 ECOBIOL PLUS CECT 5940+BP-70 Saciedad/Oral
ECOBIOL CECT 5940+CECT 953+BP-

3 i Saciedad/Oral
SUPER 70

4 Control Dieta estandar Saciedad/Oral

Por consiguiente, cuando en la presente descripcion se habla de alimento en los ensayos
llevados a cabo, este término comprende tanto la dieta estandar suministrada a los
controles, formada por el alimento comercial arriba indicado, como la mezcla de éste con

los diferentes aditivos de la invencién.

Como se ha indicado previamente a lo largo del presente documento, el probio6tico
ECOBIOL comprende la bacteria B. amyloliquefaciens cepa CECT 5940, el probidtico
ECOBIOL PLUS que contiene la bacteria B. amyloliquefaciens cepa CECT 5940 junto
con la sal sodica del acido butirico BP70. Como se ha mencionado previamente, la sal
sodica del acido butirico, especificamente la composicion de Norel, S.A. llamada BP-70
esta formada, por un 70% en peso humedo de butirato sédico y un 30% en peso humedo
de grasas vegetales. El 30% de la grasa vegetal protege aproximadamente el 43% del
butirato sddico total, asi por tanto, el producto BP-70 se puede decir que esta formado

por un 30% de butirato sédico protegido y por un 40% de butirato sddico sin proteger. El
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probiético ECOBIOL SUPER contiene la combinacibn de las bacterias B.

amyloliquefaciens cepa CECT 5940, junto B. cereus cepa 953 y junto con BP-70.

El alimento fue agregado a saciedad tres veces al dia utilizando comederos. El factor de
conversién alimenticia (FCA), fue calculado en gramos de alimento por gramo de
biomasa extraida; utilizando los valores del alimento agregado diariamente, el no
consumido y la biomasa de camardn obtenida al final de los 60 dias del experimento. El
crecimiento y la supervivencia de los camarones fueron evaluadas cada 10 dias

registrando el peso promedio y el nimero de camarones respectivamente.

Los resultados de crecimiento y supervivencia muestran, como se puede observar en las
Figuras 1 y 2 respectivamente, que los camarones alimentados con la dieta
suplementada con el aditivo ECOBIOL SUPER genero6 diferencias significativas (p<0.05)
de peso y supervivencia ya a partir de los 40 dias del experimento, con respecto a la
dieta control. Como ademas se puede observar en la Figura 1, los camarones
alimentados con los aditivos ECOBIOL, ECOBIOL PLUS y ECOBIOS SUPER, a los 60
dias de tratamiento, muestran un incremento significativo (p<0.05) en su biomasa
respecto al grupo control.

Para demostrar si el peso inicial del animal influye en la respuesta al crecimiento y la
supervivencia de los camarones alimentados con los diferentes aditivos dietéticos
descritos en la invencion, se diseid un experimento con camarones, seleccionados al
azar, con un peso promedio de 7.0 g. Como se puede observar en la Figura 4, ya a partir
del dia 30 de tratamiento, los camarones alimentados con la dieta ECOBIOL SUPER
presentaron un incremento significativo en su biomasa con respecto a los camarones
alimentados con la dieta control (p<0.05). Por otro lado, tal y como puede observarse en
la Figura 5 los camarones alimentados con las dietas conteniendo los aditivos de la
invencién, mostraron un mayor porcentaje de supervivencia respecto a los animales
alimentados exclusivamente con la dieta estandar, grupo control y un mejor factor de

conversién del alimento (Figura 6).

El aprovechamiento del alimento, analizado como factor de conversion alimenticia, fue
mejor en las dietas que contenian los aditivos de la invencién (Figuras 3 y 6), lo que
indica que los animales tienen mayor disponibilidad de nutrientes para el crecimiento y
para la obtencién de energia. Esto a largo plazo, se refleja en lograr animales mas sanos

y con tallas mas adecuadas para la comercializacion, en un menor tiempo.
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Por lo tanto, los datos mostrados en la presente invencién, ponen de manifiesto que los
aditivos descritos funcionan como promotores del crecimiento en animales acuaticos,
preferentemente crustaceos, con resultados superiores a los obtenidos con la dieta

estandar, sin incluir aditivos.

Ejemplo 2. Actividad enzimatica digestiva del camarén blanco L. vannamei

alimentado con los diferentes aditivos descritos en la invencion.

La expresién y actividad de enzimas digestivas es afectada por una serie de factores
limitantes como por ejemplo: parametros fisico-quimicos del agua (pH, oxigeno, salinidad
y temperatura), edad y tamafno del camarén, cambios ontogénicos, ayuno, ingredientes
de la dieta, nivel y fuente proteica, nivel y tipo de aglutinantes, aditivos promotores de
crecimiento, cantidad y frecuencia de alimentacién, ciclos circadianos, ciclo de muda e

incluso el agua de cultivo.

Para determinar la respuesta de actividad enzimatica digestiva ante el estimulo de los
diferentes aditivos dietéticos utilizados en la presente invencién: ECOBIOL, ECOBIOL
PLUS y ECOBIOL SUPER, se utilizaron camarones juveniles de L. vannamei, con un
peso promedio de 6 g, los cuales fueron mantenidos en ayuno por 12 horas y
previamente seleccionados en estadios de intermuda. La intermuda se conoce como la
secuencia de transformaciones comprendidas entre dos mudas (eliminacién del antiguo
exoesqueleto y la formacion de un tegumento nuevo y generalmente de mayor tamarno),
en cuyo periodo se cumple un ciclo completo de modificaciones morfoldgicas, fisioldégicas
y bioquimicas, responsables del crecimiento. Las mediciones de dicha actividad

enzimatica se realizaron en intervalos de una hora, durante un tiempo de 5 horas.

La actividad y produccion de enzimas digestivas en el hepatopancreas de los crustaceos
se encuentra controlada principalmente por hormonas. El hepatopancreas, a diferencia
del intestino y estomago, presenta una mayor actividad enzimatica, sugiriendo la

importancia de dicho érgano en la sintesis y secrecién de enzimas digestivas.

Para el andlisis de la actividad enzimatica digestiva se determiné la actividad proteasa,
lipasa, amilasa y quimiotripsinasa, en los extractos enzimaticos preparados mediante la
metodologia propuesta por Galgani F. (Galgani, F. PhD. Thesis Université dAix-Marseille
/i, Etude des proteases digestives de crevettes peneides (Crustacea Decapoda) France.

1883) en los hepatopancreas extraidos de los camarones, a los intervalos indicados
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previamente y que estaban almacenados, para dicho analisis, a una temperatura de -
48°C. Ademas se determind, mediante el método de Bradford la concentracion de

proteinas presentes en dichos extractos enzimaticos.

Para obtener los datos de actividad proteasa presente en los extractos enzimaticos se
siguié el método descrito por Hernandez C.M. (Hernandez, C.M. Crusiacean prolease
characterization biochemical and molecular consideration. Comprehensive summary Ph D
Thesis. 1983. Ceniro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, La Faz, B.C.S.
Méexico.), usando como sustrato la azocaseina. La actividad lipasa presente en los
extractos se determin6é de acuerdo a Versaw W.K. et al. (Versaw, W.K. et al. Journal of
Food Science. 1989; 54:. 1557-1558), usando como sustrato el R-naftil caprilato. La
determinacion de la actividad amilasa se realiz6 de acuerdo a Vega-Villasante et al.,
(Vega-Villasante, F. et al. Bulletin of Marine Science, 1999; 65:1-9), usando como
sustrato almidén al 1 % en TRIS-HCL (50 mM, pH 8.0). La actividad quimiotripsina fue
evaluada de acuerdo a Delmar E.G. et al. (Delmar E.G. et al. Anal Biochem. 18979,
99:318-320. La actividad especifica de cada enzima esta representada en unidades de

enzima por miligramo de proteina (U/mg).

Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que, la adicion de los aditivos descritos
en la invencion a la dieta del camaron L. vannamei, incrementaron la actividad enzimatica
digestiva, presentando una mayor expresién de las enzimas digestivas analizadas
(Figura 7) respecto a los camarones alimentados con la dieta control. Los camarones
que recibieron el aditvo ECOBIOL SUPER mostraron una mayor evidencia en la

actividad especifica de las enzimas lipasas y quimiotripsina (lipidos y proteinas).

Se concluye que los aditivos descritos en la presente invencién utilizados en las dietas
para animales acuaticos, preferentemente crustaceos y particularmente, la combinacion
de los probidticos CECT 5940+CECT 953+butirato soédico (BP-70), favorecen la actividad
especifica de las enzimas digestivas y el factor de conversidon en el alimento de los
crustaceos lo cual sugiere un mayor aprovechamiento del alimento, asi como un
incremento en su biomasa y supervivencia, respecto a animales alimentados con una

dieta control, no suplementada con los aditivos de la invencion.
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Ejemplo 3. Estudio in vitro de la capacidad de liberaciéon de bacteriocinas del
aditivo de la invenciéon B. amyloliquefaciens CECT 5940 y analisis de su actividad

biocida frente a organismos patégenos.

Las bacteriocinas son péptidos microbianos de reducido tamanio y que son liberadas
extracelularmente. Dichos péptidos tienen un efecto bactericida o bacteriostatico sobre
otras especies bacterianas. El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de
produccion de bacteriocinas del aditivo de la invencién, B. amyloliquefaciens CECT 5940
(ECOBIOL).

Para analizar la capacidad de produccidén de bacteriocinas por parte del aditivo de la
invencion B. amyloliquefaciens CECT 5940, dichas cepas son crecidas en un matraz con
50 ml de medio TSB (Bioser) durante 24 horas y con él se inoculan 2 matraces con 50 ml
de medio TSB en proporcién 1:100 que se mantienen en agitacién a 200 rpm y 30°C

durante 48 horas.

De estos matraces se toman muestras a las 7, 24 y 48 horas de cultivo. Se eliminan las
células de los cultivos por centrifugaciéon durante 20 minutos a 4000 rpm. De los
sobrenadantes de las distintas muestras recogidas una parte fue neutralizada a pH 6.2
con HCI 5M y la otra se mantuvo con el pH original de la muestra tomada y que se
muestra en la Tabla 2, con el fin de simular las condiciones fisiolégicas en el intestino
proximal y distal. Ambas fracciones fueron esterilizadas a través de un filtro de 0.22 um.

Estas preparaciones fueron almacenadas a —20°C hasta su uso.

La actividad biocida de los sobrenadantes previamente mencionados, se determiné por el
método de difusion en placas (Cintas, L.M. et al. (1995). Applied & Environmental
Microbiology. 61: 2643-2648), sembradas con microorganismos patégenos de diferentes
géneros. Cabe mencionar que todos los microorganismos utilizados en la presente
invencién, bien se disponia de muestras de los mismos o se han obtenidos de la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), sita en el Parque Cientifico de la

Universidad de Valencia. Calle Catedratico Agustin Escardino, 9 de Paterna (Valencia).
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3.1 Actividad biocida del aditivo de la invencién ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT

5940) frente a organismos del género Clostridium Spp.

Todas las cepas de Clostridia se cultivaron en medio de agar-clostridium a una
concentracién aproximada de 10° UFC/placa. A excepcion de B. amyloliquefaciens CECT
5940, que se cultivd a 30 °C, el resto de las cepas se incubaron a 37 °C en ausencia de
oxigeno, en el interior de frascos de anaerobiosis.

Las siguientes cepas de Clostridium se utilizaron como indicadores de la existencia de

bacteriocinas.

Clostridium butyricum CECT 361T
Clostridium perfringens CECT 376T
Clostridium perfringens CECT 486
Clostridium perfringens CECT 820
Clostridium perfringens CECT 821
Clostridium perfringens CECT 822
Clostridium histolyticum CECT 4109T

50 pl de cada sobrenadante del cultivo de B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL)
se depositaron en los pocillos (6mm de didmetro) de placas de Nutrient Agar (BioKar, pH
7+ 0.2) suplementado con 3% v/v de NaCl, previamente sembradas con 200 yL de un
cultivo que se habia mantenido en crecimiento toda la noche de los microorganismos
patdogenos a ensayar frente a los que se pretende probar la produccion de bacteriocinas.

Como control se emplea el medio TSB.

Tras 2 horas a 4°C para permitir la difusién del producto en el medio, las placas se
incuban a las temperaturas correspondientes para cada uno de los microorganismos
patdgenos, para permitir el crecimiento del organismo diana. Tras 24 horas, se determina
la presencia o ausencia de un halo de inhibicidén del crecimiento.Todos los muestreos se
realizaron por duplicado, tanto en la recogida de sobrenadantes, como en la siembra de

placas.

La actividad biocida de los sobrenadantes de cultivos de B. amyloliquefaciens CECT
5940 contra diferentes cepas bacterianas del género Clostridium patégenas, se muestran
en la Tabla 2.
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Tabla 2. Efecto biocida in vitro de los sobrenadantes aislados de cultivos de B.

amyloliquefaciens CECT 5940 frente a diferentes cepas bacterianas del género

Clostridium.

Patégeno Sobrenadante 7 h Sobrenadante 24 h Sobrenadante 48 h

pH 6.2 pH 6.2 pH 8.32 pH 6.2 pH 9.03

C.butyricum - + + - -
CECT 361T
C.perfringens ++ +++ +++ + +
CECT 376T
C.perfringens ++ +++ +++ + ++
CECT 486
C.perfringens +++ ++++ ++++ +++ +++
CECT 820
C.perfringens ++ +4++ +++ + -
CECT 821
C.perfringens +++ ++++ ++++ +++ +++
CECT 822
C.histolyticum ++ +++ +++ ++ ++
CECT 4109T

+: Inhibicion del crecimiento; -: no inhibicién del crecimiento;

Los datos mostrados en la Tabla 2 se explican como sigue: (cm de halo de inhibicién)
+: 1 cm de halo de inhibicion

+ +: 1,5 cm de halo de inhibicién

+ + +: 1,8 cm de halo de inhibicion

+ + + +: 2,2 cm de halo de inhibicién

-: Ausencia de halo de inhibicion

Los sobrenadantes aislados de cultivos de B. amyloliquefaciens CECT 5940 inhibieron el
crecimiento de la mayoria de cepas del género Clostridium analizadas (Tabla 2). En este
sentido, los resultados mostrados en la Tabla 2 ponen de manifiesto que B.
amyloliquefaciens CECT 5940 muestra una gran capacidad para liberar bacteriocinas

durante las primeras 24 horas.
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Es conveniente comentar que, las cepas de la especie Clostridium butyricum CECT 361T
presentan un crecimiento poco homogéneo en relacién al resto de las cepas, por lo que

resulta dificil la determinacién de su halo de inhibicion.

3.2. Actividad biocida del aditivo de la invencién ECOBIOL (B. amyioliquefaciens CECT

5940) frente a organismos patdégenos hemoliticos y enterotoxicos.

La concentracion de bacterias patdogenas 10° UFC/placa se inoculé con el medio
adecuado. Varias muescas de un tamafno de 6 mm de didmetro se hicieron en las placas
de cultivos de los microorganismos patégenos y el sobrenadante de B. amyloliquefaciens
CECT 5940 se introdujo en cada uno (50 pl). Las placas se incubaron a 4 °C durante 2
horas para dejar que los diferentes componentes del sobrenadante difundan hacia el
medio de cultivo de la placa. Después de eso, todas las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas y se procedio a determinar el halo de inhibicién para asi poner de

manifiesto el efecto bactericida.

Las cepas patogenas evaluadas fueron:

Enterococcus faecalis CECT 4176
Enterococcus gallinarum CECT 970
Escherichia coli CECT 352
Escherichia coli CECT 434
Escherichia coli CECT 504
Escherichia coli CECT 728
Escherichia coli CECT 735
Escherichia coli CECT 742
Escherichia coli CECT 816
Escherichia coli CECT 4076
Escherichia coli CECT 4267
Escherichia coli CECT 4782
Escherichia coli CECT 4783
Staphylococcus aureus CECT 957

Yersinia enterocolitica CECT 754

Todas las cepas de E. coli se seleccionaron de acuerdo con el fenotipo (0:147 H:7). El

resto son cepas patégenas conocidas segun la CECT (Coleccion Espariola de Cultivos
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Tipo), excepto Enterococcus, las cuales fueron seleccionadas como cepas bacterianas
acido lacticas (LAB).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto bactericida in vitro del aditivo de la invencién ECOBIOL (B.

amyloliquefaciens CECT 5940) frente a diferentes bacterias patégenas.

Patdégeno Medio de cultivo Halos de inhibicion

pH85 | pH6.20
E.faecalis CECT 4176 MRS - -
E. gallinarum CECT 970 MRS - -
E. faecium CECT 4515 MRS - -
B.amyloliquefaciens CECT 5940 TSB - -
E.coli CECT 352 NB + +
E. coli CECT 504 NB + +
E. coli CECT 728 NB + +
E. coli CECT 735 NB + +
E. coli CECT 742 NB + +
E. coli CECT 816 NB + +
E. coli CECT 4076 NB + +
E. coli CECT 4267 NB + +
E. coli CECT 4782 TSB + +
E. coli CECT 4783 TSB + +
S.aureus CECT 957 NB - -
Y.enterocolitica CECT 754 NB + +

Los resultados ponen de manifiesto que las cepas de E. coli patbgenas, ademas de
Yersinia, se inhiben con el sobrenadante del aditivo ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940).

Esta plenamente demostrado que las cepas patégenas ven inhibido su crecimiento por
las bacteriocinas incluso a pH elevado, teniendo por tanto las bacteriocinas un amplio

espectro de accion.
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Las bacteriocinas no mostraron interacciones positivas con LAB, los efectos sélo son

acusados por las bacterias patdgenas.

3.3 Actividad biocida del aditivo de la invencién ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT

5940) frente a organismos patégenos del género Vibrio.

Las bacterias del género Vibrio son bacterias Gram-negativas encontradas comunmente
en estuarios y aguas marinas, por lo general en climas templados y tropicales. Algunas
especies, como por ejemplo, la especie V. parahaemolyticus, pueden causar
gastroenteritis en humanos. Huéspedes naturales de V. parahemolyticus incluyen
cangrejos, camarones, tortugas, ostras, langostas y peces. La especie V. gastroenteritis

es a menudo asociada con la infeccion en camarones.

Estudio recientes han relacionado al patégeno V. parahemolyticus con la EMS también
conocida como AHPNS (acute hepatopancreatic necrosis sindrome) patologia causante
de altas mortalidades de los camarones que ha producido ya pérdidas del orden de 1.000
millones de ddlares en el sudeste de Asia. Un estudio realizado por Donald Lightner
(Universidad de Arizona) ha encontrado que esta bacteria infectada por un fago produce
una toxina que afecta al 6rgano digestivo del camarén, el hepatopancreas produciendo la

muerte de la practica totalidad de los animales cultivados a edades muy tempranas.

Para demostrar el efecto bactericida del aditivo de la invencibn ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) sobre las bacterias del género Vibrio, particularmente
sobre las especies V. parahaemolyticus CECT 511 y V. harveyi CECT 525, se utilizé la
técnica del halo de inhibicion. Brevemente, después del cultivo del aditivo que comprende
B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL), extractos libres de células de B.
amyloliquefaciens se obtuvieron por centrifugacion y se usaron para probar el efecto
bactericida de dicho sobrenadante sobre las cepas de Vibrio arriba mencionadas,

mediante la técnica de halo de inhibicion.

Las dos cepas fueron crecidas en medio Nutrient Broth (Biokar) suplementado con un 3%
v/v de NaCl, e incubadas en agitador orbital a las temperaturas recomendadas en cada

caso por la CECT durante 16 horas.

Los resultados ponen de manifiesto que los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de
ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940), segun se ha descrito previamente,
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mostraron halos de inhibicion alrededor de las trazas realizadas sobre cultivos de la
especie patégena V. parahemolyticus CECT 511, pero no, frente a los cultivos de V.
harveyi CECT 525. Ademas, los resultados indican que la cepa V. parahaemolyticus
CECT 511, que presenta halo para todos los sobrenadantes recogidos, dichos halos de
inhibicién son mas evidentes tras 24 horas de incubaciéon. Por lo tanto, el sobrenadante
de B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL) contiene algun compuesto, tipo
bacteriocina, que inhibe el crecimiento de Vibrio parahaemolyticus CECT 511. Los
numeros que aparecen en la Tabla 4 indican el diametro del halo de inhibicién en
milimetros correspondientes a cada uno de los sobrenadantes ensayados (ha de tenerse
en cuenta que el pocillo en el que se aplica la muestra tiene un diametro de 6 mm que se

incluye también en el tamafrio del halo).

La capacidad demostrada de B. amyloliquefaciens CECT 5940 para inhibir el crecimiento

de este patégeno, podria ayudar frente al control de la EMS.

Tabla 4. Efecto bactericida in vitro de B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL) frente

a las bacterias patdgenas V. parahaemolyticus

Halo de Inhibicién (mm)
V. parahaemolyticus CECT 511 V. harveyi CECT 525
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2
Control - - - -
7 h (pH 6.4) 9 11 - -
24 h (pH 8.6) 11 13 - -
24 h (pH 6.2) 11 12 - -
48 h (pH 8.6) 9 9 - -
48 h (pH 6.2) 9 8 - -

3.4 Actividad biocida del aditivo ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) frente a

organismos patégenos de las especies Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri.

B. amyloliquefaciens CECT 5940 se incubd en medio TSA, que se ajustd alospHde 5y
8, con el fin de simular las condiciones fisiologicas en el intestino proximal y distal.

Ademas, se evaluaron dos diferentes condiciones de salinidad (0,5 y 3%). Los ensayos
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de actividad (halo de inhibicién) se llevaron a cabo en MHA-1 (Mueller-Hilton agar a 1%
de NaCl), en el que se inocularon los agentes patdégenos y se colocaron los discos
empapados con el probiético. Los resultados se expresaron como inhibicidén (+) o falta de

inhibicion (-).

Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 5. Efecto bactericida in vitro de B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL) frente
a las bacterias patégenas A.salmonicida 'y Y.ruckeri.

Condiciones del cultivo
Patégeno pH NacCl (%)
0.5
A.salmonicida + + - +
Y.ruckeri + + - +

Los resultados (Tabla 5) ponen de manifiesto que a pH 5y 8, asi como en condiciones de
alta salinidad, B. amyloliquefaciens CECT 5940 (ECOBIOL) presenta actividad inhibidora
frente a bacterias patogenas que afectan al salmén y la trucha (A. sa/monicida y Y.

ruckern).

Ejemplo 4. Capacidad de produccién de acidos organicos por B. amyloliquefaciens

CECT 5940 en condiciones de anaerobiosis.

El objetivo del presente ejemplo es evaluar la capacidad de producciéon de acido lactico
del aditivo de la invencion ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) en condiciones
de anaerobiosis autogeneradas. Una vez que B. amyloliquefaciens CECT 5940 llega al
intestino y comienza a crecer, la produccién de acido lactico excretado al lumen del
intestino provoca una acidificacién del medio que resulta en un crecimiento preferencial
de la flora acidéfila, teniendo ésta un efecto beneficioso sobre la salud intestinal. El
crecimiento preferencial de este tipo de microorganismos desplaza a las bacterias
patdbgenas mediante el conocido mecanismo de exclusién competitiva. Por todo lo

anterior el estado sanitario del animal experimenta un fortalecimiento.
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Las condiciones de crecimiento y de cultivo de las cepas de B. amyloliquefaciens CECT
5940 ya se han descrito a lo largo del presente documento. La composicién del medio
experimental es la siguiente:

Semillas de soja micronizada 4%

Jarabe de glucosa 1% (equivalente a 5,1 g/L de azucares reductores)

Extracto de levadura 1%

La composicion del medio descrito arriba imita la proporcién de proteinas y carbohidratos

en el lumen intestinal de los animales.

Cultivos experimentales se llevaron a cabo en botellas de 200 ml cerradas, para evitar la
transferencia de oxigeno al medio de cultivo. El oxigeno disuelto inicialmente en el medio
de cultivo, medido por sonda, era de aproximadamente un 0%, ya que fue eliminado en el
proceso de esterilizacién anterior a la inoculacién. Trazas de oxigeno disponible también
se eliminaron en las primeras fases de crecimiento de microorganismos, por lo tanto, se
crearon las condiciones de anaerobiosis autogenerados (igual que el lumen intestinal de
los animales). Las condiciones de cultivo fueron: cultivos estaticos a 37 °C durante 24

horas.

Los siguientes parametros fueron evaluados en las muestras obtenidas a lo largo de la

fermentacion:

1. CFU/ml: De acuerdo con la técnica de dilucidén de suero y posterior recuento de
colonias en el medio de cultivo adecuado de B. amyloliquefaciens CECT 5940.

2. La produccion de Aacido lactico. Los métodos utilizados fueron
espectofotométricos, y la determinacién de la presencia de NADH a una
absorbancia de A340 en muestras de extracto de fermentacion centrifugados y
libre de células, con los sistemas enzimaticos Boehringer Mannheim.

3. Produccién de acido acético: El método utilizado fue espectofotométrico y la
determinacion de la presencia de NADH a A340 en muestras de extractos de
fermentaciéon centrifugados y libre de células, con sistemas enzimaticos
Boehringer Mannheim.

4. Reductor de consumo de azucares: El método utilizado fue colorimétrico, con el
DNS reactiva, para establecer la cantidad residual de azucares reductores en

medios de cultivo de fermentacion centrifugados.
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Para el calculo de la tasa de produccion de acido se utilizaron formulas apropiadas:

Rendimiento (Y) = gramos de acido/gramos de azucar reductor consumido

Tasa de produccién de &cido (R) = gramos de acido/10° UFC biomasa x hora

Los resultados pusieron de manifiesto la produccién de acido por parte de las cepas de B.

amyloliquefaciens CECT 5940 en las condiciones de anaerobiosis autogenerados.

Tabla 6. Produccién de acido por parte de cultivos de B. amyloliquefaciens CECT 5940

en condiciones de anaerobiosis.

Parametro Y (9/9) R
Acido D-Lactico - -
Acido L-Lactico 0.95 1.80
Acido Acético 0.01 0.01

La mayor parte de la produccion de acido por el metabolismo fermentativo de B.
amyloliquefaciens CECT 5940 da lugar a &acido L-lactico, pero también es capaz de
producir acido acético. La capacidad de conversién de acidos regulados por el pH
intestinal es muy alta. Se puede lograr la misma masa de acidos que las bacterias
asimiladoras de azucares. Tales acidos se pueden utilizar como controladores de pH en
el intestino (bio-control de patégenos) y/o como fuente de carbono y energia disponible.
Ademas, el azucar no convertido en acido es utilizado como biomasa para el crecimiento
de los microorganismos. Esta demostrada capacidad de produccion de acido lactico,
gjerce un efecto de modulaciébn de la flora bacteriana intestinal, beneficiando el
crecimiento de las especies favorables e inhibiendo el crecimiento de patdégenos que

pudieran crecer produciendo infecciones.

Ejemplo 5. Respuesta del crecimiento, morfologia intestinal, hematologia y
composicién corporal de la Tilapia de Nilo (Oreochromis niloticus (L.)) alimentada

con dieta estandar suplementada con los aditivos de la invencién.

En el presente ejemplo se evalua el uso del aditivo de la invencién ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) como probidtico en la tilapia del Nilo. Un total de 120 O.

niloticus (L.) alevines (peso promedio de 9.4 £ 0.3 g) se dividieron en 3 grupos (20
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peces/grupo) por duplicado. El grupo denominado G1 fue alimentado con una dieta basal
como el grupo de control; mientras que los grupos denominados G2 y G3 fueron
alimentados con la dieta basal a la que se le afadi6 el aditvo ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) en los niveles finales a una concentracién de esporas del

mismo de 1x10° y 1x10” u.f.c./kg, respectivamente.

Después de 30 dias de alimentacién, el grupo G2 mostré6 aumentos significativos en el
peso corporal final (FBW, final body weight en sus siglas en inglés) (Figura 8), en el
aumento de peso (WG, weight gain, en sus siglas en inglés) (Figura 8) y la tasa de
crecimiento especifico (SGR, specific growth rate, en sus siglas en inglés) (Figura 8) en
comparacion con los grupos G1 'y G3. Al final del periodo de alimentacién, los grupos G2
y G3 tuvieron aumentos significativos en FBW, WG, SGR (Figura 8A y B) y en la relacion
de eficacia proteinica (PER, protein efficacy ratio, en sus siglas en inglés) en

comparacion con el grupo control (G1) (Figura 8C).

Ademas, el uso de una mayor concentracién de probiético en la dieta de los animales
aumento la altura de las vellosidades intestinales, especialmente en la parte proximal del
intestino. Asi, el grupo G2, presentdé un numero significativamente mayor de células
secretoras de moco (células caliciformes), en las partes proximal y distal del intestino,

que los grupos G3 o G1 (Figura 9A-E).

Los resultados obtenidos, también pusieron de manifiesto que los animales del grupo G2
presentaban una mayor concentracion significativa de linfocitos intra-epiteliales (IEL,
intra-epithelial lymphocytes, en sus siglas en inglés) en el intestino en comparacién con el
grupo control G1, en todas las partes de los intestinos, mientras que el grupo G3
presentaba significativamente mas |IELs que el grupo control G1, pero sélo en la parte

distal del intestino (Figura 9F).

La adicién a la dieta de la tilapia del Nilo del aditivo ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940) no tuvo efectos nocivos sobre el recuento total de eritrocitos ni sobre los
niveles de glucosa, pero si que incrementé el contenido de hemoglobina, los valores del

hematocrito y el recuento total de leucocitos (Figura 10).

La adicidén de alta concentracién de B. amyloliquefaciens CECT 5940 en la dieta de la
tilapia del Nilo (grupo G2) produjo mejores efectos que una menor concentracion de dicho

aditivo (grupo G3) sobre la concentracidn total de proteinas en suero y sobre los niveles
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de globulina. El contenido de proteinas en todo el cuerpo de los animales incluidos en los
grupos G2 y G3 fueron superiores a los niveles de proteinas encontrados en el grupo
control (G1). La mayor concentracion de grasa se registré en el grupo G2, seguido del

grupo G3 y a continuacion el grupo G1 (Figura 11).

En otros experimentos realizados en tilapias cultivadas en presencia de la cepa patégena
A. hydrofila, se observé que los animales que recibieron el aditivo de la invencién
ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) en la dieta presentaron mayor actividad
lisozima (enzima con actividad antibacteriana) en sangre (p<0.05) y un incremento
numérico en el recuento de glébulos blancos. Estos parametros indican una mejor

predisposicion a resistir infecciones.

Estos resultados ponen de manifiesto, por tanto, que la adicion del aditivo ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) a la dieta de la tilapia del Nilo (O. niloticus), muestra un
efecto beneficioso sobre dichos animales, tanto en la potenciacion de su crecimiento,

como de su sistema inmune (inmunoestimulador).

Ejemplo 6. Evaluacién del aditivo de la invencién ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940) y de Gustor BP-70 como promotores de crecimiento en dietas con
harina de pescado o torta de soya para alevines de trucha arco iris (Oncorhynchus

mykKiss).

El objetivo del presente ejemplo es evaluar la adicién a una dieta de alevines de trucha
arco iris (O. mykiss), dos promotores de crecimiento, ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940) y Gustor BP-70, solos o combinados, en el nivel de 0.1%, en dietas a base
de harina de pescado o de torta de soya, sobre el comportamiento productivo, tomando
en cuenta los parametros de crecimiento (ganancia de peso y talla), conversidn de

alimento y supervivencia de dichos animales.

Se utilizaron las facilidades de las instalaciones del Centro de Produccion Piscicola de
Vinchos, situado en el distrito de Canchayllo, perteneciente a la SAIS “Tupac Amaru”, en
el departamento de Junin (Peru). La elaboracion de las dietas experimentales se realizé
en la Planta de Alimentos Balanceados del Programa de Investigacién y Proyeccion
Social en Alimentos, Facultad de Zootecnia, de la Universidad Nacional Agraria La Molina

(Lima, Peru), durante los meses de marzo, abril y mayo del 2012, con una duracién de 60
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dias.

Se instalaron 170000 alevines de trucha arco iris en 30 estanques de 5 x 0.60 metros
(unidades experimentales), con capacidad para 5000 peces cada uno. Se realizaron tres
ingresos, en periodos de 15 dias (réplicas); el primero con peces con peso promedio de
2.2 gy 6.0 cm de talla; a los 15 dias se instalaron peces con un peso promedio 0.15gy
2.25 cm de talla y a los siguientes 15 dias, peces con un peso promedio de 0.08 gy 1.90

cm de talla.

Se formularon dos dietas comerciales, una de ellas a base a harina de pescado (43%) y
otra a base a torta de soya (50%), se utilizd la programacion lineal a minimo coste, segun
las recomendaciones del NRC (1993). A cada dieta experimental se le afiadieron 0.1% de
ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) o BP-70 o la mezcla de ambos, dando lugar
a 8 tratamientos. Cada uno de los tratamientos comprende:

T1: 43% de harina de pescado (HP) y 25 % de torta de soya (TS)

T2:29 % de HP y 50% de TS

T3: HP+ECOBIOL

T4: TS+ECOBIOL

T5: HP+BP-70

T6: TS+BP-70

T7: HP+ECOBIOL+BP-70

T8: TS+ ECOBIOL+BP-70

Los datos de los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico, considerando el
Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA), con la finalidad de expresar las
diferencias entre los tratamientos, mediante el analisis de variancia (ANVA) y diferencias
de los promedios en los parametros evaluados utilizando la prueba estadistica de
DUNCAN .

En la Tabla 7 se muestra la composicion del alimento utilizado y su valor nutritivo.
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Tabla 7. Formulas usadas en las dietas experimentales y su valor nutritivo.

Dieta Basal Harina | Dieta Basal Torta

Ingredientes (%) de Pescado de Soya
Harina de pecado prime 43.00 29.00
Harinilla de trigo 30.10 15.10
Torta de soya, 47 25.00 50.00
Aceite vegetal 1.00 3.00
Aceite semi refinado de pescado 1.92
Sal 0.58 0.66
Premezcla de vitaminas y minerales 0.30 0.30
Antioxidante 0.02 0.02
Total 100.00 100.00

Valor Nutricional Calculado

Proteina total, % 4527 45.00
Fibra, % 2.81 2.78
Grasa, % 7.84 9.60
ED. Truchas, Mcal/kg 3.70 3.70
Lisina, % 3.20 3.15
Metionina, % 1.08 0.95
Cistina, % 0.51 0.59
Arginina, % 2.87 3.1
Histidina, % 1.12 1.14
Leucina, % 3.40 3.45
Isoleucina, % 2.10 2.10
Fenialanina, % 2.02 214
Tirosina, % 1.53 1.60
Treonina, % 1.85 1.85
Triptofano, % 0.55 0.59
Valina, % 2.37 2.41
Met+Cist, % 1.59 1.53
Fen-tir, % 3.53 3.72

Ac Grn-3, % 1.79 1.97
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Dieta Basal Harina | Dieta Basal Torta
Ingredientes (%) de Pescado de Soya
Ac Grn-6, % 0.62 1.61
Fésforo total, % 1.49 1.17
Calcio, % 1.71 1.24
Sodio, % 0.70 0.60
Potasio, % 1.26 1.50
Cloro, % 0.75 0.72
Colina, ppm 2957.75 2846.29
Prot Dig, % 41.80 42.43

6.1 Resultados del peso y de la talla de O. mykiss alimentados con las dietas descritas en

la Tabla 7 junto con los aditivos de la invencion.

Los resultados de los parametros de comportamiento productivo, cuyos valores
corresponden al promedio de tres replicas, se muestra en las Figuras 12 a 16. Los peces
alimentados con las dietas conteniendo mayor porcentaje de harina de pescado como
fuente principal de proteina, mostraron mayor crecimiento en peso y talla comparado con
aquellos que recibieron las dietas conteniendo torta de soya, en un 5.34y 4.77%,

respectivamente; experimentando mayor diferencia los peces de menor tamario.

La adicién de los aditivos ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) o BP-70 o la
mezcla de ambos a las dietas con harina de pescado o torta de soya, no mejoraron
estadisticamente la ganancia de peso y la talla (Figuras 12 y 13). Sin embargo, se
observa una tendencia numérica a un mayor incremento de la talla con las dietas
basadas en torta de soya con la adicion de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940)
o BP-70. Por otro lado, la adicion de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) a la
dieta con torta de soya generd mayor crecimiento del peso y de la talla en los peces mas
pequefios, un 10 y un 16% respectivamente en relacién a la dieta control sin ECOBIOL
(B. amyloliquefaciens CECT 5940) (Figuras 12 y 13).
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6.2. Resultados del consumo de alimento y de la conversidon alimenticia de O.mykiss

alimentados con las dietas descritas en la Tabla 7 junto con los aditivos de la invencidn.

Los resultados indican que no existen diferencias estadisticas en el consumo de
alimentos. Sin embargo, los peces alimentados con las dietas conteniendo harina de

pescado, mostraron tendencia a mayor consumo de alimento (Figura 14).

En relacion a la conversion alimenticia, los peces que recibieron las dietas conteniendo
harina de pescado, mostraron mejor conversion del alimento por unidad de ganancia de
peso, siendo estadisticamente diferente a los peces que recibieron las dietas con torta de
soya. La adicion de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) a la dieta a base de
torta de soya, mejor6 significativamente la utilizaciéon del alimento en el crecimiento de los
peces, siendo mas eficientes en un 4%, comparado con los peces que recibieron la dieta
control de torta de soya (Figura 15). Similar comportamiento se observa en los peces de

diferentes tamanos (réplicas).

6.3. Resultados de supervivencia de O.mykiss alimentados con las dietas descritas en la

Tabla 7 junto con los aditivos de la invencidn.

Los peces que recibieron BP-70 en la dieta a base de torta de soya, lograron menor
mortalidad (2.6%), estadisticamente significativa comparado con aquellos que recibieron
las dietas con harina de pescado (4 %), con o sin la adicion de BP-70 o ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens CECT 5940) a la dieta con torta de soya (3.6%). La supervivencia de

los peces fue muy similar en todos los tratamientos (Figura 16).

Los resultados obtenidos en el presente ejemplo, ponen de manifiesto que las dietas
conteniendo harina de pescado produjeron mayor crecimiento en peso y talla de los
alevines de truchas en relacion a la dieta con torta de soya. Ademas, la adicién de
ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) o BP-70 a las dietas conteniendo harina de
pescado o torta de soya no mejoraron el crecimiento en relacién al peso, aunque si se

muestra una tendencia a un mayor crecimiento en talla en dietas con torta de soya.

La adicion del aditivo ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) a la dieta conteniendo
torta de soya mejord estadisticamente la conversién alimenticia, mientras que la adicion
de BP-70 a la dieta conteniendo torta de soya, redujo significativamente la mortalidad,

logrando mayor supervivencia de los animales.
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Con los resultados mostrados, parece evidente la utilizacion de dietas a base a torta de
soya como fuente de proteina mas la adicion de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT
5940) para reducir el coste de alimentacién debido a un ahorro econdmico por la mayor

eficiencia en las dietas para truchas.

Ejemplo 7. Uso de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940) como agente de

biorremediacion.

La calidad del agua y la gestion de la calidad del suelo es considerado como uno de los
aspectos mas importantes de la acuicultura en estanques. Si bien los parametros de
calidad del agua, tales como oxigeno disuelto, pH, o las concentraciones de amoniaco
afectan a funciones esenciales del cuerpo, el estado del fondo de los estanques y el
intercambio de sustancias entre el suelo y el agua afecta en gran medida la calidad del
agua. La acumulacién de residuos aumentara la demanda de oxigeno por parte de las
bacterias con el fin de realizar su metabolismo y degradar la materia organica,
favoreciendo el desarrollo de zonas anaerdbicas. Estos sedimentos anéxicos se pondran
en contacto con la columna de agua rica en oxigeno, produciendo una alteraciéon de las
condiciones ambientales adecuadas para un desarrollo saludable de los organismos que
habitan en dichos estanques. Ademas, el amoniaco puede difundirse en la columna de
agua no solo como resultado de las excreciones de los peces, sino también después de
la descomposicion microbiana de la materia organica. En condiciones de alta temperatura
y pH, la acumulaciéon de amoniaco puede causar efectos sub-letales como retraso del
crecimiento o la propension a las enfermedades. Por lo tanto, es de importancia clave
para mantener el fondo del estanque en condiciones aerédbicas y evitar que la materia
organica y los limos se acumulen. En este sentido, Bacillus spp. son considerados como
agentes de biorremediacidn, concepto que se refiere a la utilizacién de microorganismos
gue ayudan en el mantenimiento del ambiente del estanque adecuado gracias a la

secrecién de exo-enzimas que descomponen la materia organica.

La finalidad del presente ejemplo es evaluar la capacidad in vitro de ECOBIOL (B.

amyloliquefaciens CECT 5940) como agente de biorremediacion.

En primer lugar se evalué la demanda quimica de oxigeno (DQO), que se define como
una medida de la capacidad del agua para consumir oxigeno durante la descomposicién
de la materia organica y la oxidacién de los productos quimicos inorganicos, tales como

el amoniaco y el nitrito.
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El agua se obtiene de un criadero de peces y se afiadié6 en bandejas (300 cm?). La
profundidad alcanzada por la capa de agua y lodo fue de 5 cm. ECOBIOL (B.
amyloliquefaciens) y otras bacterias probibticas se afadieron en las bandejas de

tratamiento y se evaluaron por duplicado de la siguiente manera:

Tratamiento

Control 500 ml agua

Tratamiento 1 500 ml de agua + B. amyloliquefaciens (ECOBIOL)
Tratamiento 2 500 ml de agua + B. cereus

Tratamiento 3 500 ml de agua + B. licheniformes

Dos valores de DQO se determinaron: 1) soluble y 2) total.

Las medidas de DQO solubles en el sobrenadante se realizaron después de transcurridos
15 min de sedimentacidén tras la homogeneizacién de los medios, mientras que las
medidas de DQO totales se realizaron inmediatamente después de la homogeneizacién.
Las mediciones se llevaron a cabo en el dia O (inicial), el dia 3 y el dia 7. La temperatura

se mantuvo a 25 °C.

Los resultados revelaron que la DQO total se redujo progresivamente en los grupos de
tratamiento, sobre todo en los tratados con ECOBIOL (B. amyloliquefaciens CECT 5940).
Ademas, la capa de agua y lodo se redujo a 4 cm de profundidad. Esto indica unos
niveles mas bajos de residuos, y por consiguiente, mejores condiciones ambientales,
debido a la accion biorremediadora del tratamiento con ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940) (Ver Tabla 8).

De acuerdo con los resultados mostrados, el uso de ECOBIOL (B. amyloliquefaciens
CECT 5940) como agente de biorremediacién puede ayudar a mantener el ambiente del
estanque adecuado favoreciendo asi el crecimiento saludable de los organismos que

viven en él.
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Tabla 8. Resultados de la demanda quimica de oxigeno (DQO) analizados a lo largo del

tratamiento.

DQO mgO./L Inicial 3 dias 7 dias o
Variacion
Soluble Total Soluble Total Soluble Total
Control 89.0 1677.5 <30 1848.5 <30 1873.5 | +10.43%
ECOBIOL 89.5 21455 <30 1602.0 <30 1559.0 | -37.25%
B. cereus 86 2694.0 <30 2143.5 <30 2057.5 | -30.85%
B. licheniformis 955 1692.5 <30 1678.5 <30 1653.5 | -2.35%
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REIVINDICACIONES

Uso de Bacillus amyloliquefaciens, en la cria de animales acuaticos.

Uso segun la reivindicacion 1 caracterizado por que en la cria de animales

acuaticos se utiliza la cepa CECT 5940 de B. amyloliquefaciens.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 caracterizado por que en la cria

de animales acuaticos se utiliza ademas al menos la especie Bacillus cereus.

Uso segun la reivindicacion 3 caracterizado por que en la cria de animales

acuaticos se utiliza la cepa CECT 953 de B. cereus.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por que en la cria
de animales acuaticos se utiliza ademas al menos la especie Pediococcus

acidilactici.

Uso segun la reivindicacion 5 caracterizado por que en la cria de animales
acuaticos se utiliza la cepa CNCM MA 18/5 M de P. acidilactici.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado por que en la cria
de animales acuaticos se utiliza ademas al menos otras especies seleccionadas de

entre cualquiera de las siguientes: B. subtilis y B. licheniformis.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado por que en la cria

de animales acuaticos se utiliza ademas al menos una sal de un acido organico.

Uso segun la reivindicacién 8 caracterizado por que la sal del acido organico se
encuentra preferentemente en una proporcion de entre un 30-70% en peso

humedo, siendo mas preferible una proporcion del 60%.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9 caracterizado por que los
acidos organicos se seleccionan de entre cualquiera de los siguientes: butirico,

propionico, férmico, lactico, citrico, laurico, cuprico, caprilico, caproico o acético.
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20.
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Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 caracterizado por que las
sales de acidos organicos se seleccionan de entre cualquiera de la lista: sédica,

célcica, cuprica o potasica.

Uso segun las reivindicaciones 8 a 11 caracterizado por que la sal del acido

organico es la sal sédica del acido butirico.

Uso segun las reivindicaciones 8 a 12 caracterizado por que en la cria de animales
acuaticos se utiliza una combinacion de las cepas CECT 5940 de B.

amyloliquefaciens y CECT 953 de B. cereus junto con sal sédica del acido butirico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 caracterizado por que ademas,
es capaz de modular la respuesta inmune y ejercer un efecto bactericida frente a

microorganismos patégenos.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 donde los animales acuaticos

son preferentemente moluscos, crustaceos, tilapia, dorada, lubina y salmonidos.

Aditivo para alimentacién de animales acuaticos que comprende la combinacién
de, al menos, dos especies pertenecientes al género Bacillus, seleccionadas de

entre: B. amyloliquefaciens y B. cereus.

Aditivo segun la reivindicacién 16 caracterizado por que comprende la combinacién
de, al menos, la cepa CECT 5940 de B. amyloliquefaciens y la cepa CECT 953 de

B. cereus.

Aditivo segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17 caracterizado por que

ademas puede comprender la especie, P. acidilactici.

Aditivo segun la reivindicacion 18 caracterizado por que comprende la cepa CNCM
MA 18/5 M de P. acidilactici.

Aditivo segun las reivindicaciones 16 a 19 caracterizado por que ademas

comprende al menos una sal de un acido organico.
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28.
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Aditivo segun la reivindicacién 20 caracterizado porque la sal del acido organico se
encuentra preferentemente en una proporcion de entre un 30-70% en peso

humedo, siendo mas preferible una proporcion del 60%.

Aditivo segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 21 caracterizado por que los
acidos organicos se seleccionan de entre cualquiera de los siguientes: butirico,

propionico, férmico, lactico, citrico, laurico, cuprico, caprilico, caproico o acético.

Aditivo segun las reivindicaciones 20 a 22 caracterizado por que las sales de
acidos organicos se seleccionan de entre cualquiera de la lista: sddica, calcica,

cuprica o potasica.

Aditivo segun las reivindicaciones 20 a 23 caracterizado por que la sal del acido

organico es la sal sédica del acido butirico.

Aditivo segun las reivindicaciones 16 a 24 caracterizado por que comprende una
combinacién de las cepas CECT 5940 de B. amyloliquefaciens y CECT 953 de B.

cereus junto con sal sédica del acido butirico.

Aditivo segun las reivindicaciones 16 a 25 caracterizado por que los animales
acuaticos se seleccionan de entre cualquiera de la lista: moluscos, crustaceos,

tilapia, dorada, lubina y salménidos.

Uso de los aditivos de las reivindicaciones 16 a 26 en la cria de animales

acuaticos.

Uso de los aditivos segun la reivindicacién 27 caracterizados por que ademas

actuan como moduladores de la respuesta inmune.

Uso de los aditivos segun la reivindicacién 27 caracterizados por que ademas

presentan accion bactericidas frente a microorganismos patégenos.

Uso de los aditivos segun la reivindicacién 27 caracterizados por que ademas

presentan accion biorremediadora.
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31. Uso de los aditivos segun las reivindicaciones 27 a 30 caracterizado por que los
animales acuaticos se seleccionan de entre cualquiera de la lista: moluscos,

crustaceos, tilapia, dorada, lubina y salménidos.
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