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Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

1.1. SITUACION GENERAL DE LA PESCA Y LA ACUICULTURA.

La produccién mundial de la pesca y la acuicultura suministré alrededor de 142 millones de
toneladas de pescado en 2008, de los cuales 115 se destinaron al consumo humano, segun
datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
(Figura 1). Esto equivale a un suministro per capita aparente de 17 kg, lo cual constituye un
maximo histdérico. La acuicultura aportd a este valor total un 46 %, lo que supone un
incremento constante del 43 % desde 2006, derivandose cerca de 53 millones de toneladas de
pescado de esta actividad (FAO, 2010).

En 2007 el pescado represent6 el 15,7 % del aporte de proteinas animales de la poblacion
mundial y el 6,1 % de todas las proteinas consumidas. El suministro per capita medio anual
aparente de pescado en los paises en desarrollo fue de 15,1 kg y de 14,4 kg en los paises de
bajos ingresos y con déficit de alimentos. En estos paises, donde el consumo de proteinas
animales es relativamente bajo, el pescado aportd el 20 % o mas del total de proteinas,

debido a la dificultad de registrar la pesca en pequefia escala y de subsistencia (FAO, 2010).

Utilizacién del pescado Poblacion (miles de millones)
(millones de toneladas) y suministro alimentario (kg per capita)
120 18

I ~limentacion
I Usos no alimentarios ,—F’_/
100 15

e Poblacion
—— Suministro alimentario
80

&0

40

Figura 1. Utilizacion y suministro mundiales de pescado (FAO 2008).

La produccion mundial de la pesca de captura se ha mantenido relativamente estable en la
Gltima década, con excepcion de algunas fluctuaciones debidas a las capturas de especies muy

susceptibles a fendmenos como EIl Nifio. En 2005, por ejemplo, las capturas totales de las
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Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

especies marinas se redujeron cerca de 1 millén de toneladas. Se estimé en 2008 que
alrededor del 32 % de los caladeros mundiales se encontraban sobreexplotados o agotados.
Ademas, la mitad de las poblaciones mundiales de peces estaban plenamente explotadas,

produciendo capturas en sus limites maximos sostenibles.

Este estancamiento en las capturas se ve compensado con la produccion acuicola. La
acuicultura sigue creciendo mas rapidamente que cualquier otro sector de produccion de
alimentos de origen animal, y a mayor ritmo que la poblacion, esperandose que supere a la
pesca de captura como fuente de pescado comestible (Figura 2). EI suministro acuicola per
capita se ha incrementado desde 0,7 kg en 1970 hasta 7,8 kg en 2008, lo que constituye un
crecimiento medio anual del 6,6 %. Mientras que a comienzos de la década de 1950 la
produccion acuicola (a excepcion de las plantas acuéticas) era inferior al millon de toneladas
anuales, en 2008 ascendio a 52,5 millones de toneladas con un valor de 98 400 millones de
USD (FAO, 2010).

Millones de toneladas

&0

I nimales acuaticos NIP
50 — Moluscos A

Crustdceos
Peces marinos
40— s peces digdromos B
I Feces de agua dulce /
30

20

Nota: NIP = no incluidos en otra parte.

Figura 2. Evolucion de los principales grupos de especies producidos en acuicultura (FAO 2008).

En Espafa, la piscicultura marina se empez6 a desarrollar a partir de los afios 80 con el
cultivo del rodaballo en el Cantabrico y Galicia y, lubina y dorada en el Mediterraneo y zona
Sur-Atlantica. A pesar de tener una historia relativamente reciente, la piscicultura marina se
ha caracterizado desde sus inicios por la busqueda de nuevas especies susceptibles de ser
producidas industrialmente. Se han emprendido numerosas investigaciones dirigidas a

conocer las opciones de cultivo de un gran numero de especies, estudiandose en el area
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mediterranea, las posibilidades de mas de treinta especies (Divanach, 2003). A pesar de estos
estudios, la lubina (Dicentrarchus labrax) y la dorada (Sparus aurata) siguen dominando la
acuicultura marina en Espafia, sin embargo, el rapido crecimiento de la produccién y la
saturacion del mercado de estas especies ha propiciado la busqueda de nuevos candidatos para
la acuicultura marina (Cafavate, 2005), como el lenguado senegalés, Solea senegalensis
(Kaup, 1858).

1.2. BIOLOGIA DE Solea senegalensis.

El lenguado senegalés, Solea senegalensis, es un pez plano de la familia de los Soleidos, en el
orden de los pleuronectiformes. S. senegalensis se distribuye por la costa Oeste africana y la
costa europea del Atlantico y Mediterraneo Occidental. Se trata de una especie de alto valor
comercial que tradicionalmente se ha cultivado de forma extensiva en Espafia y Portugal
(Dinis et al., 1999). S. senegalensis es un pez plano, con el cuerpo ovalado y asimétrico
(Figura 3). Tras la metamorfosis los dos ojos se sitian en el lado derecho. El pedunculo
caudal estd unido al ultimo radio de la aleta dorsal y de la anal por una membrana muy baja.
La coloraciéon de la cara ocular es generalmente gris parduzca con numerosas manchas
azuladas, mientras que la cara ciega presenta una coloracién mas clara. La aleta pectoral de la
cara ocular es de color negro, lo que lo distingue de S. solea, que posee una mancha negra en

la parte posterior de esta aleta (flecha roja).

Figura 3. Detalle de la morfologia de ejemplares adultos de S. senegalensis (A) y S. solea (B).

Es una especie gonocdrica y la maduracion sexual se alcanza con una talla de 30 cm (Dinis 'y
Reis, 1995). El desove se realiza en primavera y otofio. Los huevos son pelagicos y las larvas,
al eclosionar, dependen de sus reservas endogenas durante los dos primeros dias, tras los

cuales inician la alimentacién exdgena a base de rotiferos. Las larvas se caracterizan por
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mostrar un estdbmago incipiente y un intestino mas desarrollado. Hasta alcanzar el estado

juvenil no presentan un digestivo completamente desarrollado (Ribeiro et al., 1999).

Se trata de una especie bentonica que habita en fondos de arena y fango entre los 1 y 100
metros de profundidad. Alcanzan una talla de hasta 60 cm, aunque comunmente suele oscilar
en torno a los 45 cm. Los adultos se alimentan de invertebrados como poliquetos, moluscos

bivalvos y pequefios crustaceos.

1.3. EL CULTIVO DE S. senegalensis.

El lenguado senegalés no es una especie cuyo estudio se haya iniciado recientemente, ya que
desde finales de los afios setenta ha sido objeto de interés en la Peninsula Ibérica. Sin
embargo, los estudios sobre el cultivo de esta especie han sido escasos durante la mayor parte
de este tiempo. Ademaés de esto, el lenguado presenta una mayor complejidad técnica que
otras especies ya implantadas, como la dorada o la lubina, por lo que al intentar aplicar las
técnicas que han dado buenos resultados en estos cultivos no se han obtenido los resultados
esperados. Sélo durante los ultimos afios se estd avanzando en todos los niveles
(reproduccion, nutricion, patologia, etc.) lo suficiente como para solucionar los problemas que

existen en el desarrollo de la acuicultura de esta especie.

Los principales problemas para la incorporacion de nuevas especies a la acuicultura suelen ser
debidos a dificultades tecnoldgicas, como obstaculos para desarrollar en cautividad alguna de
las etapas de su ciclo bioldgico, o a un escaso valor de mercado. En el lenguado senegalés no
existen estos problemas, ya que actualmente se tienen los conocimientos necesarios para
completar su ciclo bioldgico en cautividad y posee un alto valor comercial. Sus problemas
estdn mas relacionados con la falta de un manejo de cultivo adecuado, debido al escaso
conocimiento de sus necesidades fisioldgicas, lo que se traduce en una baja replicabilidad en

los resultados de las investigaciones y en brotes de patologias durante el cultivo.

La reciente disponibilidad de alevines en nimero y calidad suficientes, y la buena expectativa
comercial del lenguado ha hecho que un nimero de empresas cada vez mayor decidan llevar a
cabo cultivos de engorde. Los resultados obtenidos son muy diversos, pero se puede afirmar
que afio tras afio hay un incremento en la cantidad de lenguado de piscifactoria presente en el

mercado nacional.
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1.3.1. Evolucion del cultivo de S. senegalensis.

Durante la década de los 70 el lenguado concentro el interés de muchos investigadores y fue
objeto de numerosas experiencias. A finales de los 80 este interés se redujo, abandonandose
esta linea de trabajo a favor de otras especies como la lubina. Este abandono se debié a los
pobres resultados obtenidos, incapaces de resolver los problemas relacionados con la
alimentacion y la reproduccién. En este momento no existian las técnicas necesarias para que
el cultivo del lenguado fuese econdémicamente rentable, ya que aunque se consiguieron
resultados de crecimiento aceptables era necesario emplear ingredientes demasiado caros para
su alimentacion y la mortalidad y dispersion de tallas eran muy elevadas. En lo referente a la
reproduccion, se seguia dependiendo de las capturas del medio natural para disponer de un
namero suficiente de individuos. A estos problemas habia que afiadir otros, relacionados con
las numerosas patologias que afectaban al lenguado.

En los afios noventa el mercado de dorada y lubina se encontraba saturado debido al rapido
crecimiento en la produccién de estas especies. La necesidad de ampliar el mercado
desencadend en la busqueda de nuevas especies para la acuicultura, entre cuales se encontraba
el lenguado senegalés. Inicialmente el cultivo intensivo del lenguado senegalés solamente fue
considerado en las zonas en las que tradicionalmente se cultivaba de forma extensiva,
principalmente el area Sur-Atlantica peninsular (Drake et al., 1984). Los primeros estudios,
realizados por empresas y centros de la zona, tenian como objetivo la reproduccion en
cautividad de la especie. Gran parte de estos estudios fracasaron y durante afios la mayor parte
de estos centros fueron incapaces de conseguir puestas en cautividad. A pesar de esto, Dinis et
al (1999) describen la obtencion de un namero significativo de puestas, de forma estable

durante un periodo de cuatro afios consecutivos.

A pesar de los pobres resultados obtenidos por otros centros, en las instalaciones del CIFPA
“El Torufio” (IFAPA, Junta de Andalucia), se ha conseguido desde el afio 1991 obtener un
abundante nimero de puestas de forma continuada. Esto ha permitido que, gracias a la
distribucion de huevos fertilizados y larvas, cada vez mas empresas desarrollen las técnicas

necesarias para la cria larvaria del lenguado.

Hasta la fecha el interés en esta especie se reducia casi exclusivamente a Andalucia, pero en

2002, con la aprobacion del Plan Nacional para el cultivo del lenguado, promovido por la
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Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR), el interés por el cultivo del
lenguado se trasladé a otras regiones de espafiolas. Este plan también ha servido para
financiar un nimero importante de investigaciones y proyectos desarrollados por empresas
privadas y por distintos Centros de Investigacion (CICEM EI Torufio, Cadiz; CIFA Agua del
Pino, Huelva; Instituto Espafiol de Oceanografia-IEO, Murcia, Santander y Vigo; Instituto
Galego de Formacion en Acuicultura-lIGAFA, Pontevedra, entre otros). Este esfuerzo
investigador ha permitido controlar la reproduccion en cautividad, cria larvaria y engorde,
aunque con eficiencias muy diferentes (Dinis et al., 1999; Flos et al., 1995; Rodriguez et al.,
1995; Imsland et al., 2003; Cafiavate, 2005).

1.3.2. Situacion actual del cultivo de S. senegalensis.

A pesar de los importantes avances que se han conseguido y del aumento en la produccién
anual, siguen existiendo diversos problemas en el cultivo del lenguado senegalés que impiden

gue sea una especie totalmente consolidada.

Durante afios la escasez de huevos fertilizados ha limitado el desarrollo del cultivo de Solea
senegalensis puesto que la mayoria de los centros, a excepcion de CIFPA “El Torufio”, no
han sido capaces de conseguir puestas con regularidad a partir de los reproductores
mantenidos en cautividad. Esto es debido al escaso conocimiento que existia a cerca de los
mecanismos que regulan la maduracion y la puesta de esta especie en cautividad y a un
manejo inadecuado. A pesar de no disponer de todos los conocimientos necesarios, el nimero
de instalaciones que consiguen de reproduccion en cautividad del lenguado senegalés es cada
vez mayor. Recientemente, varios centros publicos y privados de Espafia y Portugal obtienen
puestas de forma abundante y estable.

El cultivo larvario del lenguado es un proceso sin complicaciones hasta el inicio de la
metamorfosis, a los 20-21 dias de edad, caracterizado por un rapido crecimiento y bajas
mortalidades (Fernandez-Diaz et al., 2001). Durante esta etapa, las larvas son alimentadas con
rotiferos entre 4 a 6 dias y posteriormente son alimentadas a base de Artemia hasta el destete,
a los 40 o 60 dias de edad. Es en esta fase, durante el cambio a una dieta inerte, cuando
aparece uno de los principales problemas del cultivo, ya que siempre se ha considerado al
destete como el principal cuello de botella en el cultivo del lenguado (Dinis et al., 1999).
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Esta situacién mejor6 con el uso de piensos que incluian hidrolizados de harina de pescado
(Day et al., 1999) y la co-alimentacion con alimento vivo e inerte (Cafiavate y Fernandez-
Diaz, 1999; Ribeiro et al., 2005). Esto ultimo ha hecho descender la mortalidad de las larvas

durante el transito del alimento vivo a inerte.

El engorde del lenguado senegalés se caracteriza por una buena tasa de crecimiento tanto en
los sistemas extensivos en los que tradicionalmente se ha cultivado (Drake et al., 1984), como
en condiciones intensivas (Olmedo et al., 2003; Rodriguez y Souto, 2003). Este crecimiento
también se caracteriza por una elevada dispersion de tallas, lo que obliga a realizar constantes
labores de clasificacion. El engorde bajo condiciones intensivas se realiza con cargas elevadas
y utilizando una amplia variedad de piensos. La talla comercial se alcanza en un periodo

ligeramente superior al afio (Figura 4).

Figura 4. Ejemplares de S. senegalensis en piscifactoria.

La incidencia de patologias, causadas por patdgenos como Photobacterium damselae (Zorrilla
et al., 2003), es el principal factor que en la actualidad limita el engorde del lenguado
senegalés (Padrds et al., 2003; Toranzo et al., 2003; Balcazar et al., 2006). La mayoria de
estas enfermedades son oportunistas y afectan igualmente a otras especies cultivadas. Estas
patologias se ven acentuadas por un mal manejo, como descuidos en las condiciones
higiénicas de los tanques, o altas temperaturas que favorecen el desarrollo de patdgenos. El
control de estas enfermedades normalmente se ha llevado a cabo mediante tratamientos
quimicos. Sin embargo, esto ha causado la aparicion de resistencias a los farmacos y diversos
problemas ambientales derivados de la liberacion de estas sustancias en el medio acuético.
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Recientemente se han realizado estudios sobre vacunacion en el lenguado senegalés (Arijo et
al., 2005), sin embargo, la vacunacién solo ha sido capaz de proteger a los peces durante un
corto periodo de tiempo. Debido a esto, la actividad acuicola demanda otras alternativas que
permitan el control de enfermedades y que, a la vez, sean respetuosas con el medio ambiente
(Garcia de la Banda et al., 2010). En este contexto, los probiéticos resultan una alternativa de
gran interés para mejorar el estado de condicidn de los peces y reducir la incidencia de los

patdgenos en los cultivos (Balcazar et al., 2006).

1.4. LOS PROBIOTICOS EN LA ACUICULTURA.

Los probidticos se han definido tradicionalmente como “un suplemento alimenticio con
microorganismos Vvivos que son capaces de mejorar el balance intestinal del huésped”. Sin
embargo, en los sistemas acuicolas la interaccion entre la microbiota y el huésped no se limita
al tracto digestivo, por lo que hoy en dia esta definicion es mas amplia, incluyendo ademas a
cualquier preparado de microorganismos vivo 0 muertos que ejerzan efectos positivos sobre
los animales y/o el medio en el que se cultivan (Kesarcodi-Watson et al., 2008). El uso de
probidticos en acuicultura se ha incrementado en los Gltimos afios debido a sus efectos
beneficiosos, como son el incremento de las tasas de crecimiento y conversion del alimento,
la disminucion del crecimiento de patdgenos, la mejora del sistema inmune o el aumento de la

tolerancia al estrés (Diaz-Rosales et al., 2009).

Los probioticos han sido usados en las préacticas acuicolas desde hace mucho tiempo, pero en
los ultimos afios se han convertido en una parte integral de las précticas culturales para la
mejora del crecimiento y la resistencia a enfermedades. El rango de probidticos estudiados
para el uso acuicola es mas amplio que en el ambito terrestre. Numerosos suplementos de
probidticos, tanto monoespecificos como multiespecificos, estan disponibles comercialmente
para su uso acuicola. Ademas de beneficios nutricionales y sanitarios, ciertos probiéticos, al
afiadirse al agua, pueden desempefiar un papel importante en la descomposicion de la materia
organica, reduccién de niveles de nitrégeno y fosfatos, asi como el control de los niveles de

amonio, nitritos y sulfuro de hidrogeno (Nayak, 2010).
Numerosos microorganismos han sido identificados como probidticos para las practicas

acuicolas, muchos de ellos, con diferentes modos de actuacion. Hay, sin embargo, algunos

mecanismos de accion comunes en la mayoria de las cepas probidticas. Los probidticos
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ayudan a la conversion del alimento, promoviendo el aumento de peso, y confieren proteccion
frente a patdgenos al competir por los lugares de adhesion, producir &cidos organicos y otros
compuestos como antibioticos o lisozima, ademés de modular la respuesta inmune innata del
pez (Nayak, 2010).

1.4.1. Probidticos en lenguado senegalés.

En el cultivo del lenguado senegalés, el uso de probidticos se remonta a los primeros ensayos
realizados en Japdon con el lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) a comienzos de la
década anterior. Sugita et al. (2002) aislaron cepas bacterianas procedentes del intestino de
larvas y alevines de esta especie que inhibian el crecimiento de P. damselae subsp. piscicida.
Estudios posteriores demostraron que la administracion del preparado comercial Alchen
Poseidon (Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, Clostridium butyricum y
Sacharomyces cerevisiae) incrementaba la resistencia frente al estrés en los ejemplares de

lenguado japonés cultivados en circuito cerrado (Taoka et al., 2006).

En Espafia, recientes estudios han demostrado que diferentes especies del género Shewanella
muestran actividad ante diferentes patdgenos. En concreto, la cepa denominada pdp 11,
identificada como Shewanella putrefaciens, ha demostrado poseer todas las caracteristicas
anteriormente mencionadas in vitro, promoviendo un mayor crecimiento y una mejor

utilizacion de nutrientes en S. senegalensis (Séenz de Rodrigafiez et al., 2009).

Esta bacteria, aislada del mucus de la piel de dorada (Sparus aurata, L.), ha sido estudiada por
sus aplicaciones como probidtico en el cultivo de lenguado senegalés y dorada. Shewanella
putrefaciens ha sido descrita como un microorganismo importante en el deterioro del marisco
almacenado a bajas temperaturas (\Vogel et al., 2005). Sin embargo, las especies del género
Shewanella también han sido aisladas de otros peces marinos como el bacalao y la platija
(Satomi et al., 2006) y de la microfauna intestinal del lenguado senegalés cultivado,
especialmente cuando han sido alimentados con presas vivas (Martin-Antonio et al., 2007).
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1.4.2. Mecanismos de accion de Shewanella putrefaciens.

1.4.2.1. Respuesta inmune

Numerosos estudios han demostrado que la incorporacion de probioticos en la dieta estimulan
la respuesta inmune innata y adaptativa de los peces (Panigrahi et al., 2007; Brunt et al.,
2008; Merrifield et al., 2010). La incorporacion en la dieta de células vivas del probidtico pdp
11 incrementd significativamente estallido respiratorio en los leucocitos de S. senegalensis
después de 60 dias de alimentacion, sin embargo este efecto no ha sido observado en peces
alimentados con dietas suplementadas con otras especies del género Shewanella, como S.
baltica pdp13 (Diaz-Rosales et al., 2009). Por otro lado, las células inactivadas del probiotico
pdp 11 no mostraron in vitro una influencia significativa en los parametros estudiados de la
respuesta inmune inespecifica en dorada, como el contenido en peroxidasa de los leucocitos y
el estallido respiratorio en los leucocitos del rifion cefélico (Salinas et al., 2006). A pesar de
esto, la administracion de células inactivadas del probio6tico pdpll incrementaron la actividad

fagocitica de los leucocitos del rifion cefalico (Diaz-Rosales et al., 2006).

En lo referente a los efectos del probidtico en el sistema inmune adaptativo, el probiotico
pdpll mostro reaccion cruzada frente a anticuerpos especificos sintetizados por especimenes
de lenguado senegalés contra P. damselae subsp. piscicida. (Garcia-Millan et al., 2009). Un
efecto similar ha sido observado por Arijo et al. (2008), quién demostr6 que la administracion
de células vivas de probidticos resultaban en la expresion de anticuerpos de accién cruzada

contra productos extracelulares de Vibrio harveyi.

1.4.2.2. Efectos gastrointestinales

Se ha demostrado que la inclusion en la dieta del probidtico pdpll reduce el nimero de
inclusiones de lipidos dentro de los enterocitos, frecuentemente observadas en individuos de
lenguado senegalés que son alimentados con una dieta control (Saénz de Rodrigéfiez et al.,
2009; Garcia de la Banda et al., 2010). La presencia de estas inclusiones en estas células es
normal durante el proceso digestivo, pero una excesiva acumulacion de lipidos, puede resultar
en alteraciones funcionales de los enterocitos (Olsen et al., 2000). Ademas, la microvilli de
los individuos alimentados con la dieta suplementada con pdpll era mas larga y mas

numerosa (Saénz de Rodrigafiez et al., 2009; Garcia de la Banda et al., 2010). Estos
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resultados concuerdan con los registrados por Merrifield et al. (2010), quienes observaron
microvilli mas larga en el intestino proximal de truchas arcoiris alimentadas con dietas
suplementadas con probidticos, en comparacion con los peces pertenecientes al grupo control.
Estos resultados obtenidos en lenguado senegalés sugieren una mayor funcionalidad de los

enterocitos debida a la administracion de pdpl11.

Diferentes autores han comprobado que la ingesta de probioticos modifica la composicion de
la microbiota intestinal de los peces (Gémez y Balcazar, 2008; Merrifield et al., 2010). Esta
composicion ha sido evaluada en mayor profundidad mediante diferentes métodos,
dependiendo del cultivo, dando como resultado una vision global de la comunidad de
bacterias que habitan en el intestino del pez (Wu et al., 2010). La administracion de pdpll a
especimenes de lenguado senegalés resultdé en una mayor similitud en la microbiota intestinal
entre individuos alimentados con la dieta suplementada con probidtico que aquellos
recibiendo la dieta control (Tapia-Paniagua et al., 2010). Estos resultados sugieren que la
adicion de probidticos puede ejercer una rapida estabilizacion de la comunidad bacteriana
intestinal, incrementando el nimero de bacterias de los género Shewanella y Vibrio (Tapia-
Paniagua et al., 2010). Anteriormente se ha demostrado que el género Vibrio es el grupo de
bacterias predominante en el intestino de los peces planos (Martin-Antonio et al., 2007). Se
ha sugerido que la estabilizacion de la microbiota intestinal por cepas seleccionadas de
probidticos podria ser beneficial para la homeostasis de la microfauna intestinal (Kubota et
al., 2009). En este sentido la administracién del probidtico pdpll podria favorecer esta

homeostasis intestinal en el lenguado senegalés.

1.4.2.3. Efectos en la nutricion

Diferentes estudios han demostrado que el uso de probidticos incrementa la conversion de
alimento, los indices de crecimiento y la ganancia de peso en los peces (Taoka et al., 2006;
Wang et al., 2008). La incorporacién a la dieta de pdpll promueve un mayor crecimiento en
larvas y juveniles de lenguado senegalés en comparacion con las dietas no suplementadas, e
incrementa el contenido de proteina en musculo, sugiriendo que la adicion del probidtico
promueve una mejora en el crecimiento (Garcia de la Banda et al., 2009; Saénz de Rodrigafiez
et al., 2009). Ademas, en los grupos alimentados con pdpl1l disminuia la dispersion de tallas
respecto al grupo control (Garcia de la Banda et al., 2010). Resultados similares se han

obtenido en dorada, indicando que la administracion de este probidtico también promueve el
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crecimiento en otras especies (Varela et al., 2010). Los individuos de lenguado senegalés
alimentados con piensos suplementados con pdpll incrementaron la actividad leucina
aminopeptidasa en el intestino distal respecto a los peces alimentados con la dieta control
(Saénz de Rodrigéafez et al., 2009). Todos estos resultados sugieren una mejora en la
funcionalidad del intestino en aquellos individuos alimentados con pdpl11, lo que conlleva un

mejor aprovechamiento del alimento.

Durante las Gltimas décadas hay un interés en incrementar los niveles de lipidos insaturados
en los peces cultivados. Se ha demostrado que la incorporacion a la dieta de células vivas del
probidtico pdpll incrementa los niveles de acido linoleico en el higado respecto a aquellos
individuos que reciben una dieta control o son alimentados con dietas suplementadas con
células del probidtico liofilizadas (Garcia de la Banda et al., 2010). Estos acidos grasos son
fundamentales para la regulacion del sistema inmune asi como para un correcto desarrollo.
Estos resultados subrayan la necesidad de la utilizacion de células frescas del probidtico
pdpll en lugar de células liofilizadas para conseguir un mejor efecto (Garcia de la Banda et
al., 2010b).

1.4.2.4. Resistencia a enfermedades

Diferentes virus y bacterias han demostrado afectar al lenguado senegalés. En lo referente a
enfermedades viricas, los efectos de los probidticos en la mejora de la resistencia contra virus
no son conocidos aun. En los ultimos afios se ha demostrado que el uso de probidticos
confiere proteccion contra virus, como el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa
(IHNV) (Sealey et al., 2007). Si el probidtico pdpl11 es capaz de mejorar el estado inmune del
pez, podria reducir la susceptibilidad a infecciones virales, sin embargo, es necesario un

mayor estudio para corroborar esta hipotesis.

Diversos estudios han demostrado la habilidad de distintas cepas de bacterias de mostrar in
vitro actividad frente a diversos patégenos, y esto es comunmente usado en la busqueda de
nuevos candidatos a probidticos. Las bacterias patdogenas pueden entrar en el pez por
diferentes rutas (piel, agallas y tracto gastrointestinal), siendo la adhesion a las mucosas un
paso clave en las infecciones por bacterias patdgenas. Por esta razon, la habilidad de adherirse

a las mucosas es considerada como un criterio importante para la seleccion de probidticos,
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debido a la competencia entre la bacteria y el probi6tico por la adhesion a la mucosa (Vine et
al., 2006).

Se ha demostrado que el probidtico pdpll es capaz de inhibir in vitro el crecimiento de P.
damselae subsp. piscicida y algunas cepas virulentas de V. harveyi, V. alginolyticus y V.
anguillarum (Chabrillén et al., 2005). La adhesion in vitro al mucus de la piel y del intestino
del lenguado senegalés de P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi también se ve reducida
(Chabrillon et al., 2005), y la administracion en la dieta del probi6tico pdpll es capaz de
reducir la mortalidad de individuos de lenguado senegalés infectados con P. damselae subsp.
piscicida (Diaz-Rosales et al., 2009; Garcia de la Banda et al., 2010).

1.4.3. Administracion del probiotico pdpl1.

La mayoria de los estudios sobre probidticos tratan sobre los efectos de la incorporacion de
células vivas en la dieta (Vendrell et al., 2008; Merrifield et al., 2010). Sin embargo, también
hay estudios sobre la utilizacién de células muertas o inactivadas (Taoka et al., 2006) y
liofilizadas (Panigrahi et al., 2007; Merrifield et al., 2010). La administracion de células
inactivadas o liofilizadas es mas viable que el uso de células vivas en la industria de la
acuicultura. No obstante, Panigrahi et al. (2005) observaron que el uso de células vivas como
probidtico producia mejores resultados que las células inactivas. Ademas, las dietas
suplementadas con células vivas de pdpll, confieren proteccion contra P. damselae subsp

piscicida, pero no asi las liofilizadas (Garcia de la Banda et al., 2010).

1.4.3.1. Microencapsulacion

Debido a la naturaleza de los probidticos, y para poder colonizar el intestino y conferir algln
beneficio al pez, es necesario que la bacteria sea capaz de llegar a la pared del intestino en
cantidad suficiente y que esta pueda resistir el entorno acido y alcalino que se va a encontrar a
lo largo del tracto digestivo del animal (Annan et al., 2007). Ademas, los procesos como la
incorporacion del probidtico al pienso y las condiciones de almacenamiento van en
detrimento de la viabilidad del probidtico (Rosas-Ledesma et al., 2009). Por esta razon, La
encapsulacion es un método que se ha demostrado efectivo a la hora de incrementar la

viabilidad de diversos probidticos durante su almacenamiento y de protegerlos frente a
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condiciones adversas. Se han desarrollado diferentes métodos para la microencapsulacion de
bacterias. Entre las distintas técnicas, la inmovilizacion de células vivas en cépsulas de
alginato célcico es una opcion frecuentemente utilizada. El alginato presenta la ventaja de no

ser toxico para las bacterias inmovilizadas y esta aceptado como aditivo alimenticio.

El alginato es un polimero aniénico formado por dos tipos de monosacaridos, los dos con un
grupo &cido, el acido gulurénico y el acido manuronico (Silva et al. 2006). En presencia de
calcio, el alginato forma una estructura conocida como "caja de huevos" (Figura 5). En esta
estructura, los iones de calcio actlan como puentes entre los grupos con carga negativa del
acido guluronico. Las cadenas de alginato pueden asociarse en forma multiple, dependiendo

de la cantidad de calcio presente, dando mas rigidez al gel.

2Na-Alginato + Ca’* —  Ca-Alginato + 2 Na*

\w Jx\/\/\\ﬁ,. Q.@cf,
,\/\/\\-*M/

Figura 5. Reaccion quimica entre el alginato y el calcio, y formacion de la estructura de "caja de huevos".

Se ha demostrado que el probidtico pdpll puede ser encapsulado en macrocapsulas de
alginato calcico con porcentajes de encapsulacion por encima del 80% (Rosas-Ledesma et al.,
2009). Este probidtico es inactivado para valores de pH muy acidos, pero su encapsulacion en
microcapsulas de alginato calcico protege a la bacteria de las condiciones acidas del tracto
digestivo de Solea senegalensis. Por lo tanto, la encapsulacion en alginato célcico confiere
proteccion a la bacteria frente a valores de pH acidos; y posteriormente permite la liberacion
de las bacterias en el intestino del pez sin ningln dafio (Morifigo et al., 2008). Ademas, las
macrocapsulas de alginato céalcico conteniendo células vivas de pdpll pueden ser
almacenadas a 4 °C durante un mes, con una supervivencia superior al 90 % (Rosas-Ledesma
et al., 2011). Esto permite una mayor supervivencia del probiético en condiciones de

almacenamiento y facilita su administracion directa a los animales.
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1.5. INDICADORES DE CONDICION EN PECES.

1.5.1. El sistema inmune en los peces.

El tracto digestivo, las branquias y el cuerpo de los peces estan cubiertos de mucus,
convirtiendo estas superficies mucosas en la via de entrada de patégenos y relacionandolas
con la respuesta inmune. Los peces que carecen de escamas, a menudo producen una cantidad
mayor de mucus. Este mucus estd compuesto por multitud de sustancias, como proteasas,
lisozima, citoquininas, etc, encargadas de proteger al individuo frente a la accion de agentes
extrafios. Debido a esto, el intestino resulta un lugar clave para la inmunoproteccion de los
peces y esta afectado por todos los microorganismos que alli se encuentran, sean patdégenos o

no.

Los peces tienen la capacidad de responder a ciertos microorganismos ¢ sustancias que les
son extrafias (antigenos) de forma inmediata con respuestas no especificas (innatas), asi como
con respuestas adaptativas 0 especificas, que requieren un proceso de reconocimiento y
memoria. Ambos tipos de respuesta inmune implican componentes celulares y humorales que
trabajan de forma conjunta, marcando y eliminando dichos microorganismos y sustancias
extrafias. En el caso de los peces se ha observado una mayor intensidad en la respuesta

inmune innata en comparacién con la respuesta inmune adaptativa (Magnadottir, 2006).

Las células encargadas de la inmunidad innata a menudo reconocen estructuras moleculares
comunes en patdgenos o ciertos productos que éstos liberan mediante receptores en la
superficie de las células (Magnadottir, 2006), actuando de inmediato o tras un corto periodo
de tiempo al encontrarse con el antigeno (Watts et al., 2001). Estas células incluyen
macrofagos, neutréfilos y otros granulocitos. Las bacterias encontradas son fagocitadas y
destruidas en el interior de las células a través del estallido respiratorio 6 por medio de
proteasas, lipasas, fosfatasas u otras sustancias con propiedades antimicrobianas (Neumann et
al., 2001). Ademas, los macrdéfagos producen lisozimas, que pueden ser estimuladas por

productos de ciertos microorganismos.
Numerosos factores humorales han sido asociados a la respuesta inmune innata en peces,

como el complemento y las lisozimas (Secombes, 1996). Las interacciones en cascada de

proteinas asociadas al complemento son importantes, tanto en la respuesta inmune innata
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como en la adaptativa. La lisozima, es una enzima encargada de destruir las células
bacterianas al hidrolizar las uniones de los polimeros que forman parte de la pared celular de

las bacterias.

Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa es llevada a cabo por componentes celulares y
humorales y se dirige a antigenos especificos, conservando una memoria. A diferencia de lo
que ocurre en mamiferos, donde esta reaccién es mas rapida al contar con la ayuda de la
respuesta innata, en los peces la respuesta adaptativa puede llevar mas de 15 dias en
manifestarse. Las células y componentes que intervienen son diversos, como los linfocitos B,
neutrofilos y macrofagos, proteinas de membrana receptoras de linfocitos T,
inmunoglobulinas y sistema del complemento. Sin embargo, el factor humoral mas
importante en la respuesta adaptativa son las inmunoglobulinas (Ig) producidas por los
linfocitos B. En teledsteos el principal anticuerpo es la IgM, producida en el suero (Bengten et

al., 2000), aungue también aparecen otras inmunoglobulinas, como la IgD.

El estudio y cuantificacion de las distintas células encargadas de la inmunidad innata del pez,
asi como de los niveles actividad de distintas enzimas, como la lisozima, resultan muy Utiles a
la hora de evaluar el estado inmune del pez. Valores anormales en estos recuentos son
indicadores de enfermedad, de algun tipo de deficiencia nutricional o de un alto estrés en el

cultivo.

1.5.2. Las enzimas digestivas como indicadoras del estado de condicion.

El estudio de la evolucién de las principales actividades enzimaticas digestivas (proteasas,
amilasas, lipasas, etc.) durante el desarrollo del pez puede proporcionar una informacion muy
uatil para evaluar el estado general del cultivo, ya que se ha comprobado que el nivel de
actividad de algunas enzimas acttia como un buen indicador del estado nutricional (Alarcén y
Martinez, 1998). Esta informacion puede emplearse para mejorar la planificacion de las

pautas de alimentacion.

Otra de las utilidades del conocimiento de la fisiologia digestiva de una especie concreta es
gue la informacién obtenida permite realizar comparaciones con otras especies de interés
potencial acuicola, evaluando de esta forma el grado de desarrollo e incluso la posibilidad de

utilizacion de dietas artificiales para reducir los costos de produccion en los criaderos.
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Con este proposito se emplean diversas técnicas bioguimicas y electroforéticas que permiten
conocer de manera detallada y precisa el tipo y niveles de enzimas digestivas presentes en

cada momento del desarrollo de cualquier especie.

1.5.2.1. Proteasas.

Las proteasas (0 peptidasas) son enzimas encargadas de hidrolizar los enlaces peptidicos de
las proteinas. Al ser hidrolasas necesitan moléculas de agua para poder realizar su funcion. Se
encuentran en los organismos vivos y estan implicadas en una multitud de reacciones
fisioldgicas, desde la simple digestion de las proteinas de los alimentos hasta fendmenos

como la coagulacién sanguinea.

La forma més comun de clasificar las peptidasas es en funcion del lugar por donde realizan la
hidrolisis: el extremo de la cadena polipeptidica siendo su objetivo el enlace peptidico
terminal (exopeptidasas) o en una zona intermedia de la cadena (endopeptidasas). Las
proteasas también se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accion, que depende de los
residuos aminoacidicos que constituyen su centro activo.

Dentro de las endoproteasas cabe destacar:

e La pepsina, es una proteasa acida que degrada las proteinas en el estbmago y esta
presente en el jugo gastrico de mamiferos, aves, anfibios y peces. Su pH optimo de
actividad es 1,0.

e La tripsina es una endoproteasa pancreatica que hidroliza los enlaces peptidicos
constituidos por lisina y arginina. La tripsina es producida en el pancreas y secretada
en el duodeno, donde es esencial para la digestion. Su pH optimo se sitla alrededor de
8,0. La tripsina es producida en forma de enzima inactiva (tripsindgeno), y luego es
activada en el duodeno por la enteroquinasa intestinal a tripsina.

e La quimotripsina es una serina proteasa cuyo principal sustrato incluye el triptéfano,
tirosina y fenilalanina. Al igual que muchas proteasas, la quimotripsina también

hidroliza enlaces éster.
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Dentro de las exoproteasas destacan:

e las aminopeptidasas, las cuales catalizan la hidrélisis de los restos aminoacidicos por
el extremo amino de la proteina. Estan presentes en numerosos tejidos de plantas y
animales y entre sus funciones destacan la maduracién de proteinas, la degradacién

terminal de proteinas, la regulacion hormonal y el control del ciclo celular.

1.5.2.2. Fosfatasas acida y alcalina.

Las fosfatasas acida y alcalina catalizan la separacion de fésforo inorganico a partir de fosfato
orgénico. Se encuentran en los epitelios intestinales y en diferentes capas tisulares del
estbmago. Su papel esta relacionado con procesos de mineralizacién de los huesos y de
transporte a través de membrana. Se ha demostrado en mamiferos que la disminucion de
actividad fosfatasa alcalina en las células intestinales puede asociarse a estados de

malnutricion y enfermedad (Alarcén, 1997).
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El lenguado senegalés, Solea senegalensis (Kaup, 1858), es una especie de enorme interés
para diversificar la acuicultura marina debido a la saturacion del mercado con las especies
clasicas. Uno de los problemas para el desarrollo de su acuicultura industrial es la enorme
incidencia de patologias en todas las fases de cultivo, como por ejemplo las causadas por
Photobacterium damselae. El control y tratamiento de estas enfermedades usualmente se
realiza mediante tratamientos quimicos, pero este manejo ha ocasionado la aparicion de
resistencias a los farmacos, asi como problemas ambientales derivados de la liberacion de
estas sustancias en el medio acuatico. Es por ello que la actividad acuicola demanda otras
alternativas que permitan el control de enfermedades y que, a la vez, sean respetuosas con el
medio ambiente. En este contexto, la utilizacion de probioticos supone una alternativa de gran
interés para mejorar el estado de condicion de los peces y reducir la incidencia de patologias

en los cultivos acuicolas.

En peces marinos se ha comprobado la eficiencia de varias especies del género Shewanella
como potenciales probidticos para su uso en acuicultura. En concreto, la cepa denominada
pdp 11, identificada como Shewanella putrefaciens, y aislada de piel de dorada, ha
demostrado incrementar la respuesta inmune, la resistencia frente a patdgenos, y promover
mayores tasas de crecimiento y una mejor utilizacion del alimento en ejemplares juveniles de
S. senegalensis. Todos estos efectos beneficiosos se obtienen cuando se administra la bacteria
en forma viable, pero esta bacteria ha demostrado ser sumamente sensible a la desecacion, por
lo que su administracion con el alimento implica una pérdida importante de su viabilidad. Asi,
para obviar este inconveniente se suelen preparan a diario partidas de pienso en las que se
incorpora la bacteria. Este procedimiento garantiza la administracion de células viables pero

supone un gran inconveniente cuando se quiere aplicar a gran escala.

En la ultima definicidn de “probidtico” para acuicultura propuesta por Merrifield et al. (2010)
se define como tal a una “célula microbiana viva, muerta 6 componente celular que, al ser
administrado via alimentacion 6 en el agua de cultivo, beneficia al huésped, mejorando bien la
resistencia frente a las enfermedades, bien el estado de salud, el crecimiento, la utilizacion de
la dieta alimenticia, la respuesta al estrés 0 el vigor en general, obteniendose al menos en
parte, una mejora en el balance microbiano del huésped 6 del medio que le rodea”. En este
contexto, y dadas las dificultades para mantener viables a las células pdp 11 en el pienso, la
utilizacion de células inactivas podria representar una buena alternativa para obviar este

inconveniente cuando se aplica a escala industrial. No obstante, en lenguado senegalés no
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existe hasta la fecha ningun estudio en el que se evallen los efectos que ejerce este probidtico

sobre el pez cuando se administra de forma inactiva.

Adicionalmente, la microencapsulacion es otra alternativa que ha demostrado ser efectiva
para incrementar la viabilidad de diversos probidticos durante su almacenamiento, y para
protegerlos frente a las condiciones adversas, como las que se presentan cuando las bacterias
son incorporadas a un pienso comercial, o durante su transito por el aparato digestivo. Entre
las distintas técnicas, la inmovilizacion de células vivas en microcapsulas de alginato calcico
es una opcion bastante prometedora para suministrar el probi6tico pdp 11 de forma efectiva
en el cultivo del lenguado senegalés. Aunque se ha desarrollado un método para elaborar
macrocapsulas de 2-3 mm para administrar directamente el probidtico a los peces de forma
independiente del alimento (Rosas-Ledesma et al., 2011), no se ha descrito uno equivalente
que posibilite la elaboracién de microcapsulas (0,1-0,2 mm) que puedan ser administradas en
las fases tempranas del cultivo de esta especie (larvas y postlarvas), o que por su pequefio
tamafo, puedan ser incorporadas directamente durante la elaboracidon del pienso como un

ingrediente mas.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en el presente trabajo se han establecido los siguientes

objetivos:

1- Estudiar los efectos de la administracion oral del probiético pdp 11 inactivo sobre el
crecimiento, el estado inmune inespecifico y la fisiologia digestiva de juveniles de

lenguado senegalés

2- Desarrollar un protocolo para elaborar microcapsulas con el probidtico Shewanella
pdp 11 que lo mantengan viable durante su almacenamiento, y tras la exposicién a

condiciones gastrointestinales de pez
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3.1. EVALUACION IN VIVO DEL EFECTO DEL PROBIOTICO INACTIVO SOBRE
EL CRECIMIENTO Y LA FISIOLOGIA DE JUVENILES DE LENGUADO
SENEGALES.

3.1.1. Acondicionamiento del laboratorio humedo.

Para realizar el bioensayo se instald, en el laboratorio himedo de la Escuela Politécnica
Superior de la Universidad de Almeria, un sistema con 10 tanques experimentales de 0,25 m?
y 44 L de capacidad, con recirculacion de agua y control de temperatura (Figuras 6 y 7). El
sistema consta de dos tanques de reserva, uno de 300 L y otro de 400 L. Se incluyeron
también lamparas ultravioleta, con el fin de eliminar posibles patdgenos, filtros biologicos

para el control del amonio y un filtro fisico para la retencion de residuos sélidos.

Figura 6. Detalle del laboratorio himedo. (A)Tanques experimentales, (B) lampara de ultravioleta y (C) filtro

bioldgico.
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La oxigenacion se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento, mediante un soplante
y difusores que suministraban el aire a cada uno de los tanques experimentales y a los tanques
de reserva. Se establecié un fotoperiodo 12h:12h (luz: oscuridad), con iluminacion poco

intensa y luz verde.
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Figura 7. Sistema cerrado utilizado para el ensayo de alimentacion con ejemplares juveniles de S. senegalensis.
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3.1.2. Cultivo del probiético.

La cepa de bacteria utilizada en el estudio es Shewanella putrefaciens (pdp 11) que es un
bacilo perteneciente a la familia Alteromonadaceae que ha sido utilizada previamente con
éxito como probiotico en peces marinos (Diaz-Rosales et al., 2006; Garcia de la Banda,
2011).

El aislado bacteriano se cultivé en tubos de ensayo con 5 mL de caldo de triptona de soja
(TSB) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido) con 15 g/L NaCl por un periodo de 18 horas a
22 °C y en agitacion continua. Posteriormente, diluciones apropiadas del cultivo liquido se
distribuyeron en placas de agar con triptona de soja (TSA) (Oxoid) y 15 g/L NaCl utilizando
un hisopo de algodon estéril. Seguidamente las placas fueron incubadas a 22 °C durante 24 h.
Las suspensiones bacterianas se prepararon tras raspado de células de las placas con un
portaobjetos estéril para obtener la masa bacteriana y, posteriormente, se afiadié una solucion
de cloruro sédico estéril (15 g/L). EI numero de células bacterianas por mL se cuantificd por
recuento en placa tras efectuar las diluciones apropiadas. Seguidamente, la suspension
bacteriana se inactivé por calor a 80°C durante 4 horas, se centrifugd por 15 min a 2000 rpm,
y se liofilizd. El preparado de bacterias probidticas asi obtenido se almacend a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.1.3. Preparacion de los piensos experimentales.

Con el proposito de evaluar qué efecto ejercen la administracion oral del preparado anterior
en los juveniles de lenguado senegalés se prepararon cuatro piensos experimentales que

incluian concentracidn crecientes del probidtico de bacterias pdp 11 inactivas.

Las proporciones de probidtico ensayadas fueron 0,5, 1, 2,5 y 5% de inclusién en el pienso
(p/p en base seca). La formulacion y composicion de los piensos experimentales se detallan
en las Tablas 1 y 2. Adicionalmente se prepar6 un pienso control al que no se afiadio el
liofilizado de bacterias inactivas. Los cinco piensos experimentales elaborados eran
isoenergéticos (15-16 mJ/kg pienso), isoproteicos (54-55%) e isolipidicos (11-12%).
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Tabla 1. Formulacion de los piensos experimentales utilizados en el ensayo.

Ingrediente Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5
Harina de pescado LT 66,1 65,7 65,2 63,9 61,8
Liofilizado de pdp 11 inactivo 0,0 0,5 1,0 2,5 50
Harina de calamar 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Hidrolizado de pescado CPSP90 50 50 50 50 50
Concentrado de soja 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de pescado 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6
Enriquecedor de lipidos 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Lecitina de soja 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Maltodextrina 11,3 11,2 11,2 11,0 10,5
Carboximetil celulosa 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Cloruro de colina 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Premezcla de vitaminas y minerales 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Goma guar 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Alginato 15 15 15 15 15

Los resultados se expresan en % peso/peso en base seca. Los ingredientes fueron obtenidos a través de un
proveedor local.

Tabla 2. Composicion quimica de los piensos experimentales utilizados en el ensayo.

Macronutriente (%) Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5
Proteina cruda 51,72 51,83 50,25 52,32 52,72
Extracto estéreo 6,87 6,82 7,12 7,67 7,05
Fibra 0,85 0,52 0,66 1,98 0,72
Cenizas 12,87 12,72 12,33 12,98 12,89
Carbohidratos 27,69 28,11 29,64 25,05 26,62

Los valores se expresan en % peso/peso en base seca.
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3.1.4. Aclimatacién y manejo de los peces.

Para la evaluacion nutritiva se dispusieron 8 lenguados de 40 gramos de peso medio por
duplicado para cada tratamiento. Los peces fueron aclimatados durante 1 semana a las nuevas
condiciones de temperatura y salinidad del acuario, siendo alimentados 1 vez al dia con

pienso comercial.

Una vez iniciado el experimento, los peces fueron alimentados tres veces al dia, a las 9:00 h,
14:00 h y 17:00 h, con cada pienso experimental. La cantidad de alimento administrado se
ajusté a un 2% de la biomasa de cada tanque. Cada 15 dias, los peces fueron pesados
individualmente (Los ejemplares se identificaron con marcas de tinta en el lado ciego para
poder hacer un seguimiento individual de cada individuo durante todo el experimento), previo
ayuno de 24 horas, ajustandose el nivel de alimentacién a la biomasa existente en cada

momento en el tanque.

3.1.5. Toma de muestras.

Al inicio del experimento se procedié a tomar una muestra al azar de 5 peces que fueron
medidos y pesados, con una balanza de precisiéon (0,1 mg), tanto enteros como eviscerados,
para la determinacion de diversos pardmetros zootécnicos. Al final del experimento se
sacrificaron todos los individuos supervivientes, a los que se les realizaron las mismas

medidas.

Se tomaron muestras de sangre, para determinar el valor de hematocrito, y muestras de
plasma sanguineo para cuantificar los niveles de inmunoglobulina total, las actividades
antitripsina en plasma y suero, las actividades fosfatasa alcalina, lisozima y bactericida, asi

como los niveles de colesterol y triglicéridos.
Para la toma de muestras y medidas, tanto al inicio como al final del experimento, asi como

para la obtencion de las muestras de sangre y plasma, los peces fueron sacrificados
cumpliendo la directiva del Consejo 86/609/CEE.
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3.1.6. Determinacion de parametros zootécnicos.

A partir de todos los pesos y longitudes determinados en el apartado anterior se estimaron los

siguientes pardmetros zootécnicos:

Tasa de crecimiento especifico (SGR)

Este parametro se calcul6 utilizando la formula que se detalla a continuacion:

SGR (%) = (Ln (peso final) — Ln (peso inicial) / dias) x 100

Mediante esta expresién se asume que el crecimiento en peso se ajusta a una funcién
exponencial. El valor obtenido expresa el incremento porcentual en peso por dia a lo largo de
todo el periodo experimental.

Esta tasa resulta Gtil para comparar crecimientos en periodos de tiempo relativamente cortos
(Engrola et al., 2007).

Tasa de crecimiento absoluto (AGR)

Esta tasa indica el incremento medio de peso durante un periodo de tiempo, aunque no da
informacion de como se producido este incremento. Este parametro se estimo utilizando la
siguiente ecuacion matematica:

AGR (g/dia) = (peso final — peso inicial) / dias

Factor de condicion (K)

El factor de condicion (K) permite evaluar si los individuos crecen de forma proporcionada, o
si por el contrario sélo se esta produciendo un aumento de peso sin aumentar la talla del pez.
Esto es debido al incremento de tamafio del higado y algunos tejidos, cuando hay un consumo
energético elevado. Por el contrario cuando existe un aporte energético deficiente el factor de

condicion se reduce. Dicho parametro se calcula segun se detalla a continuacién:

K (%) = (peso final / longitud final 3) x 100
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Indice viscerosomatico (I1V)

Este indice muestra si existe una correcta proporcion entre el tamafio del digestivo y el

tamario del pez.

IV (%) = (peso del digestivo / peso del individuo) x 100

indice hepatosomatico (IH)

Indica si existe una correcta proporcion entre el tamario del higado y el tamafio del pez.

IH (%) = (peso del higado / peso del individuo) x 100

indice de conversion de pienso (IC)

IC = gramos de pienso suministrados / incremento de biomasa

Al no poder determinar con exactitud la cantidad de alimento ingerido, se usa la cantidad de
alimento suministrada para calcular el indice de conversion. Este indice da una idea del
aprovechamiento del alimento, al indicar los gramos de alimento inerte suministrados por

cada gramo de biomasa incrementada por el pez.

Ratio de eficiencia proteica (PER)

Este indice muestra que cantidad de la proteina suministrada es utilizada en incrementar la

biomasa del pez.

PER = incremento de biomasa / g de proteina ingerida

Longitud intestinal relativa (LIR)

Este coeficiente indica la relacion entre la longitud del intestino y la longitud del pez. Se

determina con la siguiente expresion:
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LIR (%) = (longitud del intestino / longitud corporal) x 100

3.1.7. Analisis del estado inmune inespecifico de los peces.

Inmunoglobulinas totales

La concentracion de inmunoglobulinas totales se cuantific6 mediante precipitacién con
polietilenglicol (PEG). En primer lugar se determind el contenido de proteina de las muestras
de plasma. La proteina total soluble en las muestras se cuantific con el método de Bradford
(1976), utilizando una recta patrén preparada a partir de una solucion madre de seroalbdmina
bovina (Lmg/mL). Para ello se afiadieron por triplicado 5 yL de la muestra mas 200 uL del
reactivo Bradford. Para el blanco, se utilizaron 5 puL de agua destilada en lugar de las
muestras de plasma. La absorbancia se registré a 595 nm en un lector de placas de ELISA
(Thermo). Seguidamente, se mezclaron 100 puL de cada muestra de plasma con un volumen
igual de una solucion al 12 % de PEG (10,000 MW, SIGMA). La mezcla se incub6 durante 2
horas, durante las cuales precipitaron las moléculas de inmunoglobulinas, y posteriormente se
centrifugd el conjunto a 5000 g y 4° C. El sobrenadante se diluy6 50 veces con NaCl (0,85 %)
y se determind el contenido de proteina. Los niveles de inmunoglobulinas totales se
calcularon por diferencia entre la concentracion de proteina en las muestras de plasma sin
tratar y la concentracion en las mismas muestras incubadas con PEG, siendo los resultados

expresados en mg/mL.

Actividad antitripsina

Para determinar los niveles de actividad antitripsina en suero y plasma, en primer lugar se
estandarizd la reaccion utilizando un micrométodo con el propoésito de establecer la
concentracion de tripsina porcina necesaria a utilizar durante el ensayo de inhibicién (que
produjese un incremento lineal de absorbancia de 0,5 en 10 min de ensayo). Para el ensayo de
inhibicion se afiadieron por triplicado 5 pL del suero o plasma sanguineo (convenientemente
diluido a 1/10 ¢ 1/20, v/iv) y 20 uL de la solucion de tripsina con la dilucion previamente
establecida. Se dejo incubar la mezcla a temperatura ambiente 1 hora, transcurrida la cual a
los blancos se les afiadié 200 pL del tampdn Tris-HCI 50 mM pH 8,1 sin sustrato y al resto de
pocillos 200 pL del sustrato tamponado (BAPNA 0,5 mM, Sigma-Aldrich), procediendo a

leer la microplaca en continuo a 405 nm en un lector de placas de ELISA (Thermo). La
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actividad antitripsina se expreso en porcentaje respecto al valor obtenido en el ensayo control

realizado en ausencia de muestra de suero o plasma.

Actividad fosfatasa alcalina

La actividad fosfatasa alcalina se cuantifico siguiendo la metodologia descrita por Bergmeyer
(1974). Como sustrato se utilizé una solucion al 2% de 4-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich,
Madrid) preparado en tampon dietanolamina 1M con MgCl, ImM a pH a 9,8. A 10 uL de
plasma sanguineo (diluido 1/3, v/v) se le afadieron @00de sustrato tampona do por
triplicado, y se registro en continuo el incremento de absorbancia a 405 nm. La actividad se
expresé en U/mL utilizando para su céalculo como coeficiente de extincion molar del p-

nitrofenol un valor de 16600 M/cm.

Actividad lisozima

La actividad lisozima en suero se determind mediante la lisis de un preparado inactivo de la
bacteria Gram positiva Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich). Como enzima de
referencia se utilizé lisozima de clara de huevo (Sigma, Aldrich, 1 mg/mL). Brevemente, 20
uL de la lisozima comercial convenientemente diluida o de la muestra de suero sin diluir se
colocaron en una placa de 96 pocillos por triplicado. A continuacion se afiadieron 175 pL de
la suspension de bacterias (0,7 mg/mL en PBS pH 5,8). Las mezclas resultantes se agitaron, y
se cuantifico la disminucion de la densidad optica a 540 nm durante 30 min (realizando
medidas cada 5 minutos). En todos los ensayo se incluy6 un set de 3 pocillos en los que la
muestra de suero se sustituy6 por PBS y un blanco consiste en 175 pL de PBS. Una unidad de
actividad lisozima se expresdé como la cantidad de enzima que produce una reduccién de la

absorbancia a 540 nm de 0,001/min.

Actividad antimicrobiana

Para cuantificar la actividad bactericida, se realizo un cultivo estandarizado de la bacteria
patdgena Aeromonas hydrophila (CECT 398) en caldo de triptona de soja (TSB), incubandolo
durante 24 h a 30 °C. El caldo de cultivo se centrifugd, se lavo con solucién salina y se
resuspendié en tampdén PBS a pH 7. La suspension bacteriana se diluyd convenientemente

con PBS para obtener un total de 10 células en 5 pL. A continuacion, 20 pL de suero se
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incubaron con 5 pL de la suspension bacteriana anterior durante 60 min a 25°C. En el ensayo
control, el suero se remplaz6 por un volumen equivalente de tampon PBS. A continuacion se
realiz6 un recuento de células viables en placas con medio agar de triptona de soja (TSA).
Brevemente, se agitdé vigorosamente la mezcla, tomando posteriormente 10 L para hacer
diluciones seriadas en tubos Eppendorf con 90 pL cada uno de ellos de NaCl 0,85%. Se
prepararon diluciones hasta 102, Se tomaron triplicados de 10 pL de cada dilucién que se
Ilevaron a 2 placas de Petri con medio de cultivo, en las que se habian rotulado 6 cuadrantes
por placa correspondientes a las 12 diluciones realizadas. Se incubaron a 22°C durante 24
horas, para observar el crecimiento microbiano en cada dilucidn. Finalmente, se efectud el
recuento en aquella dilucién en que el nimero de colonias (UFC) estuvo comprendido entre 3

y 30 por cada gota dispensada y dilucion. Los resultados se expresaron como log;oUFC

3.1.8. Analisis de otros parametros sanguineos.

Hematocrito
Para determinar el hematocrito se colocd sangre heparinizada fresca en un capilar de
microhematocrito. El capilar se centrifugd durante 5 minutos a 12 rpm en una centrifuga para

micro hematocrito. El valor del hematocrito se calculé con la siguiente expresion:
Hematocrito (%) = (L,/ L1) x 100

Donde L2 es la longitud del capilar ocupada por glébulos rojos sedimentados y L1 la longitud

total que ocupa la sangre en el capilar.

Triglicéridos

El andlisis se llevo a cabo por medio del kit comercial Spinreact, cdédigo 1001311, 10x20,
adaptado a microplaca de 96 pocillos. Los triglicéridos son hidrolizados a glicerol y acidos
grasos por medio de la lipasa, el glicerol formado es fosforilado por medio de adenosin
trifosfato (ATP) produciendo glicerol-1-fosfato y adenosin difosfato (ADP) en una reaccion
catalizada por la glicerol kinasa. EI ATP se cataliza de nuevo, junto con piruvato, al
reaccionar el ADP anterior con fosfoenol piruvato, por medio de la piruvato kinasa.
Finalmente el piruvato es reducido a lactato por medio de una oxidacién equimolar de NADH

en presencia de lactato deshidrogenasa. EI NADH presenta un maximo de absorbancia a 340
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nm, asi la variacion en la absorbancia, medida a esta longitud de onda, es directamente
proporcional a la concentracion de triglicéridos de la muestra. Para la solucion reactiva se
reconstituyo respectivamente un vial de reactivo A y otro de reactivo B con 10 y 2 mL de
agua destilada. Se mezclaron 10 mL de reactivo A por cada 0,25 mL de reactivo B para
obtener el reactivo de trabajo. El kit trae un estandar de 200 mg/dL que, mediante sucesivas
diluciones con agua destilada, permite preparar una recta de calibrado en el rango de 0 a 200
mg/dL. En la microplaca se aplicaron 10 uL de plasma por duplicado y los esthdares (0, 25,
50, 100 y 200 mg/dL) por triplicado. Seguidamente se afiadieron 200del reactivo de
trabajo, y la placa fue sellada con parafilm e incubada a 37°C durante 5 minutos.
Posteriormente se midié la absorbancia a 490 nm. El ensayo es lineal en el rango de

concentracion de 0 a 200 mg/mL.
Colesterol.

El analisis se llevd a cabo por medio del kit comercial Spinreact, codigo 41021, 2x250,
adaptado a microplaca de 96 pocillos. A partir del colesterol presente en la muestra se origina
un compuesto coloreado (quinonimina) que absorbe a 505 nm. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracidn de colesterol presente en la muestra ensayada. Los
esteres de colesterol son hidrolizados a colesterol y &cidos grasos por la colesterol esterasa. El
colesterol resultante se transforma en colestenona por la enzima colesterol oxidasa,
liberandose peroxido de hidrégeno que en una tercera etapa interviene en la formacion de
quinonimina a partir de 4-aminofenazona con la accién de la peroxidasa. El kit trae un
estdndar de 200 mg/dL que, mediante sucesivas diluciones con agua destilada, permite
preparar una recta de calibrado en el rango de 0 a 200 mg/dL. En la microplaca se aplicaron
10 uL de plasma por duplicado y los estndares (0, 25, 50, 100 y 200 mg/dL) por triplicado.

Seguidamente se afiadieron 20QL del reactivo, y la placa fue sellada con parafilm e

incubada a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente se midio6 la absorbancia a 505 nm.

3.1.9. Determinacion de actividades enzimaticas digestivas.

En lenguado senegalés se han utilizados las enzimas digestivas para evaluar el estado de
condicidn de los peces desde dos perspectivas diferentes (Saénz de Rodrigafiez et al., 2005);
i) las actividades proteasa total &cida, proteasa total alcalina y tripsina pueden utilizarse como
indicadoras de la capacidad digestiva, y ii) las actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina

como indicadoras de la funcionalidad del epitelio intestinal
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Preparacion de los extractos enzimaticos

La preparacion de los extractos enzimaticos se realiz6 en agua mili-Q a 4°C en un
homogenizador de vidrio borosilicado de 2 mL utilizando una proporcion 1:2 y 1:3 (p/v) para
las muestras de estdmago e intestino, respectivamente. Seguidamente el homogenado fue
vertido en un tubo eppendorf, y sonicado en frio mediante pulsos cortos (Vibra-Cell, Sonics
and Materials Inc. Danbury, USA). Posteriormente se centrifugd a 4°C durante 15 min y a
12.500 rpm en una centrifuga Eppendorf 5415R (Eppendorf, San Sebastidn de los Reyes.
Madrid, Espafa), y el sobrenadante obtenido fue dispensado en alicuotas de 200 pL que se

almacenaron a —80°C hasta su uso.
Actividades proteasa total acida y proteasa total alcalina

La actividad proteasa de los extractos enzimaticos fue cuantificada segun el método de Walter
(1984), modificado por Alarcén et al. (1998). Para la actividad proteasa acida, 20 uL del
extracto estomacal se mezclaron con 1mL de una solucion de hemoglobina al 1% en tampon
glicina-HCI 0,1M a pH 2. Para la actividad proteasa alcalina, el mismo volumen del extracto
intestinal se mezcl6 con 0,5 mL de tampdn Tris-HCI 100 mM a pH 9, y se inicid la reaccién
tras afiadir 0,5 mL de azocaseina al 1%. En ambos casos, las mezclas resultantes fueron
incubadas a 37°C durante 45 min. A continuacion, la reaccion enzimética se detuvo con 0,5
mL de &cido tricloroacético (TCA) al 20%, y se enfrié la mezcla a —20°C durante 15 min.
Posteriormente, ésta se centrifugé a 4°C durante 10 min a 12 000 rpm, y se determiné la
absorbancia del sobrenadante en un espectrofotometro (Thermo) a 280 y 366 nm para la
actividad proteasa &cida y alcalina, respectivamente. En todos los ensayos se incluyd un
ensayo blanco en el que el extracto enzimético se afiadido después del TCA. Una unidad de
actividad enzimatica acida fue definida como 1 pg de tirosina liberada por min, utilizando
como coeficiente de extincién molar de la tirosina 0,008 mL/ug/cm, segun la formula UA/mL
= Abs280 x V¢ /(0,008 x t x V), siendo V¢ y Veel volumen final de la reaccion y del extracto
enzimatico utilizado en mL, y t el tiempo de reaccidén en minutos. La actividad especifica de
las proteasas alcalinas se cuantificd utilizando la siguiente ecuacion: UA/mL = Abs366 x Vs /

(t x V). La actividad especifica de los extractos se expresé como UA/g tejido.
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Actividad tripsina

Para cuantificar la actividad tripsina de los extractos intestinales se utiliz6 una solucién de
BAPNA (N-a-benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilidehydrochloride) al 0,5 mM tamponada con
Tris-HCI 50 mM a pH 9. Para el ensayo, 10 a 15 uL de extracto enzimatico se mezclaron con
200 pL del sustrato, y el incremento de absorbancia a 410 nm se cuantific en continuo en un
lector de microplacas, que permite obtener el valor de la pendiente de las cinéticas
enzimaticas. En cada ensayo se incluy6 un blanco que contenia agua destilada en lugar del
extracto enzimatico. La actividad se defini6 como UA/mL = Abssio/min x 10° x V; / (8800 x
Ve), correspondiendo en valor de 8800 al coeficiente de extincién molar de la p-nitroanilida.

Actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina

La actividad aminopeptidasa se cuantifico mediante espectrofotometria usando el método
modificado de Pfeiderer (1970). Para ello se uso como sustrato una solucion 2 mM de L-
leucina p-nitroanilida (SIGMA, Madrid) en tampén Tris-HCI 100 mM ajustado pH a 8,8. En
cada pocillo se dispensaron 10 pL de extracto enziético y 200uL de solucdn de sustrato

tamponado para iniciar la reaccion enzimética. La absorbancia se registré en continuo a 405
nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se incluyé un blanco en el que el extracto

enzimatico se sustituyd por agua destilada.

La actividad fosfatasa alcalina se cuantifico segun el protocolo siguiente, en breve, a 10 pL de
muestra se le afiadieron 300 pL de sustrato (la solucion de trabajo se prepara mezclando una
solucion de Diethanolamina 1M vy cloruro de magnesio 1 mM con otra de p-nitrofenil
fosfato450 mM (97/3, v/v), ajustandose el conjunto a pH 10). Pasados menos de 5 minutos se
cuantifico el incremento de absorbancia a 405 nm en continuo en un lector de microplacas.
Igualmente se incluy6 un blanco que contenia agua destilada en lugar del extracto enzimatico.
La actividad se expres6 en U/mL utilizando para su célculo como coeficiente de extincion

molar del p-nitrofenol un valor de 16600 M/cm
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3.2. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO PARA ELABORAR MICROCAPSULAS
QUE INCLUYAN AL PROBIOTICO.

3.2.1. Método de microencapsulacion.

En primer lugar se realizaron cultivos en masa del probiotico pdp 11len placas de Petri con
agar de triptona soja (TSA), suplementadas con 1,5% NaCl. La biomasa celular se recogio y
se llevo a un tubo de ensayo estéril con 15 mL de cloruro sodico (0,85 %). A partir de la
suspension se elaboraron dos tipos de microcapsulas.

Microcapsulas de alginato

Las microcapsulas se elaboraron mediante polimerizacion externa. Para ello se tomaron 20
mL de una solucion de alginato (2%) y se mezclaron con 5 mL de una suspension celular
(preparada con 1,8 mL de suspension inicial de bacterias y 3,2 mL de NaCl). El conjunto se
homogeneizd cuidadosamente. Por otro lado se prepar6é una segunda solucion consistente en
100 mL de aceite de girasol que incluian 0,2 % de Tween 80 (emulsionante). Sobre esta
ultima solucion se afiadié gota a gota la mezcla de alginato y bacterias mediante una bomba
peristaltica, manteniéndose el conjunto en agitacion continua (300-350 rpm). Transcurridos 5
minutos se formo una emulsién, y seguidamente sobre la misma se afiadieron gota a gota 100
mL de una solucion de CaCl, al 2% para permitir la formacion de las microcapsulas por
polimerizacion externa. Una vez disgregada la emulsion, las microcapsulas se obtuvieron del
sedimento tras centrifugacion a 350 g durante 10 minutos a 4° C. Finalmente las particulas se
tamizaron, lavaron con una solucién de cloruro sédico, y se conservaron en frio hasta su
analisis. Salvo para los ensayos de conservacion, en el resto de andlisis, las microcapsulas se

prepararon en el mismo dia de su utilizacion.

Microcapsulas de alginato-gquitosano

En este segundo método se llevd a cabo de la misma forma que en procedimiento anterior,
pero antes de ser centrifugadas para su recogida, las microcapsulas fueron introducidas en una
solucion de quitosano (0,1%) durante 30 minutos con agitacion suave. Posteriormente las
microcépsulas se lavaron con NaCl (0,85%), y se procedié como en se ha indicado en el

apartado anterior.
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3.2.2. Morfologia de las capsulas.

Para estudiar la morfologia y distribucion de tamafios de las microcépsulas, se realizaron
fotografias a una muestra de éstas al microscopio Optico. Se realizaron varias fotografias a
partir de las cuales se determind el diametro mayor, el didmetro Feret y la esfericidad de las
microcédpsulas empleando el programa de software libre UTHSCA ImageTool (Universidad
de Texas Health Science Center, San Antonio, TX, disponible en el enlace

http://ddsdx.uthscsa.edu). El diametro Feret se definié a partir de la expresion 4 (4 Area/ 7t),
y es el didmetro de un circulo cuya area equivale a la del objeto medido. El grado de
esfericidad se determiné a través de los valores de compacidad de las capsulas, medidos a
partir de la expresion y (4 Area/ )/ longitud del eje mayor. Los resultados se expresaron

como medias y desviacion estandar de al menos 100 particulas.

3.2.3. Influencia de la concentracion de alginato.

Se prepararon microcapsulas de alginato utilizando distintas concentraciones de alginato: 1%,
2%, 3% y 4%. Para cada concentracion de alginato se anoto6 el peso de las capsulas y se hizo

una microtitulacién por triplicado para determinar el nimero de bacterias encapsuladas.

Para realizar la microtitulacion de las capsulas se tomaron 60 mg de capsulas y se disolvieron
en 600 ul de bicarbonato sodico en un tubo eppendorf, homogeneizando posteriormente la
mezcla. A continuacion se prepararon diluciones seriadas a partir del contenido del tubo
eppendorf anterior. Para ello se tomaron 100 ul del contenido de este y se llevaron a un
nuevo tubo con 900 ul de NaCl (0,85 %), tras homogeneizar el contenido se repitio la

operacion el nimero de veces necesario (en este caso, 12 diluciones).

Finalmente, se tomaron 10 pl por triplicado de cada una de las diluciones seriadas y se
distribuyeron en placas de agar con triptona de soja (TSA) (Oxoid) y 15 g/L NaCl. Las placas
fueron incubadas a 22 °C durante 24 h. EI nimero de células bacterianas por mL se cuantifico
por recuento en placa en la primera dilucion que fuera posible contar entre 3 y 30 unidades
formadoras de colonias (UFC).
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3.2.4. Influencia de la concentracién de cloruro calcico.

Se prepararon microcapsulas de alginato variando la concentracion de CaCl,: 0,5%, 1%, 2%y
3%. Para cada concentracion de cloruro calcico se anot6 el peso de las capsulas y se hizo una

microtitulacion por triplicado para determinar el nimero de bacterias encapsuladas.
3.2.5. Estabilidad de las capsulas a temperatura ambiente y a 4 °C.,

La viabilidad de las células probidticas pdp 11 en las microcapsulas almacenadas durante
distintos tiempos se analizd en las microcapsulas de alginato y en las microcapsulas de
alginato-quitosano. Las microcapsulas se conservaron hidratadas en NaCl (0,85 %). Se
establecio un calendario de muestreo a lo largo de los 30 dias de almacenamiento de las
mismas a temperatura ambiente y a 4°C. En cada dia de andlisis se tomd una muestra de 60
mg de microcépsulas por triplicado, y se realizé el recuento de células viables en placas TSA

como se ha indicado anteriormente.
3.2.6. Estabilidad de las capsulas en una disolucion de cloruro sédico.

Se prepararon los dos tipos de microcapsulas utilizando alginato al 3% y CaCl, al 2%.
Posteriormente se tomaron 1,8 g de cépsulas en un vaso de precipitado con 18 mL de NaCl
(0,85 %) en agitacion suave. A los 0, 30, 60 y 120 minutos se tomaron 600 pL de la solucion
y se filtraron para eliminar las microcapsulas. De la solucidn resultante se tomaron 100 pL
para realizar el recuento de células viables en placas de TSA y por triplicado. Igualmente se

realiz6 la microtitulacion de la solucion inicial de bacterias.
3.2.7. Capacidad de carga de las capsulas.

Se prepararon los dos tipos de microcapsulas incrementando progresivamente el nimero de
bacterias a encapsular desde 10° a 10** UFC en 5 mL de alginato, y manteniendo el resto de
condiciones invariables. A partir de las capsulas obtenidas se realizaron los correspondientes

recuentos de células viables en placas de TSA y por triplicado.

3.2.8. Conservacion de las capsulas.

Se prepararon los dos tipos microcapsulas, y de cada uno de los dos tipos de microcapsulas se

dispensaron varias alicuotas de 60 mg en tubos eppendorf para su almacenamiento. Una serie
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de alicuotas se almacend en frio (4 °C) e hidratadas en NaCl (0,85 %), otra serie se congelé a
— 20°C, y una tercera se liofilizd. Se tomaron muestras de cada tipo de muestras a tiempo
inicial, y a los 7 y 14 dias, para efectuar el recuento de células viables en placas de TSA por
triplicado, para cada tratamiento y tipo de capsulas. El primer dia también se realizo la

microtitulacion de la suspension inicial de bacterias.

3.2.9. Ensayo de digestibilidad in vitro.

La capacidad de las microcdpsulas para proteger al probidtico ante condiciones
gastrointestinales se evalué mediante simulaciones in vitro en medio &cido y alcalino de
forma separada, y también de manera secuencial.

Para ello se prepararon microcapsulas de alginato y de alginato-quitosano. Posteriormente se
tomaron 1,8 g de microcépsulas que se dispusieron en un vaso de precipitados con 15 mL de
tampon universal ajustado a distintos valores de pH. La simulacion &cida se realizd en un
rango de pH de 2 a 5, mientras que la alcalina de pH 8 a 12. Seguidamente, en la mezcla
anterior se afladieron 3 mL de extracto de estdmago o intestino de lenguado (100 UA), segun
el tipo de simulacion realizada, manteniéndose la mezcla en agitacion suave. A los 0, 30, 60 y
120 minutos se tomaron 60 mg de capsulas para efectuar el recuento de células viables por

triplicado.

La simulacion digestiva secuencial se realizé de la misma forma descrita anteriormente, pero
el ensayo se inici6 en un medio con pH &cido (pH 3 y 4) y a los 60 minutos se efectud un
cambio de las microcapsulas a un medio alcalino (pH 9). A los 0 y 30 minutos (de simulacion
acida) y a los 60 y 120 minutos (de simulacion alcalina), se tomaron 60 mg de capsulas para
efectuar el recuento de viables por triplicado.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos con distribucién normal se analizaron estadisticamente con un ANOVA de una via.
Con ellos se procedio a un analisis mediante la prueba de Tukey para identificar diferencias
significativas existentes (p < 0,05). Los resultados que no poseian distribucién normal fueron
analizados de forma no paramétrica mediante Kruskal-Wallis. Los datos expresados como
porcentaje fueron previamente transformados a su arco seno (larco seno x) . Para el ANOVA

se utilizo el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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4.1. EVALUACION IN VIVO DEL EFECTO DEL PROBIOTICO INACTIVO SOBRE
EL CRECIMIENTO Y LA FISIOLOGIA DE JUVENILES DE LENGUADO
SENEGALES.

4.1.1. Evolucién del crecimiento de los peces.

La evolucion del peso fresco de los juveniles de lenguado a lo largo del periodo experimental
se muestra en la Figura 8 (A).
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Figura 8. Evolucién del peso fresco de los peces (A) e incremento de biomasa en los tanques (B) a lo largo del
periodo experimental. Los valores muestran la media + d.e. (n = 16). En un mismo dia, los valores con diferente
indice indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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En general, los individuos del tratamiento P-2,5 presentaron un peso medio inferior al resto a
partir del los 30 dias de ensayo, tendencia que se mantuvo hasta el final del experimento,
aungue sin mostrar diferencias significativas entre tratamientos para un mismo dia de
muestreo (p > 0,05). En la Figura 8 (B) se muestra la evolucion del crecimiento del conjunto
de los peces, observandose un incremento menor de la biomasa total en los peces de P-2,5

pero sin diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

La longitud de los peces no mostrd diferencias significativas (p < 0,05) hasta los 30 dias de
ensayo, momento en el que se produjo un incremento notable de la longitud de los individuos
de todos los tratamientos con respecto al punto inicial (Figura 9). En ningln caso se

apreciaron diferencias significativas entre tratamientos para el mismo dia de muestreo.
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Figura 9. Evolucién de la longitud de los peces a lo largo del periodo experimental. Los valores muestran la
media + d.e. (n = 16). En un mismo dia, los valores con diferente indice indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05).

Las Tablas 3 y 4 recogen los valores medios de los distintos parametros zootécnicos y
morfométricos analizados al final del experimento (52 dias). No se apreciaron diferencias
significativas entre tratamientos en ninguno de los parametros estudiados (p > 0,05). El peso,
longitud y biomasa no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05), sin
embargo se observaron valores medios ligeramente mas bajos en los peces de P-2,5. El factor

K, la tasa de crecimiento especifico (SGR) y la tasa de crecimiento absoluto (AGR) también
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mostraron el mismo patron con valores medios mas bajos para P-2,5, pero sin diferencias

significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Los valores del indice de conversion de alimento (IC) y el factor de eficiencia proteica (PER)
dan una idea del aprovechamiento del alimento por parte de los peces. En este caso, ambos
parametros tampoco presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05),
aunque si tendencias opuestas. El indice de conversion de los tratamientos P-2,5 y P-5 exhibio
valores medios superiores al resto y con mayor dispersion. En cuanto al indice PER, los peces
alimentados con P-2,5 y P-5 mostraron valores medios inferiores a los de P-0,5y P-1.

El valor del indice viscero-somatico (IV) se increment6 de forma similar respecto al valor que
presentaron los peces al inicio del experimento, salvo en los peces de P-5 en los que no se
aprecio aumento alguno. El indice hepatosomatico, aunque sin diferencias significativas (p >
0,05), fue superior en los animales de P-2,5. Finalmente, la longitud intestinal relativa no

presento diferencias significativas entre tratamientos al final del ensayo de alimentacion.

Tabla 3. Parametros zootécnicos y de aprovechamiento nutritivo de los ejemplares juveniles de lenguado
senegalés alimentados con los piensos experimentales.

PARAMETRO Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5

Peso inicial () 40,97 £574 40,23+6,61 39,28 +5,33 40,33 +£5,17 40,08 +4,18
Peso final (9) 74,36 + 13,21 78,50+ 13,58 7517+1194 70,06+ 10,92 7519+ 13,68
Incremento peso (g) 33,38+9,06 38,27 +8,84  35,89+%8,22 29,73+9,63 34,96 + 12,21

Incremento longitud (cm) 2,31+0,60 2,54 + 0,62 2,43 +0,46 1,99 £ 0,65 2,26 £ 0,90

Incremento biomasa (g) 267,05+9,01 306,17 +0,35 287,14+4,01 237,83+46,56 281,14+553

Factor K 1,36 £ 0,09 1,45+0,10 1,38+0,14 1,37 0,10 1,49 +0,13
SGR 1,13+0,20 1,28 +0,19 1,24 +0,19 1,06 £ 0,28 1,18+ 0,34
AGR 0,64 +£0,17 0,74 +£0,17 0,69+0,16 0,57+0,19 0,67 +0,23
IC 1,57 +0,50 1,34+0,33 1,40+ 0,44 1,72+0,71 1,73+1,08
PER 1,34+ 0,36 1,52+0,35 1,52+0,35 1,25+0,41 1,35+0,47

Los valores muestran la media + de. (n = 16). Los valores con diferente superindice indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo parametro. Las unidades empleadas son: peso (mg),
longitud (cm), biomasa (g tanque™), factor K (%), SGR = tasa de crecimiento especifico (%), AGR = tasa de
crecimiento absoluto (g dia™), IC = indice de conversion de alimento (g alimento x g biomasa™), PER = ratio de
eficiencia proteica (g x g proteina ingerida™),
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Tabla 4. Indices morfométricos de los ejemplares juveniles de lenguado senegalés alimentados con los piensos
experimentales durante 52 dias.

inicial Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5
IV final 2,88 +0,28 3,30+ 1,02 3,09+ 0,76 3,13+ 0,69 3,20 £ 0,82 2,86 + 0,30
IH final 0,98 + 0,45 1,10 + 0,24 1,24 + 0,32 1,15+ 0,22 1,42 + 0,61 1,11 +0,17

LIR final 136,63 +47,48 210,90 + 27,20 201,33 + 38,92 181,46 + 31,11 193,38 + 25,23 203,75 + 34,67

Los valores muestran la media = de. (n = 16). Los valores con diferentes superindices indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo parametro. Las unidades empleadas son: IV = indice
viscero-somatico (%), IH = indice hepatosomatico (%), LIR = longitud intestinal relativa (%).

Finalmente, en la Tabla 5 se muestra la composicion quimica de las carcasas de los peces
alimentados con concentraciones crecientes del probiotico pdp-11 inactivo. Los resultados

evidencian que no existen diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Tabla 5. Composicion proximal (% en base seca) y humedad de los peces al final del experimento.

Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5
Proteina cruda 68,54 + 0,40 67,64 + 0,59 67,37 £ 0,17 67,74 £ 0,92 68,08 + 0,69
Extracto etéreo 6,96 £ 3,79 9,14 £4,77 8,02 £ 7,66 10,16 £5,72 8,65+1,42
Fibra 0,27 +0,21 0,23+0,16 0,37+ 0,25 0,26 £ 0,12 0,40 £ 0,30
Cenizas 8,58 + 0,33 8,37+0,13 8,37+0,33 8,59 + 0,01 8,73+0,43
Carbohidratos 15,66 14,63 15,88 13,26 14,15
Humedad (%) 74,47 £ 0,96 74,32 £ 0,94 74,16 £ 1,32 73,99 £ 0,90 74,70 £ 1,29

Los valores muestran la media + de. (n = 2). Los valores con diferente superindice indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo parametro. Los resultados se expresan en % sobre
el peso seco.
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4.1.2. Evaluacion del estado inmune de los peces.

Ademas del estudio de los parametros zootécnicos, se analizaron en el suero o plasma de los
peces otros indicadores relacionados con el estado inmune inespecifico de los peces. En
concreto se cuantificd la concentracion plasmatica de inmunoglobulinas totales, la actividad
antitripsina, los niveles de actividad de fosfatasa alcalina y lisozima, y la actividad

antimicrobiana del suero.

Como puede verse en la Figura 10, la concentracion de proteina en plasma no present6
diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, la concentracion de
inmunoglobulinas totales (Figura 11) se incremento de forma gradual conforme lo hizo la
cantidad de probidtico afiadido al pienso experimental (y = 0,807x + 2,602; R? = 0,958). Los
peces de P-1, P-2,5 y P-5 presentaron concentraciones superiores al control (p < 0,05),

Ilegando en el caso de P-5 a duplicarse los valores con respecto al control.
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Figura 10. Concentracion plasmatica de proteina soluble de los ejemplares de lenguado senegalés al final del
periodo experimental. Los valores muestran la media + d.e. (n = 16). Los valores con diferente indice indican
diferencias significativas entre tratamientos para un mismo dia (p < 0,05).
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Figura 11. Concentracion plasmatica de inmunoglobulinas totales de los ejemplares de lenguado senegalés al
final del periodo experimental. Los valores muestran la media + d.e. (n = 16). Los valores con diferente indice
indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo dia (p < 0,05).

La Figura 12 muestra la actividad antitripsina en el suero y plasma de los lenguados al final
del ensayo. El porcentaje de inhibicion obtenido con las muestras de plasma fue menor en los
tratamientos con mayor concentracion de probidtico (P-1, P-2,5, P-5), siendo este
significativamente menor (p < 0,05) en el caso de P-2,5. Por otro lado, la inhibicion obtenida
con las muestras de suero no mostrd diferencias significativas (p > 0,05), ya que todos los

animales mostraron valores similares al control.
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Figura 12. Actividad antritripsina (expresada en % de inhibicion sobre una tripsina comercial de referencia)
cuantificada en el plasma (azul) y suero (marrén) de los ejemplares de lenguado senegalés al final del periodo
experimental. Los valores muestran la media + d.e. (n = 16). Los valores con diferente indice indican diferencias
significativas entre tratamientos para un mismo dia (p < 0,05).

55



Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

Las actividades fosfatasa alcalina y lisozima (Figura 13) no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (p > 0,05). En el primero de los casos se observo que la
actividad fosfatasa alcalina presentaba valores medios superiores en los peces alimentados
con una mayor proporcion de probidtico (P-2,5 y P-5), pero sin mostrar diferencias
significativas respecto al control. En lo que respecta a la actividad lisozima, a pesar de no
encontrarse diferencias significativas, los peces de P-2,5 y P-5 mostraron valores medios méas

bajos que el resto.
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Figura 13. Actividades fosfatasa alcalina (A) y lisozima (B) en el plasma de los ejemplares de lenguado
senegalés al final de experimento. Los valores muestran la media + d.e. (n = 16). Los valores con diferentes
indices indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo dia (p < 0,05).

Los sueros de los peces alimentados con probidtico inactivo mostraron mayor capacidad para
inactivar las células de un cultivo estandar de Areomonas hydrophila (Figura 14). Este hecho
viene reflejado por un recuento significativamente mas bajo de unidades formadoras de
colonias (UFC) cuando se incubaron sus sueros con un indculo estdndar de bacterias
patbgenas en comparacion con el recuento obtenido al utilizar el suero de los peces del
tratamiento control. Asi, la actividad sérica antimicrobiana fue significativamente mayor en
todos los tratamientos que incluyen probidticos (p < 0,05), aunque no se apreciaron

diferencias significativas entre ellos.
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Figura 14. Actividad bactericida del suero (expresada como recuento de bacterias viables de un inoculo de
referencia, expresado en log;QUFC) de los ejemplares de lenguado senegalés al final del experimento. Los
valores muestran la media + d.e. (n = 16). Los valores con diferente indice indican diferencias significativas
entre tratamientos para un mismo dia (p < 0,05).

4.1.2.1. Evaluacion de los metabolitos plasmaticos y del hematocrito.

Adicionalmente se midieron los niveles de colesterol y triglicéridos en el plasma. Se ha
descrito que el nivel de estos metabolitos esta relacionado con el estado de salud de los peces,
y por lo tanto con su capacidad para tolerar condiciones de estrés o infecciones causadas por
agentes patdgenos. La Tabla 6 muestra la concentracion plasmatica de colesterol y
triglicéridos en los peces alimentados con los piensos experimentales. Los resultados
obtenidos indican que ninguno de los dos parametros presentaron diferencias significativas
entre tratamientos (p > 0,05). No obstante, se produjo un incremento en los valores medios de
ambos parametros, en todos los peces alimentados con los piensos que incluyen una mayor

proporcioén del probiético inactivo.

Los valores del hematocrito tampoco presentaron diferencias significativas entre tratamientos

(p > 0,05), registrandose valores en torno al 11%.
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Tabla 6. Concentracion de colesterol y triglicéridos en el plasma sanguineo, y valores del hematocrito de los
ejemplares de lenguado senegalés al final del experimento.

PARAMETRO Control P-0,5 P-1 P-2,5 P-5

Colesterol (mg/dL) 201,64 +4194 19762+89,11  238,69+58,01 270,85+76,34 253,67+ 89,28

Triglicéridos
(mg/dL) 638,98+ 175,11 866,97 £ 567,00 974,51 +493,47 1110,29 + 246,98 884,12 + 352,46
Hematocrito (%) 10,59 + 1,30 11,15+ 2,16 - 10,57 + 1,77 11,27 +2,49

Los valores muestran la media + de. (n = 7). Los valores con diferente superindice indican diferencias significativas
entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo parametro. Los resultados se expresan en mg/dL.

4.1.3. Evaluacion de las actividades enzimaticas digestivas.

Ademas del estudio de los parametros zootécnicos e inmunologicos, se determinaron los
niveles de actividad de varias enzimas digestivas con el proposito de analizar qué estado de
condicion poseian los peces al final del periodo experimental tras la administracion del
probidtico inactivo. El estudio de las enzimas digestivas se enfocO desde dos perspectivas
distintas: 1) las actividades proteasa total acida, proteasa total alcalina, y tripsina como
indicadores de la capacidad digestiva de los peces; y 2) las actividades aminopeptidasa y

fosfatasa alcalina como indicadores de la funcionalidad del epitelio intestinal.

En la Tabla 7 se muestran los valores de las actividades enzimaticas digestivas cuantificadas
en los extractos estomacales e intestinales de los juveniles de lenguado senegalés. Las
actividades correspondientes al intestino, se determinaron por separado en extractos de

intestino proximal y de intestino distal.

Los niveles de actividad proteasa acida no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0,05). De igual modo, la actividad proteolitica total alcalina en el intestino
proximal no mostr6 diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, en el
intestino distal, los peces alimentados con el pienso control presentaron un nivel de actividad
proteasa significativamente mayor que en los del resto de tratamientos (p < 0,05). Los peces
alimentados con piensos suplementados con el probiotico inactivo mostraron valores similares
entre ellos. Para la actividad tripsina se observo el mismo patron descrito anteriormente, no
encontrandose diferencias significativas en el intestino proximal, pero los niveles de actividad

de los extractos del intestino distal de los animales del control fueron significativamente méas
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altos que los cuantificados en los animales que ingirieron probioticos inactivos con el

alimento (p < 0,05).

La actividad aminopeptidasa no present6 diferencias significativas ni en el intestino proximal
ni en el distal (p > 0,05). Sin embargo, los valores medios de actividad en los animales
alimentados con la mayor proporcién de probiotico fueron menores que los del resto de
tratamientos en ambos segmentos intestinales, sin mostrar diferencias significativas. Los
niveles de actividad fosfatasa alcalina en el intestino proximal fueron significativamente
mayores en los animales alimentados con P-5 (p < 0,05), llegando a cuadruplicar los valores
que presentaban los peces de otros tratamientos. Por el contrario, en el intestino distal, no se

encontraron diferencias significativas para esta actividad (p > 0,05).

Tabla 7. Actividades enzimaticas digestivas determinadas en los extractos estomacales e intestinales de los
ejemplares juveniles de lenguado senegalés al final del experimento.

Tratamiento

Actividad CT P-0,5 P-1 P-2,5 P-5

Proteasa acida 1008,82 + 284,23 788,46 + 278,05 1018,15+317,07 693,75+ 239,12 767,05 + 308,37

Proteasa alcalina

I. proximal 19,26 + 5,86 23,97 +8,51 29,97 +6,31 17,84 + 10,16 17,74 + 2,46

I. distal 19,96 £13,91° 2,15+211° 0,46 +£0,33° 0,56 £0,53° 0,81+0,53°
Tripsina

I. proximal 1,11 +£0,80 1,35+0,54 0,55+0,18 0,90 + 0,68 1,43+0,90

I. distal 1,19+0,43° 0,15+0,14° 0,07 +0,04° 0,07 +0,04° 0,07 +0,02°

Aminopeptidasa

I. proximal 1,86 + 0,82 1,99+1,28 1,36 £ 0,77 0,59+0,16 1,25+0,21
I distal 1,55+0,43 2,00+0,76 1,68 + 0,82 1,14+0,48 1,04 £0,20

Fosfatasa alcalina

. proximal 321,96 122,99 * 220,62 +96,42% 190,42 +88,67° 183,39+ 150,25° 842,69 + 407,67"
I. distal 24549 + 145,69 314,26 + 255,06 132,21+ 82,25 101,28 + 26,84 111,46 + 35,73

Los valores muestran la media = d.e. (n = 5). Los valores con diferentes superindices indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos para un mismo parametro. Los resultados se expresan en U/g tejido.
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4.2. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO PARA ELABORAR MICROCAPSULAS
QUE INCLUYAN AL PROBIOTICO.

4.2.1. Caracterizacion morfoldgica de las microcapsulas.

En la Figura 15 se muestra un detalle de las microcapsulas al microscopio 6ptico. En general,
el protocolo utilizado permite la elaboracién de microcapsulas con una amplia dispersion de
tamafos aunque predominan, como se detallara a continuacion, las particulas con un didmetro
comprendido entre 100 y 150 um. En cuanto a su morfologia, aunque predominé la forma
esférica, también pudieron apreciarse numerosas microcapsulas con forma de lagrima,

especialmente mas frecuente en las microcapsulas de mayor tamafio.

Figura 15. Detalle de microcapsulas de alginato al microscopio optico.
(Barra de escala = 200pum. Aumentos x 200)

La Figura 16 muestra un detalle de las microcapsulas al microscopio electrénico de barrido.
La Figura A muestra una microcapsula de alginato recién preparada e hidratada. En la Figura
B se observa un corte transversal de una microcapsula de alginato-quitosano, en la que se

60



Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

aprecia claramente el engrosamiento de la cubierta debido al recubrimiento con quitosano. En
las Figuras C y D se detalla a mas aumento el interior de una microcapsula, pudiéndose
distinguir las bacterias probioticas como elementos con morfologia bacilo atrapados en la

matriz de alginato calcico.

C

Figura 16. Detalle de microcapsulas al microscopio electrdnico: microcapsula de alginato hidratada (A), seccion

transversal de una microcapsula de alginato-quitosano con detalle de la cubierta (B), y detalle de las bacterias en

el interior de las capsulas deshidratadas y metalizadas con oro (C y D). Aumentos: Ay B (x 40), C (x 1500) y D
(x 2500).

A partir de las mediciones de la longitud del eje mayor en una muestra de 200 microcapsulas
y con el proposito de comprobar la dispersion de tamafios, se realizd un histograma de
distribucion agrupando las microcapsulas en intervalos de tamafio de 50 um desde O hasta 450
(Figura 17). El 85 % de las cépsulas se localizé en los intervalos comprendidos entre 50 y 200
um, registrandose el mayor nimero de microcapsulas en el intervalo 100-150 (35%). Las
microcapsulas con un tamafio inferior a 50 um y superior a 250 um representaron menos del

10 % del total de microcépsulas contenidas en la muestra.
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Figura 17. Histograma de distribucion de tamafios (longitud del eje mayor en um) en una muestra de 200
microcépsulas. Los valores muestran el porcentaje de particulas en cada intervalo de tamafios.

Ademas de la longitud del eje mayor, se realizaron otras mediciones para evaluar en mayor

detalle la dispersion de tamafios y la morfologia de las microcapsulas (Tabla 8).

El &rea de las microcépsulas se incrementd proporcionalmente a la longitud del eje mayor (p
< 0,05). Cabe destacar una mayor variabilidad conforme se incrementd el diametro de las
microcapsulas. El diametro de Feret presentd una pauta similar, asi como valores préximos a
los de la longitud del eje mayor (véase Tabla 8). Al igual que en los demas parametros
analizados, las microcapsulas mas grandes mostraron mayor heterogeneidad para este indice,

como se evidencia en los valores de desviacion estandar.
Las microcapsulas con un tamafio superior a las 250 micras presentaron poca esfericidad (p <

0,05). Este parametro, con valores comprendidos entre 0 y 1, mostré valores

significativamente mayores en las microcapsulas de menor tamario (p < 0,05).
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Tabla 8. Resultados del estudio del tamafio y morfologia de las microcapsulas.

PARAMETRO

CATEGORIA Area Eje mayor Diametro Esfericidad
Longitud eje (Lm? (Um) Feret

mayor (Hm)

0-50 13444 +179,3° 49,03+1,21° 44,29 +255° 0,88 +0,07
50-100 3737,9 £ 142342 76,39+ 17,05 " 67,29+ 15,22° 0,87 +0,12°

100-150 8190,0 + 2049,7 " 120,38 +12,22° 101,36 +12,52° 0,84 +0,07
150-200 16012,9 + 4215,1 171,90 + 15,06 ° 141,65 + 18,20 ° 0,82 + 0,08 ™
200-250 2650358 +5160,33¢  220,95+1334°¢ 18294 +17,16° 0,83+0,10"
250-300 41290,31 +£20746,04°  308,08+63,89"  22311+5501°  0,72+0,10*"
300-350 29612,95 + 8597,63¢  264,37+9,39' 192,10 + 30,29 0,72+0,12°

350-400 37304,27 0,00 ¢ 302,48 + 0,009 217,94+0,00 0,73 + 0,00 ¢
400-450 79254,60 + 11920,327 411,36 +9,19¢ 317,22+ 23,92 ¢ 0,78 +0,08 ®

Los valores muestran la media + de. (n = 200). Los valores con diferente superindice indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo parametro.

4.2.2. Optimizacion del proceso de encapsulacion.

Con el propdsito de optimizar el método de microencapsulacion en las microcdpsulas de
alginato para maximizar el rendimiento de encapsulacion del probiético pdp 11 se analiz6 qué
efecto ejercia la concentracion de alginato sodico y de cloruro célcico sobre este parametro.
La Figura 18 muestra la influencia de la concentracion de alginato en el rendimiento de
encapsulacion del probidtico. EI aumento de la concentracion de alginato llevo consigo un
incremento significativo en el niamero de bacterias encapsuladas (p < 0,05). Sin embargo a
partir de un 3% de alginato se estabilizé el nimero total de bacterias encapsuladas. El valor
méximo de bacterias encapsuladas fue de 10° UFC (unidades formadoras de colonias) por
gramo de capsula, siendo tres érdenes de magnitud superior al registrado cuando en la
elaboracion de las microcapsulas se utilizé una concentracion alginato del 1% (p < 0,05).
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Figura 18. Influencia de la concentracion de alginato sodico en el rendimiento de encapsulacion. Los valores
muestran la media + d.e. (n = 3). Los valores con diferente indice indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05).

En la Figura 19 se puede observar la influencia de la concentracion del cloruro célcico en el
rendimiento de encapsulacién. EI mayor nimero de bacterias encapsuladas se registré para
concentraciones de cloruro célcico comprendidas entre 1 y 2% (108 UFC), mientras que
concentraciones inferiores o superiores a éstas, determinaron un menor rendimiento (p <

0,05), con valores medidos de aproximadamente un orden de magnitud inferior.

10 ~
97 c be
° 7
=
> 6 -
7]
g 51
Q
D 4 -
e
S 3]
3 2]
1_
O T T T

0,5% 1% 2% 3%

Concentracion CacCl, (p = 0,0004)

Figura 19. Influencia de la concentracién de cloruro célcico en el rendimiento de encapsulacion. Los valores
muestran la media + d.e. (n = 3). Los valores con diferente indice indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05).
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4.2.3. Evaluacion de la capacidad de carga de las microcapsulas.

El estudio de la capacidad de carga de las microcapsulas (Figura 20) revel6 que los dos
métodos de microencapsulacion ensayados (alginato y alginato-quitosano) no presentaron
diferencias significativas en cuanto al total de células encapsuladas cuando el total de
bacterias utilizadas en el inéculo inicial fue superior a 108 UFC (p > 0,05). Para un menor
namero de UFC en el inéculo de partida, las microcapsulas de alginato-quitosano ofrecieron
mejores resultados que las de alginato, englobandose en el primer tipo de matriz un mayor
nimero de bacterias (p < 0,05). EI méximo nimero de bacterias encapsuladas fue de 10%

UFC/g microcapsulas cuando se utilizé un inéculo inicial de 10! UFC.
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Figura 20. Capacidad de carga de las microcapsulas de alginato y alginato-quitosano. Los valores muestran la
media + d.e. (n = 3). Los valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un
mismo tipo de microcapsulas elaboradas con indculos que contienen distinta concentracion de bacterias
(mindsculas) o entre los dos tipos de microcapsulas para una misma concentracion de células en el inculo
(mayusculas).

4.2.4. Estabilidad de las microcépsulas en condiciones de almacenamiento.

La viabilidad de las bacterias en las microcapsulas elaboradas con alginato (A) o con alginato-
quitosano (B), y mantenidas a temperatura ambiente o0 4 °C se muestra en la Figura 21. Las
bacterias encapsuladas en alginato no mostraron una reduccién del recuento de bacterias
viables, manteniéndose este valor estabilizado en torno a 10° UFC durante 30 dias tanto en las

microcapsulas conservadas a temperatura ambiente como en las mantenidas a 4 °C (p > 0,05).
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Por otro lado, en las microcapsulas elaboradas con alginato-quitosano se observé un aumento
significativo en el recuento de células viables tanto a temperatura ambiente como a 4 °C
conforme lo hacia el tiempo de almacenamiento (p < 0,05). Este incremento fue mas rapido
en las microcdpsulas conservadas a temperatura ambiente, y méas gradual para las que se
mantuvieron a 4 °C. En ambos casos se produjo un aumento de entre 3 y 4 drdenes de
magnitud con respecto al valor inicial de células encapsuladas, con valores finales
significativamente mayores en las particulas almacenadas a temperatura ambiente (10° UFC/g

microcépsulas) con respecto a las mantenidas a 4 °C (108 UFC/g microcapsulas) (p < 0,05).
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Figura 21. Evolucion de la viabilidad de las bacterias probidticas en las microcapsulas de alginato (A) y de
alginato-quitosano (B).almacenadas a temperatura ambiente o a 4 °C. Los valores muestran la media = d.e. (n =
3). Los valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un mismo tipo de
microcapsulas a lo largo del tiempo (minusculas) o entre los dos tipos de microcépsulas para un mismo dia
(mayusculas).
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La estabilidad de las microcapsulas en una disolucion de cloruro sédico aparece representada
en la Figura 22. En las microcapsulas elaboradas con alginato se aprecié una disminucién en
el nimero de bacterias viables de aproximadamente un orden de magnitud a los 30 minutos (p
< 0,05). Sin embargo, a partir de ese momento los recuentos de células viables permanecieron
constantes durante todo el tiempo que permanecieron las microcapsulas sumergidas en
solucion salina (2 horas). Por otra parte, en las microcapsulas de alginato-quitosano no se
produjo una disminucion del recuento de células viables con respecto al nimero inicial de

células probioticas encapsuladas (p > 0,05).
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Figura 22. Estabilidad de las microcapsulas en solucién salina. Los valores muestran la media + d.e. (n = 3). Los

valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un mismo parametro a lo
largo del tiempo.

Finalmente, en la Tabla 9 se resumen los recuentos de células viables en las microcapsulas
conservadas durante 2 semanas con distintos procedimientos (hidratadas, congeladas o
liofilizadas). Los resultados obtenidos indican que no se produjo pérdida de la viabilidad de
las bacterias cuando las microcapsulas (alginato y alginato-quitosano) se conservaron
hidratadas a 4°C durante 14 dias (p > 0,05). En las microcapsulas congeladas a -20 °C se
observo una disminucion significativa en el recuento de células viables de aproximadamente
tres érdenes de magnitud, en los dos tipos de microcapsulas (p < 0,05). Finalmente, cuando

las capsulas fueron liofilizadas no se cuantificaron células viables en ningln caso.
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Tabla 9. Evolucién de la viabilidad de las bacterias probiodticas en las microcapsulas con distintos
procedimientos de conservacion.

Dias

Microcépsulas 0 7 14
Alginato

Hidratadas, 9,39+ 0,61 906+013° 9,13 +0.15°
Congeladas 9,39+0,61° 6,03+ 0,00 ** 5,84 0,12 *#
Liofilizadas 9,39 + 0,61 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Alginato-

quitosano

B B

Hidratadas 931+ 0'30b 931+ 0:17“\ 9,01+ 0,10aA
Congeladas 931+£030 5,81+0,11"° 6,28+ 0,06 *
Liofilizadas 9:31+0,30 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Los valores muestran la media + d.e. (n = 3). Los valores con diferente superindice indican diferencias
significativas (p < 0,05) para un mismo tipo de microcapsulas y forma de conservacién a lo largo del tiempo
(mindsculas) o para un mismo tipo de microcapsulas entre distintas formas de conservacién para el mismo dia
(mayusculas). Los resultados se expresan en log (UFC/g microcapsulas).

4.2.5. Supervivencia de las bacterias encapsuladas en condiciones digestivas simuladas.

La estabilidad de las bacterias en las microcapsulas durante su transito por el sistema
digestivo del pez es un factor importante para que las bacterias puedan alcanzar tramos
posteriores del intestino y ejercer sus efectos beneficiosos. En este sentido, se evalud la
evolucion de la viabilidad de las bacterias encapsuladas bajo distintas condiciones

gastrointestinales de pez simuladas in vitro.

La Figura 23 muestra los resultados de la simulacion gastrica. No se observd supervivencia
alguna de las bacterias probidticas cuando la simulacion se realiz6 a pH 2 para ninguno de los
dos tipos de microcépsulas. Las bacterias encapsuladas con alginato solo se mantuvieron
viables durante 30 minutos a pH 3 (p < 0,05), mientas que las de alginato-quitosano
conservaron el 60% de su viabilidad tras 120 minutos de simulacién gastrica a este pH. Las
capsulas de alginato incubadas a pH 4 mostraron valores de supervivencia celular inferiores
que a pH 5 (p < 0,05), en torno al 50 % para el primero y cercanos al 100 % para el segundo.

Por el contrario, para las capsulas de alginato-quitosano se obtuvieron valores similares de
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supervivencia (entorno al 60%) en ambos valores de pH, a excepcién del valor registrado a

los 30 minutos.
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Figura 23. Evolucion de la viabilidad de las células probidticas encapsuladas en microcapsulas de alginato (A) y
alginato-quitosano (B) bajo condiciones estomacales (pH acido) de pez simuladas. Los valores muestran la
media £ d.e. (n = 3) del % de bacterias viables respecto al valor inicial de células encapsuladas. Los valores con
diferente superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un mismo valor de pH a lo largo del
tiempo (mindsculas) o a diferentes valores de pH para un mismo tiempo (mayusculas).

La Figura 24 muestra los resultados de simulacién del ensayo realizado con valores de pH
alcalino. A pH 12 se observé una clara disminucién del porcentaje de bacterias viales en los
dos tipos de microcapsulas a partir de los 30 minutos (p < 0,05). Las microcapsulas de
alginato registraron a los 60 minutos de incubacion a pH 8 y 9 una disminucion del porcentaje
de bacterias en torno al 20 % (p < 0,05), manteniéndose el namero de células viables hasta el

final del ensayo A pH 10 no se apreci6 una reduccion significativa del porcentaje de bacterias
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viables (p > 0,05), y a pH 11 se pudo observar un ligera o descenso del 10 % con respecto al

numero total de bacterias encapsuladas (p < 0,05).

Las microcapsulas del alginato-quitosano presentaron un comportamientos similar a las de
alginato, si bien se comprobd una reduccion significativa del recuento de células viables
cuando se incubaron a pH 11 (20%) (p < 0,05), y una menor pérdida de viabilidad en las
células a pH 8 (10%) en comparacion con las microcapsulas elaboradas con alginato (p <
0,05).
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Figura 24. Evolucion de la viabilidad de las células probidticas encapsuladas en microcapsulas de alginato (A) y
alginato-quitosano (B) bajo condiciones intestinales (pH alcalino) de pez simuladas. Los valores muestran la
media + d.e. (n = 3) del % de bacterias viables respecto al valor inicial de células encapsuladas. Los valores con
diferente superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un mismo valor de pH a lo largo del
tiempo (mindsculas) o a diferentes valores de pH para un mismo tiempo (mayusculas).
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Finalmente se estudio la viabilidad de las bacterias encapsuladas durante una simulacion

gastro-intestinal secuencial realizada con una fase acida (pH 3 0 4) seguida de otra etapa

alcalina (pH 9). Las bacterias encapsuladas con alginato (Figura 25A) redujeron su
supervivencia entre un 30 y 40 % a los 30 minutos en medio &cido (p < 0,05). Cuando las

capsulas se transfirieron a un medio alcalino, se produjo otra pérdida adicional de bacterias

viables conservandose finalmente entre el 50 y 60 % de las células viables tras 120 minutos

de incubacion a pH 9.
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Figura 25. Evolucion de la viabilidad de las células probidticas encapsuladas en microcapsulas de alginato (A) y

alginato-quitosano (B) durante una simulacién digestiva secuencial (fase acida seguido otra alcalina). Los

valores muestran la media + d.e. (n = 3) del % de bacterias respecto al valor inicial. Los valores con diferente

superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) para un mismo valor de pH a lo largo del tiempo

(mindsculas) o a diferentes valores de pH para un mismo tiempo (mayusculas).
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Por su parte en las capsulas de alginato-quitosano (Figura 25B) la supervivencia de las células
probidtica fue mayor en la fase acida de pH 4 que en la de pH 3, aungque en ambos casos con
valores superiores a los obtenidos en las céapsulas de alginato. La reduccién de la
supervivencia celular fue de aproximadamente un 10 % para las bacterias incubadas a pH 4 y
de un 30 % para las de pH 3 (p < 0,05), manteniéndose constante estos valores durante el
resto del ensayo. En cualquier caso, la supervivencia registrada fue significativamente mayor

en la simulacién realizada a pH 4 que a pH 3 (p < 0,05).

72



D. DISCUSION

73



Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

5.1. EVALUACION IN VIVO DEL EFECTO DEL PROBIOTICO INACTIVO SOBRE
EL CRECIMIENTO Y LA FISIOLOGIA DE JUVENILES DE LENGUADO
SENEGALES.

5.1.1. Evolucidn del crecimiento de los peces.

En la actualidad una de las definiciones de probiotico en acuicultura méas aceptadas por la
comunidad cientifica es la de Verschuere et al. (2000): “complemento microbiano vivo que
tiene un efecto beneficioso sobre el hospedador modificando la comunidad microbiana
relacionada con €l mismo o con el ambiente, asegurando un uso mejorado del alimento 0
aumentando su valor nutricional, favoreciendo la respuesta del hospedador frente a las
enfermedades 6 mejorando la calidad del ambiente. Ademéas Gatesoupe (1999) definid a los
probidticos en acuicultura como “células microbianas administradas de tal manera que, en el
tracto gastrointestinal se mantienen vivas con el objetivo de mejorar la salud” y Gram et al.
(1999) como: “aquel suplemento vivo microbiano que afecta beneficiosamente al hospedador
mejorando su balance microbiano”. Decir también que en una de las Ultimas revisiones
realizadas sobre el uso de probioticos en acuicultura en el afio 2010 por Merrifield et al.
(2010) se ha propuesto una nueva definicion del término méas concreta y mas ampliada:
“célula microbiana viva, muerta 6 componente celular que, al ser administrado via
alimentacion 6 en el agua de cultivo, beneficia al huésped, mejorando bien la resistencia
frente a las enfermedades, bien el estado de salud, el crecimiento, la utilizacion de la dieta
alimenticia, la respuesta al estrés 0 el vigor en general, obteniéndose al menos en parte, una

mejora en el balance microbiano del huésped 6 del medio que le rodea.

Entre los posibles mecanismos de actuacion de los probioticos se encuentran: la exclusion
competitiva asociada a la produccion de compuestos antimicrobianos tales como
bacteriocinas, lisozimas y proteasas (Verschuere et al., 2000; Makridis et al., 2005), la
competicion por los nutrientes y la energia disponible (Gram et al., 1999) 6 por los puntos de
adhesion a la superficie del huésped (Ringo et al., 2010), la estimulacién de la respuesta
inmune (Balcazar et al., 2006), la mejora del estado nutritivo del huésped mediante el aporte
de enzimas, aminoacidos esenciales, péptidos, acidos grasos, vitaminas, minerales, etc (de
Moura et al., 2009) y la inhibicion de la expresion de genes de virulencia (Defoirdt et al.,
2007).
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En particular, los efectos positivos del probidtico pdp 11 como promotor del crecimiento en
peces marinos han sido descritos por diversos autores (Diaz-Rosales et al., 2009; Saenz de
Rodrigafiez et al., 2009; Varela et al., 2010). Estos autores han registrado un mayor
crecimiento y una mejor utilizacién de los nutrientes en aquellos peces alimentados con
piensos suplementados con probidticos en comparacion con aquellos otros alimentados con
un pienso control que no los incluye. En concreto, Saenz de Rodrigafiez et al. (2009)
registraron un mayor crecimiento, mejores indices de conversién de alimento y
aprovechamiento de la proteina en juveniles de lenguado senegalés cuando son alimentados
con piensos que contienen el probidtico pdp 11 liofilizado. Este mayor crecimiento se ha
asociado, entre otros, a la produccién de enzimas como amilasas, proteasas y lipasas por parte
de las bacterias que pueden favorecer el proceso digestivo, a la estimulacion de la actividad
enzimética digestiva del propio pez, y a una mayor absorcion intestinal por parte de los
enterocitos (Séenz de Rodrigafiez et al., 2009).

Otros autores, sin embargo, no han obtenido una mejora significativa en los peces
alimentados con este probi6tico en relacion al crecimiento, a otros pardmetros zootécnicos o
indices morfométricos de los peces, asociando estos resultados a las diferencias de
temperatura entre ambos ensayos, ya que las dosis de probiotico ensayadas suelen estar

siempre en torno a 10° UFC g alimento (Garcia de La Banda et al., 2010).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
parametros zootécnicos e indices morfométricos estudiados entre los peces alimentados con
piensos que incluyen probiotico inactivo y los peces que ingirieron el pienso control (p >
0,05). Sin embargo, en todo momento se registraron valores de crecimiento, indices de
conversion 'y morfométricos, asi como ratios de eficiencia proteica similares o incluso
mejores a los obtenidos por otros autores para esta misma especie (Rueda-Jasso et al., 2004;
Séenz de Rodrigarfiez et al., 2009; Garcia de La Banda et al., 2010).

Debido a que la cantidad de bacterias incorporadas a cada uno de los piensos experimentales
utilizados en el presente estudio se ha demostrado efectiva por los autores anteriormente
mencionados, las diferencias observadas en el crecimiento pueden ser debidas a la forma
particular de incorporar el probiotico en el pienso en cada uno de estos estudios. En los casos
anteriormente citados, la bacteria es incorporada al alimento de forma viable con un

recubrimiento de alginato célcico, protegiéndola de las condiciones adversas que se va a

75



Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

encontrar tanto durante el almacenamiento como en su recorrido por el aparato digestivo del
pez. Este recubrimiento de alginato calcico permite que la bacteria llegue en la concentracion

deseada al intestino y sea posible su colonizacién.

En el presente trabajo, la bacteria liofilizada e inactivada por calor fue directamente afiadida a
los piensos experimentales como un aditivo mas, y sin recubrimiento alguno de alginato, por
lo tanto es de suponer que el hecho de que no se registrara un mayor crecimiento en los
juveniles de lenguado es debido a que la bacteria inactiva no ejerce el mismo efecto
beneficioso que cuando se incorpora de forma viable, a pesar de que la cantidad de probidtico
incorporado es muy elevada (llegando a utilizarse hasta un 5% de liofilizado de pdp 11

inactivo).

5.1.2. Evaluacion del estado inmune de los peces.

Diversos estudios han demostrado la habilidad de diferentes bacterias de presentar actividad
in vitro frente a diversos patégenos, asi como la capacidad de los probi6ticos para estimular la
respuesta inmune inespecifica de los peces (Panigrahi et al., 2007; Brunt et al., 2008;
Merrifield et al., 2010).

En concreto, se ha comprobado que la inclusion en el alimento del probidtico pdp 11
incrementa la actividad oxidativa en ejemplares juveniles de lenguado senegalés, inhibiendo
el crecimiento in vitro del patégeno Photobacterium damselae subsp. piscicida (Chabrillon et
al., 2005) y disminuyendo la mortalidad de los peces (Diaz-Rosales et al., 2009; Garcia de la
Banda et al., 2010). Este efecto, sin embargo, no ha sido observado en peces alimentados con
piensos suplementados con otras especies del género Shewanella, como S. baltica pdp 13
(Diaz-Rosales et al., 2009). Por otro lado, el probiético pdp 11 inactivado por calor no ha
mostrado influencia en el estado inmune cuando se aplica en ejemplares juveniles de dorada
(Salinas et al., 2006).

Para estudiar el efecto del probiodtico pdp 11 inactivado por calor en el estado inmune
inespecifico de los juveniles de lenguado se analizaron en el suero y/o plasma de los peces la
concentracion plasmatica de inmunoglobulinas totales, la actividad antitripsina, los niveles de

actividad de fosfatasa alcalina y lisozima, y la actividad antimicrobiana del suero.
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A pesar de no encontrarse diferencias significativas en la concentracion de proteina
plasmatica (p > 0,05), la concentracidon de inmunoglobulinas totales se incrementd de forma
gradual conforme lo hizo la cantidad de probidtico afiadido al pienso experimental. Este
hecho viene a corroborar lo encontrado por otros autores, ya que los probidticos tienen la
capacidad, tanto in vivo como in vitro, de estimular la proliferacion de linfocitos B, elevando
los niveles de inmunoglobulinas en diversas especies de peces (Nayak, 2010), y asi favorecer

una mayor resistencia de los peces frente a los microorganismos patogenos.

En contra de lo expuesto anteriormente, los niveles de actividad antitripsina en el suero y
plasma de los ejemplares juveniles de lenguado senegalés mostraron una tendencia opuesta.
Mientras que los niveles de inhibicion en las muestras de suero no presentaron diferencias
significativas (p > 0,05), el porcentaje de inhibicidén obtenido con las muestras de plasma fue
menor en los tratamientos con mayor concentracion de probiotico (p < 0,05). A pesar de que
esta actividad es habitualmente elevada en peces y dificil de modular, incluso despues de la
infeccion, ciertos probidticos han sido capaces de elevar esta actividad en peces (Nayak,
2010), aunque en otros casos no se ha descrito tal efecto (Varela et al., 2010). En el caso
concreto del probiotico pdp 11 inactivo, y a diferencia de cuando las células se utilizan vivas,
no parece que la administracion de este preparado ocasione un incremento de esta actividad

en los juveniles de lenguado senegalés.

Los niveles de las actividades fosfatasa alcalina y lisozima no presentaron diferencias
significativas entre los peces alimentados con los piensos que incluyen el probidtico y los del
control. Se ha descrito que los peces que poseen niveles de actividad fosfatasa alcalina
relativamente bajos suelen presentar sintomas de desnutricion o de deficiencias en algln
mineral. Panigrahi et al. (2010) registraron valores mas altos de fosfatasa alcalina en trucha
arcoiris cuando se administrd el probidtico Lactobacillus rhamnosus. Sin embargo, este
incremento solo se obtuvo en los peces alimentados con el probiotico vivo, ya que al ser
aplicado de forma inactivada no se produjo un aumento significativo en esta actividad (p >
0,05). En el presente estudio se han obtenido resultados similares a los descritos por este
autor, lo que sugiere que cuando pdp 11 se administra como un preparado de células

inactivas, éste no produce un incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina plasmatica.

Por otro lado, la actividad lisozima es una herramienta importante en la respuesta inmune

inespecifica de los peces para luchar contra agentes infecciosos. Se ha demostrado que los
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probidticos son capaces de incrementar la actividad lisozima en teledsteos (Nayak, 2010),
tanto en el suero como en las mucosas de los peces (Taoka et al., 2006). Sin embargo, los
cambios en la actividad lisozima presentan resultados contradictorios en diferentes estudios,
ya que algunos autores describen que no se produce un incremento en dicha actividad en
peces alimentados con probidticos, o al igual que en el presente trabajo, han llegado incluso a
registrar un descenso en sus niveles de actividad (Costas et al., 2011). Tampoco parece que la
administracion del probiotico pdp 11 en forma inactiva incremente la actividad lisozima de
los juveniles de lenguado senegalés. Este hecho pone de manifiesto que la respuesta por parte
del pez es muy diferente seglin se administre dicho probiético en forma viable o inactiva.

Los sueros de los peces alimentados con probidtico inactivo mostraron una mayor inhibicién
de las células de un cultivo estandar de Areomonas hydrophila (p < 0,05). Asi el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) en los recuentos efectuados cuando el indculo
estandar de este patdgeno se incubd con los sueros de los peces alimentados con piensos que
incluyen pdp 11 fue menor en comparacién con los recuentos realizados con los sueros de los
peces del control. La actividad bactericida del suero es un mecanismo importante de la
respuesta inmune inespecifica, ya que es responsable de la eliminacién directa de
microorganismos mediante su lisis (Nayak, 2010). Estos resultados confirman los obtenidos
por otros autores, demostrando el efecto beneficioso que ejerce el probiodtico pdp 11 para
estimular la capacidad del pez para inhibir el crecimiento de patdgenos (Diaz-Rosales et al.,
2009; Garcia de la Banda et al., 2010).

En general, la administracién del probidtico pdp 11 como un preparado de células inactivas
no afectd por igual al conjunto de parametros analizados. A pesar de ello, se produjo un
incremento significativo de la concentracion de inmunoglobulinas totales y la actividad
antimicrobiana en los ejemplares juveniles de lenguado senegalés, lo que manifiesta que se
produce una mejora en el estado inmune inespecifico del pez, aunque los efectos que ejerce el
probidtico sobre los parametros de inmunidad inespecificos dependen del modo en que éste se

administre a los peces.

5.1.2.1. Evaluacion de los metabolitos plasmaticos y del hematocrito.

Para evaluar el estado el estado general de los peces, ademas de los pardmetros anteriormente

estudiados, se cuantificaron los niveles de colesterol y triglicéridos en el plasma. Se ha
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demostrado que el nivel de estos metabolitos es un buen indicador indirecto del estado de
salud de los peces (Maita et al., 2002), y por lo tanto de su tolerancia frente al estrés o a

infecciones causadas por agentes patdgenos.

Estudios realizados por Panigrahi et al. (2010) demostraron que la administracion de piensos
suplementados con probidticos eleva los niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos, asi
como el valor del hematocrito. Los resultados obtenidos por estos autores ponen de manifiesto
un mayor incremento en el valor de estos parametros cuando el probidtico se incorpora vivo
en el alimento, mientras que cuando se hace de forma inactiva, este aumento se da, pero es de

menor magnitud, y no presenta diferencias significativas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que, a pesar de que los niveles de
colesterol y triglicéridos no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p >
0,05), el hecho de que los valores medios de ambos parametros sean mas altos en los animales
gue han ingerido una dosis mayor de probidtico inactivo sugiere cierta mejora en su estado

general en comparacion con el control.

5.1.3. Evaluacion de las actividades enzimaticas digestivas.

Los niveles de actividad de varias enzimas digestivas se han utilizado como indicadores del
estado de condicion de las larvas (Lemieux et al., 1999; Cara, 2005; Engrola et al., 2007) y
para evaluar la capacidad digestiva de los ejemplares adultos (Alarcon et al., 1998). En el
presente estudio se aborda el andlisis de estas enzimas desde dos perspectivas distintas: i) las
actividades proteasa acida total, proteasa alcalina total, y tripsina como indicadores de la
capacidad digestiva de los peces; y ii) las actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina

como indicadores de la funcionalidad de la mucosa intestinal.

En particular, en el lenguado senegalés la relacion entre los niveles de actividad proteasa
acida (estomacal) y los de actividad proteasa alcalina (intestinal) no se asemejan a los
descritos para otras especies carnivoras, ya que estos Gltimos suelen presentar niveles méas
altos de proteasas acidas en comparacion con otras especies omnivoras o herbivoras (Alarcon
et al., 1998; Essed et al., 2002). Una menor importancia relativa de la actividad proteasa acida
en el estdbmago indica que en S. senegalensis la fase de digestion acida parece tener un menor

papel en el proceso de digestion global (Saenz de Rodrigarfiez et al., 2005).
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la incorporacion de pdp 11 inactivo en el
alimento no ejerce ningun efecto en los niveles de actividad proteasa acida, ni en la actividad
proteolitica alcalina total del intestino proximal (p > 0,05). Sin embargo, los peces
alimentados con el pienso control presentaron mayores niveles de actividad proteasa en el
intestino distal en comparacion con los del resto de tratamientos (p < 0,05). La actividad
tripsina siguié la misma tendencia. El hecho de que, en general, todos los peces presentaran
crecimientos similares hace pensar que tales diferencias no estén relacionadas con un mayor o
menor aprovechamiento de los alimentos. Por otro lado, se ha descrito que los probidticos
pueden producir cofactores que ayudan a las enzimas del hospedante a hidrolizar los
nutrientes al incrementar las velocidad de las reacciones enzimaticas, por lo que en estas
condiciones se podria asumir que la reduccion de la secrecién de enzimas no afectaria al
proceso digestivo (Sirvas-Cornejo et al., 2007). En estas circunstancias los probioticos
incrementarian la eficiencia del proceso digestivo en el pez y, por tanto, los peces del
tratamiento control, para poder aprovechar el alimento el alimento, deberian de presentar
mayores niveles de actividad en tramos posteriores del intestino en comparacion con los peces
gue ingieren probidticos con el alimento. Sin embargo, en contra de lo anterior también se ha
descrito que los probidticos estimulan la produccion de enzimas digestivas (Sdenz de
Rodrigariez et al., 2009). En cualquier caso, es necesario un estudio mucho mas profundo para

dilucidar cudl puede ser la hipotesis correcta.

Los niveles de la actividad aminopeptidasa no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos, ni en el intestino proximal ni en el distal (p > 0,05). En cambio, la actividad
fosfatasa alcalina en el intestino proximal fue significativamente mayor en los animales
alimentados con P-5 (p < 0,05), mientras que en el intestino distal, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05). En este sentido, Sédenz de Rodrigafiez et al. (2009)
tampoco obtuvieron diferencias importantes en los niveles de actividad aminopeptidasa y
fosfatasa alcalina cuando administraron pdp 11 viable a los ejemplares juveniles de lenguado,
aungue en su estudio si que registraron una mejor utilizacion de nutrientes en estos peces. Se
sabe que las actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina estdn relacionadas con los
procesos de absorcion y transporte a través de los enterocitos (Zambonino-Infante y Cahu,
2001), y que son indicadores de la funcionalidad del epitelio intestinal. Por lo tanto, el hecho
de que los peces alimentados con P-5 presenten mayores niveles de actividad fosfatasa
alcalina podria estar relacionado con un buen estado del epitelio intestinal en estos animales.
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5.2. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO PARA ELABORAR MICROCAPSULAS
QUE INCLUYAN AL PROBIOTICO.

5.2.1. Caracterizacion morfologica de las microcapsulas.

El tamafio medio de las microcdpsulas es un factor importante para su estabilidad y su
capacidad para proteger al probidtico. Las microcapsulas mas pequefias, con diametros entre
40 y 80 um, se han demostrado ineficaces a la hora de proteger a las bacterias probi6ticas en
medio &cido; mientras que las de mayor tamafio (1-3 mm) le confieren una mejor proteccion.
Por otra parte, las microcapsulas de mayor tamafio son demasiado grandes para afiadirlas al
alimento sin que se vea afectada la textura de éste, y presentan una peor capacidad para
dispersar el contenido, mientras que las mas pequefias contienen menor cantidad de probiético
(Annan et al., 2007; Rosas-Ledesma et al., 2011). Por lo tanto es necesario llegar a un tamario
de particulas 6ptimo que permita tanto una buena proteccion como una correcta distribucion

del probi6tico en el tracto intestinal.

Con el protocolo de microencapsulacion utilizado predominaron las particulas con un
diametro comprendido entre 100 y 150 um, siendo el diametro medio de 101,36 + 12,52 pum.
En la mayoria de los estudios se preparan microcapsulas con diametros inferiores a 100 um
(Annan et al., 2007). En cuanto a su morfologia, las microcdpsulas de menor tamafio
presentaron una mayor esfericidad que las microcapsulas de mayor tamafio, presentando estas
ultimas forma de lagrima. Esto es debido a que su mayor contenido de alginato les confiere
una mayor viscosidad que unido a la fuerza centrifuga aplicada durante su preparacion,
determina que presenten esta forma caracteristica. Debido a la gran dispersién de tamarios
registrada entre las microcépsulas cabe plantearse que es necesario ajustar otros parametros
tales como la velocidad de agitacion, volumen entre la solucion de alginato y la fase

dispersante que permitan conseguir una mayor homogeneidad en el tamafio de las particulas.
5.2.2. Optimizacién del proceso de encapsulacion.
El rendimiento de encapsulacion del probidtico se increment6 conforme aumentd la

concentracién de alginato, hasta 10 UFC por gramo de microcapsula cuando se utilizé una
concentracion de alginato sddico del 3%. Sin embargo a partir de un 3% de polimero se
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estabilizo el nimero total de bacterias encapsuladas. Por su parte, la concentracion del cloruro
calcico no influyd de forma significativa en el rendimiento de encapsulacion. Cuando se
utilizaron concentraciones de cloruro célcico comprendidas entre 1y 2% se pudieron elaborar
microcapsulas que contenfan un mayor nimero de bacterias (108 UFC) (p < 0,05), mientras
que las concentraciones inferiores 0 superiores a este rango, ocasionaron un menor

rendimiento de encapsulacion (p < 0,05).

La concentracion de alginato utilizada en la preparacion de microcapsulas varia ampliamente
desde 0,5 % a 4 % dependiendo de los autores (Chandramouli et al., 2004). Diversos estudios
han demostrado que el aumento en la concentracion de alginato se traduce en una mayor
supervivencia del probidtico (Chandramouli et al., 2004; Mandal et al., 2006). Rosas-
Ledesma et al. (2011) no registraron grandes diferencias en el rendimiento de encapsulacion
al preparar microcdpsulas con concentraciones de alginato comprendidas en el rango de 1 a
4%. Sin embargo los mismos autores registraron una disminucion en el nimero de bacterias
encapsuladas conforme se incrementa la concentracién de cloruro célcico de la solucion

polimerizante.

El incremento del ndmero de bacterias encapsuladas que se producen al aumentar la
concentracion de alginato es debido al tipo de interaccién que se produce entre el alginato
sodico y el cloruro célcico. El calcio (carga positiva) forma enlaces i6nicos con el alginato
(carga negativa), originandose una red en la que quedan atrapadas las bacterias. A mayor
concentracion de alginato, mayor sera el numero de enlaces ionicos que se producen y mas
espacio habra en la matriz para retener células bacterianas, siempre hasta un cierto limite que
en el presente estudio se produce para concentraciones de alginato superiores al 3 %. El
mismo fendmeno se produce al incrementar la concentracion de cloruro calcico. La
disminucion en el rendimiento de encapsulacion observada con concentraciones elevadas de
cloruro célcico se debe a que se originan un mayor nimero de enlaces entre el alginato y el
calcio, y esto provoca que los espacios en la matriz resultante sean menores y, por lo tanto,

sea posible albergar en ella a un menor nimero de bacterias.
5.2.3. Evaluacion de la capacidad de carga de las microcépsulas.

Para que las bacterias probioticas puedan sobrevivir y alcancen el intestino en un ndmero

suficiente para ejercer sus efectos beneficiosos es necesario que un nimero elevado de ellas
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puedan ser englobadas en las microcapsulas. El incremento en la concentracion de bacterias
durante su microencapsulacion se traduce en un mayor numero de bacterias supervivientes,
aunque concentraciones demasiado elevadas debilitan la estructura tridimensional del gel
(Chandramouli et al., 2004).

En el estudio de la capacidad de carga de las microcapsulas se reveld que no habia diferencias
en el numero de células encapsuladas entre los dos métodos de microencapsulacién ensayados
cuando el total de bacterias utilizadas en el inéculo inicial fue superior a 108 UFC (p > 0,05).
Las microcapsulas de alginato-quitosano ofrecieron mejores resultados cuando se utilizan un
menor numero de UFC en el indculo inicial, pero para la dosis del probiético pdp 11 que se ha
demostrado efectiva en S. senegalensis, (10° UFC) (Diaz-Rosales et al., 2009; Garcia de La
Banda et al., 2010), ambos tipos de microcapsulas pueden ser utilizadas indistintamente,

garantizandose rendimientos de encapsulacién equivalentes.

5.2.4. Estabilidad de las microcépsulas en condiciones de almacenamiento.

El estudio de la viabilidad de las bacterias en las microcapsulas a temperatura ambiente y a 4
°C mostré que las bacterias encapsuladas en alginato mantuvieron los recuentos de bacterias
viables estabilizados en torno a 10° UFC durante 30 dias tanto en las microcépsulas

conservadas a temperatura ambiente como en las mantenidas a 4 °C (p > 0,05).

En las microcapsulas elaboradas con alginato-quitosano se observd un incremento en los
recuentos de células viables tanto a temperatura ambiente como a 4 °C a medida que lo hacia
el tiempo de almacenamiento (p < 0,05). Este incremento fue mas rapido en las microcapsulas
conservadas a temperatura ambiente, estabilizandose el recuento de células viables en 10°
UFC/g microcapsulas, y mas gradual para las que se mantuvieron a 4 °C, con valores finales
de 10® UFC/g microcépsulas. Este incremento pudo ser debido a que, como el nimero de
bacterias encapsuladas inicialmente en este tipo de microcapsulas fue inferior, éstas se
multiplicaron en el interior de las microcapsulas ocupando todos los espacios disponibles
hasta alcanzar la carga méxima de éstas y, como es obvio, de forma mucho mas rapida cuando

las particulas se almacenaron a temperatura ambiente.
En lo referente al modo de conservacion, las microcapsulas (tanto de alginato como de

alginato-quitosano) que se conservaron hidratadas a 4 °C no mostraron pérdida de la

viabilidad de las bacterias durante 14 dias. Rosas-Ledesma et al. (2011) registraron una
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supervivencia del 90 % del probiotico pdp 11 cuando este era almacenado durante un mes a 4
°C. Sin embargo, los mismos autores observaron que la viabilidad de las bacterias disminuy6
un 40 % al ser almacenadas a 22 °C. Esto es debido a que a baja temperatura se produce una
disminucion del metabolismo de la bacteria y una menor acumulacion de productos toxicos

derivados de él.

Las microcapsulas congeladas a -20 °C presentaron una importante disminucién en el
recuento de bacterias viables, mientras que en las microcapsulas liofilizadas no se pudo
cuantificar ninguna células viable, lo que evidencia que este Gltimo método no es un
procedimiento viable para conservar al probiotico pdp 11 de forma viable en las particulas.
Callewaert et al. (2007) también registraron una menor resistencia de las células bacterianas

en las cpsulas de alginato célcico tras su congelacion y liofilizacion.

Finalmente el estudio de estabilidad de las bacterias encapsuladas en una disolucion de
cloruro sodico reflej6 una disminucién inicial en el nimero de bacterias viables en las
microcapsulas elaboradas con alginato (p < 0,05), tras lo cual se mantuvo el recuento de
viables constante. Por su parte, en las microcapsulas de alginato-quitosano no se produjo tal
reduccién (p > 0,05). En este sentido, Silva et al. (2006a) describieron que se produce una
liberacion mas lenta del contenido de las microcapsulas tratadas con quitosano en
comparacion con las microcapsulas cuya matriz Gnicamente contiene alginato, debido a que el
hidrogel de alginato-quitosano es mas estable y confiere mayor proteccion a las células
retenidas en el mismo.

Por lo tanto, las microcapsulas de alginato-quitosano parecen ser las mas indicadas para
mantener la viabilidad del probidtico pdp 11 durante su almacenamiento en forma hidratada, o

para su administracion en el medio acuético.

5.2.5 Supervivencia de las bacterias encapsuladas en condiciones digestivas simuladas.

En general, los resultados obtenidos corroboran que las microcapsulas de alginato-quitosano
ofrecen una mejor proteccion de las bacterias probioticas frente a las condiciones
gastrointestinales simuladas. Igualmente, los resultados de la simulacién digestiva secuencial,
confirmaron que este tipo de microcapsulas ofrecen una mayor proteccion del probidtico pdp
11 en condiciones digestivas simuladas.

84



Efectos de la administracion del probidtico Shewanella pdp11 en juveniles de leguado senegalés
(Solea senegalensis, Kaup 1858) y desarrollo de un método para su microencapsulacion.

Se ha demostrado que las bacterias probioticas encapsuladas en alginato calcico presentan una
mayor supervivencia a las condiciones gastrointestinales que las células libres (Chandramouli
et al., 2004; Mandal et al., 2006; Annan et al., 2007; Alarcén et al., 2010). Sin embargo, en
muchas ocasiones, la supervivencia del probiotico es todavia inferior a la deseada por lo que
es necesario incrementar la capacidad de las microcapsulas para proteger al probidtico en
condiciones adversas. Para disminuir la porosidad de las capsulas de alginato e incrementar su
resistencia se ha ensayado con el recubrimiento de las microcapsulas con diversos polimeros
cationicos, como el quitosano. El recubrimiento de las microcdpsulas de alginato con
quitosano se ha demostrado efectivo para disminuir la erosion de la pared de alginato y para
conseguir una mayor retencion del contenido de las microcapsulas. Ademas de esto, se ha
observado que el quitosano incrementa la absorcion de ciertas particulas por las células
epiteliales debido a sus propiedades de mucoadhesion que incrementan el contacto de las
particulas con las mucosas (Silva et al., 2006a y b).

En cualquier caso, para ahondar en estos aspectos se requiere la realizacion de ensayos in vivo
con animales a partir del cuales se pueda extraer informacion que permita complementar a la
obtenida en la simulaciones gastrointestinales realizadas in vitro y permita establecer los
protocolos mas adecuados para administrar estas bacterias probidticas a cada especie en

particular.
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1- La administracion oral con el alimento del probidtico Shewanella pdp 11 en forma inactiva
no ejerce, a las dosis ensayadas, ningun efecto sobre el crecimiento de los juveniles de

lenguado senegalés.

2- La administracion de células inactivas del probidtico Shewanella pdp 11 con el alimento
produce una mejora del estado inmune inespecifico de los ejemplares juveniles de lenguado
senegalés, aunque dicho efecto beneficioso no se observa en todos los pardmetros de
inmunidad inespecificos analizados, lo que indica que el modo en que se administre este

probidtico influye en la intensidad y magnitud de la respuesta inmunitaria del pez.

3- La administracion del probidtico Shewanella pdp 11 modifica los niveles de actividad de
las enzimas intestinales de los ejemplares juveniles de lenguado senegalés, no obstante no se
evidencia que estas variaciones tengan repercusion en el aprovechamiento digestivo del

alimento.

4. Se ha desarrollado un procedimiento para preparar microcapsulas de alginato y alginato-
quitosano que permiten vehicular células probidticas Shewanella pdp 11 viables.

5- Las microcapsulas de alginato y alginato-quitosano mantienen la viabilidad del probiético
Shewanella pdp 1l en condiciones de almacenamiento durante 30 dias, cuando las

microcapsulas se conservan de forma hidratada.

6- Las microcapsulas de alginato-quitosano resultan mas apropiadas para administrar el

probidtico Shewanella pdp 11 a peces provistos de estbmago.

6. CONCLUSION FINAL: La administracion de células inactivas de Shewanella pdp 11 no
mejora el crecimiento de los ejemplares juveniles de lenguado senegalés, pero si su estado
inmune. Por otra parte, la microencapsulacion de este probioético supone una herramienta de

enorme potencial para su administracion en fases mas tempranas del cultivo de esta especie.
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