ES 2 468 829 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 468 829

@Int. Cl.:

A23K 1/00 (2006.01)
A23K 1/18 (2006.01)
A61K 35/74 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  10.05.2010  E 10719037 (3)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 30.04.2014  EP 2427200

T3

Titulo: Composicién de pienso para el tratamiento o la prevencidn de enteritis en peces

Prioridad:

08.05.2009 GB 0907963
09.11.2009 GB 0919586

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
17.06.2014

@ Titular/es:

BIOPROTEIN AS (100.0%)
Professor Olav Hanssens vei 15
4021 Stavanger, NO

@ Inventor/es:

ROMARHEIM, ODD HELGE;
GVERLAND, MARGARETH,;
MYDLAND, LIV TORUNN;
SKREDE, ANDERS y
LANDSVERK, THOR

Agente/Representante:

DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 468 829 T3

DESCRIPCION
Composicion de pienso para el tratamiento o la prevencién de enteritis en peces

Esta invencion se refiere al uso de un material proteinico de célula individual obtenido a partir de un cultivo de
bacterias metanotroficas para el tratamiento y/o la prevencién de enteritis en peces, en particular para la prevencion
o el alivio de la enteritis inducida por soja en peces carnivoros, p.ej. salménidos tales como el salmén atlantico.

Los componentes de los piensos representan aproximadamente un tercio del coste total de la cria de peces tales
como el salmén y la trucha. Tradicionalmente la principal fuente de proteinas para peces carnivoros ha sido la harina
de pescado. Sin embargo, el precio de la harina de pescado aumenta de forma sostenida y la predicciéon de aumento
en la produccién de la acuicultura sugiere que el suministro mundial de harina de pescado no sera suficiente para
cubrir la demanda futura. Por tanto, se requieren fuentes alternativas de nutrientes para sustituir al menos parte de la
fraccion de harina de pescado de los piensos acuaticos.

Recientemente la atencion de la industria acuicola se ha centrado en ingredientes vegetales, en particular fuentes
proteinicas vegetales, debido a su facil disponibilidad y bajo precio. Sin embargo, dichas materias presentan una
serie de problemas que limitan el uso extendido en acuicultura.

El producto proteinico vegetal mas ampliamente disponible, la harina de soja, se comercializa como alimento de
elevado valor nutricional para animales de granja, incluyendo el salmén y la trucha, y esta disponible en forma de
harina de soja de contenido graso completo (es decir, sin reducir su contenido de aceite) y de harina de soja
desgrasada (con un contenido de aceite reducido). Sin embargo, en el salmén atlantico y en la trucha arcoiris,
incluso niveles bajos en la dieta, la harina de soja produce enteritis (una reaccion inflamatoria dafiina del intestino
distal), lo cual supone un reto ético importante y a su vez genera problemas de crecimiento y aprovechamiento de
los piensos (Baevertjord y Krogdahl, Journal of Fish Diseases (1996), 19: 375-387). Esta afeccion a menudo se
denomina “enteritis inducida por harina de soja” y es la principal razén para una baja o nula inclusion de harina de
soja en dietas para salmén y trucha. La afeccion también puede ser inducida por otras materias vegetales, tales
como concentrado de proteina de guisante (Penn et al., Xlll International Symposium on Fish Nutrition and Feeding,
Florianopolis, Brasil (2008), Book of Abstracts, pag. 86).

Aunque los efectos especificos de fuentes de proteinas alternativas sobre la fisiologia digestiva de los peces han
sido estudiados con mucho detalle para el caso de los productos de soja en piensos para cria de salmoénidos, un
informe reciente del Comité Cientifico Noruego sugiere que podria haber respuestas similares a otras fuentes
proteinicas vegetales usadas por la industria de los piensos para peces. Por lo tanto, se anticipa que otras materias
vegetales, como el concentrado proteinico de guisantes, tanto solo como en combinacién, mostrardn los mismos
efectos dafinos que la harina de soja cuando se suministren a peces en sustituciéon de la harina de pescado u otros
ingredientes no causantes de enteritis.

La gravedad de los cambios morfolégicos observados al dar como alimento a peces productos derivados de
vegetales, como la harina de soja, depende del nivel de su inclusion en la dieta. Por ejemplo, se puede detectar
enteritis del intestino distal en salmones alimentados con una dieta que contiene Unicamente un 10% en peso de
harina de soja, dando lugar dietas que comprenden un 15% o mas de harina de soja (valores en base a proteina de
dieta total) a cambios morfologicos graves (Krogdahl et al., Aquaculture Nutrition (2003), 9: 361-371). La harina de
soja desgrasada induce cambios morfoldgicos graves en el intestino distal del salmén atlantico y de la trucha de
arcoiris. Se observaron cambios similares al suministrar harina de soja a otros peces, tal como la dorada, el besugo,
la carpa comun, el robalo asiatico y el pez gato de canal, aunque estos casos fueron algo menos graves.

La afeccion de “enteritis inducida por harina de soja” no esta causada por las proteinas del pienso, sino mas bien por
uno o mas componentes solubles en alcohol de la fraccion no proteinica. Por lo tanto, se pueden usar concentrados
de proteinas y productos de proteinas aisladas producidos a partir de materias vegetales (p.ej. soja) después de una
extraccion con alcohol sin producir enteritis. Sin embargo, dichos productos son muy caros.

Por lo tanto, aunque las fuentes de proteinas vegetales alternativas como la harina de soja son candidatos
prometedores para la sustitucion parcial de harina de pescado en los piensos acuicolas, actualmente no pueden
usarse en cantidades significativas en los piensos para peces debido al problema de la enteritis. La presente
invencién pretende abordar este problema.

Los inventores de la presente han descubierto sorprendentemente que la adicion de una harina de proteina
bacteriana o “biomasa” derivada de un cultivo que comprende bacterias metanotréficas (también denominada en la
presente memoria simplemente “harina de proteina bacteriana”) a la dieta de peces puede evitar o aliviar la enteritis
inducida por vegetales. En particular, se ha descubierto que la adicién de niveles entre bajos y moderados de harina
de proteina bacteriana a las dietas para peces que incluyen materias de base vegetal en niveles que de otro modo
provocarian enteritis convierte a dichas materias en seguras para su uso como pienso para peces.

Se conocen composiciones proteinicas bacterianas, p.ej. aquellas que comprenden proteinas unicelulares de
bacterias metanotréficas, para uso como piensos para animales. Por ejemplo, la solicitud de patente WO 03/015534
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describe el uso de una proteina unicelular derivada de Methylococcus capsulatus como pienso para peces y
moluscos. Sin embargo, no se ha propuesto previamente que se pueda usar una harina de proteinas bacterianas
metanotroéficas para prevenir o aliviar la enteritis inducida por vegetales en peces, p.ej. enteritis inducida por soja.

Por tanto, en un primer aspecto la invencién proporciona una biomasa derivada de un cultivo de bacterias
metanotroficas para la prevencioén o alivio de enteritis inducida por vegetales en peces.

Tipicamente, la biomasa se incorporara directamente en un pienso para peces convencional, por ejemplo un pienso
para peces formulado, que también comprendera la materia de base vegetal responsable de causar enteritis. En un
aspecto adicional, la invencion proporciona de este modo un pienso para peces que comprende una biomasa
derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas en combinacion con un material vegetal causante de enteritis. Tal
como se usa en la presente memoria, el término “pienso para peces” se entendera de forma general como un
alimento completo para peces, es decir, uno que comprende todos los componentes necesarios para una dieta para
peces.

En un aspecto relacionado la invencién proporciona un componente de pienso para peces que comprende (p.ej., que
consta esencialmente de) una biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotroéficas en combinacién con un
material vegetal causante de enteritis. Dicho componente de pienso puede proporcionarse, por ejemplo, como una
mezcla de dicha biomasa y dicho material vegetal para uso como ingrediente (p.ej., un ingrediente que contiene
proteinas) en la preparacion de un pienso para peces.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona ademas un pienso para peces 0 un componente de pienso para
peces que comprende una biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas para la prevencion o alivio de
enteritis inducida por vegetales en peces.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso de una biomasa como el descrito en la presente memoria
para la fabricacion de un agente (p.ej. en la fabricacion de un pienso para peces o de un componente de pienso para
peces) para la prevencion o alivio de enteritis inducida por vegetales en peces.

En otro aspecto adicional la invencion proporciona un método para prevenir o aliviar enteritis inducida por vegetales
en peces, comprendiendo dicho método la administracion a dichos peces de una biomasa, un pienso para peces o
un componente de pienso para peces como los descritos en la presente memoria.

Con el término “enteritis inducida por vegetales” se pretende indicar una afeccion inflamatoria subaguda de la
mucosa intestinal distal que tiene su origen en la ingestién de un material vegetal. Mas especificamente, el término
pretende referirse a una afeccion asociada a uno o mas de los siguientes cambios del intestino distal: (1)
ensanchamiento y acortamiento de los pliegues intestinales; (2) pérdida de la vacuolizacién supranuclear normal en
células absortivas (enterocitos) de la mucosa intestinal; (3) ensanchamiento de la lamina propia central de los
pliegues intestinales, con aumento de la cantidad de tejido conectivo; y (4) infiltracion de una poblacion de leucocitos
mixta (células inflamatorias) en la lamina propia y en la submucosa. Estos cambios morfolégicos estan asociados a
una funcionalidad afectada del intestino distal y son caracteristicos de los cambios inducidos en peces
(especialmente en salmoén y trucha) por efecto del uso de harina de soja en la dieta. El especialista en la técnica
puede identificar facilmente dichos cambios a partir de un estudio histoldgico de secciones intestinales distales. La
Figura 1B es un ejemplo de las caracteristicas morfolégicas de los intestinos distales de salmén atlantico cuando se
alimenta con una dieta que comprende harina de soja.

Las materias vegetales que pueden producir enteritis incluyen productos vegetales enteros, procesados o extraidos,
en particular materias proteinicas vegetales. Dichas materias pueden derivar, por ejemplo, de cualquiera de las
siguientes fuentes: soja, girasol, altramuz, colza, canola, semilla de algodén, cacahuete, guisante (p.ej. guisante de
campo), judia (p.ej., haba), cereal, cebada, maiz y mijo.

Las materias vegetales adecuadas para uso en la invencion son aquellas que proporcionan un valor nutricional a los
piensos para peces y que son adecuadas para uso como ingrediente en piensos para peces, p.ej. adecuadas para la
sustitucion parcial de ingredientes convencionales de los piensos, tal como la harina de pescado. Dichos productos
son aquellos que producen enteritis en peces. Los ejemplos especificos de materias que pueden dar como resultado
enteritis o afecciones similares a la enteritis en peces (dependiendo de su nivel de inclusién en la dieta) incluyen la
soja (de contenido normal en aceite, desgrasada, pelada o sin pelar), girasol (p.ej. girasol desgrasado), altramuz
(p-ej. altramuz pelado), colza (p.ej. colza doblemente desgrasada), guisante de campo entero, concentrado de
proteina de guisante, habas (p.ej. habas enteras o peladas), co-productos derivados de la producciéon de
biocombustibles y de la industria cervecera, concentrado de proteina de cebada, gluten de trigo y gluten de maiz.
Estos ingredientes pueden proporcionarse sin tratamiento con calor, o pueden ser pre-tratados con métodos tales
como asado, tostado, microondas, expansion, trituracion, extrusion u otros tratamientos con calor conocidos.

Los productos de soja son un ejemplo de material de base vegetal conocido por originar enteritis en peces. Dichos
productos se encuentran ampliamente disponibles en una serie de formas diferentes y todas ellas se consideran
adecuadas para uso en la invencién. Estas incluyen la harina de soja extraida con disolvente, que se refiere al
producto de soja tras extraccion de parte del aceite mediante disolventes tales como el hexano; la torta de soja
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derivada de un procesado con prensa mecanica o virutas de soja; harina de soja que son copos de soja extraidos
con disolvente y molidos o torta de soja molida, virutas de soja molidas, o copos de soja molidos; pienso de molino
de soja que es subproducto resultante de la fabricacion de harina de soja o de arenilla de soja y que esta compuesto
por cascaras de soja y despojos de cola del molino (un analisis tipico en peso seria 13% de proteina sin purificar,
32% de fibra sin purificar y 13% de humedad); carrera de molino de soja que es el producto resultante de la
fabricacién de harina de soja pelada y que esta compuesto por cascaras de soja y trozos de judias de soja que se
adhieren a la cascara en las operaciones de molienda normales (un andlisis tipico en peso seria 11% de proteina sin
purificar, 35% de fibra sin purificar y 13% de humedad); cascaras de soja que es el producto que consiste
principalmente en la cobertura exterior de la soja; y copos de soja extraidos con disolvente que es el producto
obtenido tras extraer parte del aceite de las semillas de soja mediante el uso de hexano o disolventes
hidrocarbonados homalogos.

La harina de soja esta disponible comercialmente en las formas de contenido graso completo (es decir, sin reduccion
del contenido de aceite) y desgrasada (contenido de aceite reducido). La harina de soja se desgrasa tipicamente
mediante extraccion con disolvente de los aceites usando hexano o disolventes hidrocarbonados homélogos (p.€j. n-
hexano o 2,3-dimetil-pentano) que son destilados posteriormente durante el proceso de tostado. La harina de soja
desgrasada (también conocida como harina de soja “extraida”) tipicamente presenta la siguiente composicion (% en
peso):

Proteina (N x 6,25) min. 42%

Grasa min. 0,2%

Fibra sin purificar max. 8,0%

Ceniza max. 7,0%

Agua max. 12% 6 max. 13,5%

Los carbohidratos totales representan el resto, es decir, aprox. 30% (de los cuales, aproximadamente el 10% son
oligosacaridos, y el resto principalmente polisacaridos no almidon (p.ej. galactanos, arabinano)).

El analisis de los productos de soja se puede llevar a cabo segun los métodos de ensayo normalizados adoptados
por la “American Oil Chemist Society” (AOCS), p.€j. el Método AOCS Ba 2a-38 (para humedad), el Método AOCS Ba
4e-93 (proteinas), el Método AOCS Ba 6-84 (fibra sin purificar) y el Método AOCS Ba 3-38 (aceite). La harina de
soja puede estar descascarillada (es decir, que tenga un bajo contenido en fibra y un mayor contenido en proteina
sin purificar) o no.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “harina de soja” se refiere generalmente a cualquier material
derivado de soja y que sea adecuado para uso como ingrediente de pienso para peces (con o sin procesamiento
adicional). La harina de soja adecuada para uso segun la invencion puede obtenerse de Denofa AS, Noruega.
Preferiblemente, la harina de soja comprende una fraccion soluble en alcohol que provoca enteritis, es decir la
harina de soja es capaz de provocar enteritis en los peces receptores.

Estudios recientes han sugerido que las saponinas vegetales pueden ser uno de los factores responsables
causantes de los sintomas de enteritis en peces. Las saponinas son moléculas anfifilicas naturales que constan de
un resto azucar unido a un esteroide o una aglicona triterpenoide. Estdn ampliamente distribuidas en las plantas
naturales y también estan presentes en muchos cultivos, que incluyen la soja y las semillas de altramuz. Los niveles
tipicos de saponina en la harina de soja desgrasada son de 5-7 g/kg.

El material vegetal o la fuente vegetal para uso en la invencion, por tanto, preferiblemente es una que comprende
una proporcion de saponinas. Preferiblemente, el material vegetal es un material que contiene proteinas vegetales,
p.ej. harina de soja sin desgrasar, harina de soja desgrasada o concentrado de proteina de guisante (p.ej.,
concentrado de proteina de guisante que tiene un contenido de proteinas de al menos el 20%). Lo mas
preferiblemente, el material es harina de soja. En una realizacion preferida, el material vegetal comprende proteinas
y saponinas vegetales.

En una realizacion preferida de la invencion, la enteritis es inducida por uno de los materiales vegetales descritos en
la presente memoria. En una realizacion especialmente preferida, la enteritis inducida por vegetales es enteritis
inducida por soja.

La biomasa para uso segun la invencién deriva de, o comprende, un cultivo de bacterias metanotrdficas,
preferiblemente un cultivo que contenga Methylococcus capsulatus, especialmente Methylcoccus capsulatus (Bath).
En una realizacion preferida, la biomasa deriva de, o comprende, una proporcion principal de bacterias
metanotréficas y una proporcidon menor de bacterias heterotréficas, preferiblemente Methylococcus capsulatus
ademas de Ralstonia sp., Brevibacillus agri y Aneurinibacillus sp.
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Las bacterias preferidas para uso en el material de biomasa incluyen Methylococcus capsulatus (Bath), una bacteria
termdfila aislada originalmente de manantiales termales en Bath, Inglaterra, y depositada como NCIMB 41526
(anteriormente NCIMB 11132) en “The National Collections of Industrial and Marine Bacteria”, Aberdeen, Escocia.
Otras bacterias adecuadas para uso en la invencion incluyen la bacteria heterotrofica DB3, cepa NCIMB 41527
(Ralstonia sp. conocida anteriormente como Alcaligenes acidovorans DB3; anteriormente NCIMB 13287), DB5, cepa
NCIMB 41525 (Brevibacillus agri, anteriormente conocida como Bacillus firmus DB5; anteriormente NCIMB 13289) y
DB4, cepa NCIMB 41528 (Aneurinibacillus sp. conocida anteriormente como Bacillus brevis DB4; anteriormente
NCIMB 13288) que tienen todas un crecimiento 6ptimo a una temperatura de aproximadamente 45°C. Los detalles
relativos a las caracteristicas de estas cepas bacterianas se proporcionan en la solicitud de patente WO 03/072133,
cuyo contenido se incorpora en su totalidad a la presente memoria. Una biomasa especialmente preferida para uso
de acuerdo a la invencion es la preparada a partir de un cultivo microbiano de las anteriores cepas y esta disponible
en Norferm AS, Noruega, bajo el nombre comercial de BioProtein®.

La biomasa para uso en la invencion deriva de un cultivo microbiano que comprende una cepa bacteriana
metanotroéfica, opcionalmente en combinacién con una o mas especies de bacterias heterotroficas, especialmente
preferiblemente una combinacién de cepas bacterianas metanotroficas y heterotréficas. Tal como se usa en la
presente memoria, el término “metanotrofico” abarca cualquier bacteria que utiliza metano, metanol o formaldehido
para su crecimiento. El término “heterotrofico” se usa para bacterias que utilizan sustratos organicos diferentes del
metano, el metanol o el formaldehido para su crecimiento.

La biomasa bacteriana para uso en los métodos descritos en la presente memoria puede formarse por crecimiento
de las bacterias en un medio o sustrato adecuado. La naturaleza exacta del medio de crecimiento usado para
producir la biomasa no es critica y se puede usar una variedad de sustratos adecuados. De forma conveniente, la
biomasa puede producirse mediante un proceso de fermentacion en el que se alimenta oxigeno y un sustrato
adecuado tal como un hidrocarburo, un alcohol o un carbohidrato, liquido o gaseoso, p.ej. metano, metanol o gas
natural, junto con una fuente de nitrégeno (preferiblemente amoniaco) y una disolucién de nutrientes minerales, a un
reactor tubular que contiene los microorganismos. En la técnica se conocen bien y se describen varios de dichos
procesos, por ejemplo en los documentos WO 01/60974, DK-B-170824, EP-A-418187 y EP-A-306466, cuyos
contenidos se incorporan a la presente memoria a modo de referencia.

El material de biomasa para uso en la invencion derivara preferiblemente de la fermentacién de fracciones de
hidrocarburos o de gas natural. Especialmente preferidos son los materiales de biomasa derivados de la
fermentacion de gas natural. Generalmente, en dichos procesos, segin va aumentando la concentracion de
microorganismos en el fermentador, una porcién del contenido del reactor o caldo es retirada y los microorganismos
pueden ser separados mediante técnicas bien conocidas en la técnica, p.ej., centrifugacion y/o ultrafiltracién. De
forma conveniente, en un proceso de fermentacion como éste, el caldo sera retirado continuamente del fermentador
y tendra una concentracion celular de entre 1 y 5% en peso, p.ej. aproximadamente 3% en peso.

Especialmente preferido para uso en la invencién es un cultivo microbiano que comprende una combinacién de la
bacteria metanotrofica Methylococcus capsulatus (Bath) (cepa NCIMB 41526), y la bacteria heterotréfica DB3 (cepa
NCIMB 41527) y DB5 (cepa NCIMB 41525), opcionalmente en combinacién con DB4 (cepa NCIMB 41528). El papel
de DB3 es utilizar el acetato y el propionato producidos por la M. capsulatus (Bath) a partir del etano y el propano del
gas natural. La DB3 puede suponer hasta el 10%, p.ej. aproximadamente del 6 al 8%, del recuento celular total de la
biomasa resultante. El papel de la DB4 y la DB5 es el de utilizar los productos de lisis y los metabolitos del medio.
Tipicamente, la DB4 y la DB5 supondran cada una menos del 1% del recuento celular total durante la fermentacion
en continuo.

Los fermentadores adecuados para uso en la preparacion de la biomasa son aquellos de tipo lazo, tal como los
descritos en los documentos DK 1404/92, EP-A-418187 y EP A 306466 de Dansk Bioprotein, o reactores de arrastre
neumatico. Se pueden usar otros fermentadores para preparar la biomasa y éstos incluyen fermentadores tubulares
y de tanque agitado.

Tipicamente, la biomasa producida a partir de la fermentacién de gas natural puede comprender entre un 60 y un
80% en peso seco de proteina sin purificar; entre un 5 y un 20% en peso de grasa sin purificar; entre un 3 y un 10%
en peso de ceniza; entre un 3 y un 15% en peso de acidos nucleicos (ARN y ADN); entre 10 y 30 g/kg de fosforo;
hasta 350 mg/kg de hierro; y hasta 120 mg/kg de cobre. De forma particularmente preferida, la biomasa
comprendera entre un 68 y un 73%, p.ej. aproximadamente un 70%, en peso de proteina sin purificar; entre un 9 y
un 11%, p.ej. aproximadamente un 10%, en peso de grasa sin purificar; entre un 5 y un 10%, p.ej. aproximadamente
un 7%, en peso de ceniza; entre un 8 y un 12%, p.ej. aproximadamente un 10%, en peso de acidos nucleicos (ARN
y ADN); entre 10 y 25 g/kg de fosforo; hasta 310 mg/kg de hierro; y hasta 110 mg/kg de cobre. Puede esperarse que
el perfil de aminoacidos del contenido proteinico sea nutricionalmente favorable con una elevada proporcion de los
aminoacidos mas importantes, metionina, cisteina, treonina, lisina, triptéfano y arginina. Tipicamente, éstos pueden
estar presentes en cantidades de aproximadamente 3,1%, 0,7%, 5,2%, 7,2%, 2,5% y 6,9%, respectivamente
(expresado como porcentaje de la cantidad total de aminoacidos). Generalmente, los acidos grasos comprenderan
principalmente el acido saturado palmitico (aprox. 50%) y el acido monoinsaturado palmitoleico (aprox. 36%). El
contenido mineral del producto comprendera tipicamente cantidades elevadas de fésforo (aproximadamente 1,5%
en peso), potasio (aproximadamente 0,8% en peso) y magnesio (aproximadamente 0,2% en peso).
5
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Tipicamente, la biomasa resultante se producira en la forma de una pasta o suspension acuosa con fluidez.
Generalmente ésta consistira esencialmente en material celular entero, aunque también puede haber presente una
fraccion de material celular lisado.

El producto del fermentador puede usarse directamente (es decir, sin un procesado adicional) o puede someterse a
etapas de procesamiento adicionales antes de ser usado como componente de biomasa de la invencion. Las etapas
de procesamiento adicionales incluyen procesos de homogeneizacion, ademas de centrifugacion y/o filtracion (p.ej.
ultrafiltracién), mediante los cuales se reduce el contenido de agua antes del uso. Los métodos de homogeneizacion
adecuados se describen, por ejemplo, en el documento WO 01/60974, cuyo contenido queda incorporado a la
presente memoria a modo de referencia.

Después de la produccion de la biomasa, generalmente ésta se concentra a partir del medio de fermentacion, por
ejemplo mediante métodos convencionales de centrifugacién y/o filtracion, p.ej. microfiltracion o ultrafiltracion.
Preferiblemente, la filtracion se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 50 a 70°C. La exclusién por tamafo
usada durante la ultrafiltracion generalmente estara en el rango de aproximadamente 100 kD. Sin embargo, se
pueden usar filtros que tengan un corte de PM en el rango de 10 a 100 kD, p.ej. aproximadamente 20 kD. La
microfiltracion se llevara a cabo generalmente usando filtros en el rango de 0,2 ym a 0,4 pm.

La concentracion de la biomasa puede efectuarse solamente por centrifugacion. Durante la centrifugacion, el
contenido en materia seca de la biomasa aumenta tipicamente desde aproximadamente 2 a aproximadamente 15%
en peso, particularmente hasta aproximadamente de 5 a 18% en peso, preferiblemente de 8 a 15%, p.ej.
aproximadamente 14% en peso. Si es necesario, o incluso deseable, se pueden usar métodos de filtracion (p.ej.
ultrafiltracién) para aumentar ain mas el contenido en solidos de la biomasa. La ultrafiltracion, que puede llevarse a
cabo de forma ventajosa a una temperatura de entre 40 y 50°C, p.ej. entre 42 y 46°C, ademas concentra la biomasa
en un producto que contiene entre un 10 y un 30%, preferiblemente entre 15y 25%, p.ej. entre 18 y 22%, en peso de
material unicelular. La biomasa resultante estara en la forma de una suspension acuosa y tipicamente tendra un
contenido en sdlidos en el intervalo de entre 10 y 30%, preferiblemente entre 15y 25%, p.ej. aproximadamente 20%,
en peso.

La biomasa para uso en la invencion también puede ser un hidrolisato o un autolisato de un cultivo microbiano. Las
solicitudes de patente WO 03/068002 y WO 03/068003 describen procesos para preparar hidrolisatos y autolisatos
bacterianos, respectivamente, y su contenido se incorpora al completo a la presente memoria. Las etapas de
hidrolisis y/o autolisis se pueden llevar a cabo antes o después de cualquier etapa de centrifugacion y/o filtracion. El
orden exacto de las etapas de procesado dependera de la naturaleza deseada para el producto y el especialista en
la técnica lo puede determinar.

Los hidrolisatos bacterianos pueden producirse mediante la accion de una o mas enzimas capaces de hidrolizar
(p.ej. degradar hidroliticamente) la estructura celular y/o los componentes intracelulares del cultivo bacteriano,
preferiblemente una enzima o sistema de enzimas capaz de hidrolizar el contenido de acidos nucleicos de las
células. Los autolisatos bacterianos pueden prepararse mediante incubacién del cultivo bacteriano en condiciones
controladas cuidadosamente para permitir que las enzimas endégenas contenidas dentro de las células bacterianas,
tal como nucleasas y proteasas, digieran los componentes de la célula. Este proceso de “autodigestion” da como
resultado la produccion de varios productos de degradacién de la célula que pueden incluir péptidos, aminoacidos,
nucledtidos, fosfolipidos, acidos grasos, etc. Las condiciones de reaccion adecuadas para la hidrdlisis y la autolisis
del cultivo bacteriano pueden ser determinadas por el especialista en la técnica.

La biomasa para uso en la invencién también puede ser un permeado, es decir, la fraccion soluble obtenida después
de una filtracion, p.ej. microfiltracion o ultrafiltracion. Un permeado preferido se obtiene por homogenizacion, autolisis
y después ultrafiltracion de la biomasa bacteriana. Otro permeado preferido se obtiene por homogenizacion y
después microfiltracion de la biomasa bacteriana. Para mejorar el rendimiento de producto, el hidrolisato o autolisato
puede lavarse repetidamente (p.ej. hasta 5 veces, p.ej. hasta 3 veces) con agua seguido de etapas de ultrafiltracion.
Después de la separacion del permeado de la fraccion soélida retinada por el filiro (denominada en la presente
memoria retentato), puede esperarse que el contenido de sdlidos del permeado sea aproximadamente de 1 a 8% en
peso, p.€j. en el rango de entre 1y 3,5% en peso, especialmente alrededor de 2% en peso, o en el rango de entre 3
y 8% en peso, especialmente alrededor de 4,5% en peso.

Después de la centrifugacién y/o la ultrafiltracion, el material de biomasa sera una suspension o pasta proteinica
relativamente viscosa. Aunque éste puede usarse directamente en los productos y métodos descritos en la presente
memoria, normalmente seguira siendo procesado para eliminar el exceso de agua del producto. La seleccién de
cualquier etapa o etapas adicionales de secado dependera del contenido de agua del material y del contenido en
humedad deseado para el producto final, y el especialista en la técnica podria determinarlo. Tipicamente, el producto
sera procesado adicionalmente de acuerdo a técnicas de secado por pulverizacién bien conocidas en la técnica.

La biomasa bacteriana o la biomasa procesada descrita en la presente memoria puede ser tratada para reducir el
contenido de acidos nucleicos de la biomasa. Los métodos para la reduccién del contenido de acidos nucleicos de la
biomasa bacteriana son conocidos en la técnica e incluyen tratamientos de choque térmico, p.ej. segun el método
descrito en Larsen y Joergensen (Applied Microbiology and Biotechnology (1996) 45, pag. 137-140). Una biomasa
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bacteriana, o una fraccion de la misma, tratada para reducir el contenido de acido nucleico se denomina en la
presente memoria biomasa, o fraccién de biomasa, “con acidos nucleicos reducidos”, respectivamente. Una biomasa
bacteriana con acidos nucleicos reducidos comprende preferiblemente acidos nucleicos (medidos como el contenido
de ADN y ARN en el material de biomasa respecto a otros componentes que no sean el disolvente) a un nivel
inferior al 40%, preferiblemente inferior al 30% y de forma especialmente preferible inferior al 20%, p.ej. a un nivel de
entre 5 y 25%, del contenido de acidos nucleicos de la biomasa bacteriana antes del tratamiento de reduccion de
acidos nucleicos. Por ejemplo, una biomasa con acidos nucleicos reducidos segun la invencion preferiblemente
comprende un contenido de acido nucleico de entre 1 y 4% en peso, especialmente entre 2 y 3% en peso,
especialmente alrededor del 2,2% en peso.

Por tanto, los derivados adecuados del material de biomasa para uso segun la invencién incluyen una biomasa
derivada de un cultivo que comprende bacterias metanotréficas mediante uno o mas de los siguientes procesos:
centrifugacion, filtracion (p.ej. ultrafiltraciéon), homogenizacion, hidrélisis y/o autolisis. Otros derivados adecuados
incluyen concentrados de biomasa (p.ej. una fracciéon de biomasa enriquecida tras centrifugacion y/o ultrafiltracion),
permeados de biomasa (es decir, la fraccidon soluble obtenida tras filtracién de la biomasa o de las fracciones de
biomasa) y fracciones de biomasa con acidos nucleicos reducidos. Otros derivados adecuados incluyen biomasa y
derivados de biomasa cultivados en metanol, especialmente derivados de biomasa con acidos nucleicos reducidos
cultivados en metanol.

En una realizacion preferida, por lo tanto, la invenciéon proporciona una biomasa, pienso para peces o componente
de pienso para peces como se ha definido en la presente memoria, donde la biomasa es como se ha descrito en la
presente memoria, p.ej. derivada de un cultivo que comprende bacterias metanotréficas mediante uno o mas de los
siguientes procesos: centrifugacion, filtracion (p.ej. ultrafiltracion), homogenizacion, hidrélisis y/o autolisis, o donde la
biomasa es un concentrado de biomasa, un permeado de biomasa o una fracciéon de biomasa con acidos nucleicos
reducidos.

Con el término “biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas” se pretende indicar un cultivo con
propiedades nutritivas de bacterias metanotréficas como se ha definido anteriormente, o un extracto o fraccion
procesada de dicho cultivo con propiedades nutritivas. Con “propiedades nutritivas” se pretende indicar que la
biomasa es adecuada para uso como ingrediente en piensos para peces, p.ej. es adecuada para la sustitucion
parcial de ingredientes convencionales de los piensos, tal como la harina de pescado. La biomasa o el pienso para
peces de la invencion es adecuada para la prevencion o el alivio de la enteritis inducida por vegetales en peces que
padecen dicha afeccion.

Tipicamente, la biomasa descrita en la presente memoria se administrara a los peces en combinacion con el
material vegetal que induce la enteritis, p.ej. en un pienso para peces formulado, y por tanto preferiblemente se
incorpora a un pienso convencional que contenga una fuente de proteinas vegetales, p.ej. harina de soja. Los
métodos para mezclar componentes de piensos y producir piensos para peces (p.ej. en forma extruida o de
particulas) son bien conocidos en la técnica. Las formas preferidas para los piensos para peces de la invencion
incluyen las formas particuladas en seco, expandidas y extruidas, y también incluyen formas humedas o semi-
humedas. Alternativamente, la biomasa se puede administrar a los peces por separado del material vegetal que
induce enteritis, como un suplemento a la dieta.

Un proceso para preparar un pienso para peces o un componente del pienso para peces segun la invencion, p.ej.
como se ha descrito antes, generalmente incluira el mezclamiento de la harina proteinica bacteriana con un material
vegetal que causa enteritis (p.ej. harina de soja) y, opcionalmente, con uno o mas ingredientes de piensos para
peces. A continuacion, dicha mezcla puede seguir siendo procesada. Los ingredientes y métodos convencionales
adecuados para preparar piensos para peces y componentes de piensos son bien conocidos en la técnica (véase
también la Tabla 2 y el Ejemplo 4).

Por tanto, vista desde un aspecto adicional, la invencién proporciona un proceso para preparar un pienso para peces
0 un componente de pienso segun la invencién, proceso que comprende el mezclamiento de una biomasa derivada
de un cultivo de bacterias metanotréficas y un material vegetal causante de enteritis (p.ej. harina de soja). En una
realizaciéon preferida, el proceso comprende el mezclamiento de dicha biomasa con uno o mas ingredientes de
pienso convencionales.

Los peces que pueden padecer enteritis inducida por vegetales incluyen peces tanto carnivoros como omnivoros
(aunque el grado en el que padecen la afeccién dependera de varios factores, que incluyen la especie de pez, el
nivel de inclusion y la duracion de la administracion del material vegetal, etc.). La afeccion se observa tipicamente
después de entre 1 dia y 4 semanas de la administracién al pez de alimentos derivados de vegetales. Los niveles
tipicos de inclusion dietaria de materiales de base vegetal que dan lugar a enteritis en peces son de al menos el 5%
en peso, especialmente al menos 8% en peso y particularmente al menos 10% en peso (en base al peso total de la
dieta). Dichos valores también pueden darse en base al peso total de proteina dietaria y pueden ser de al menos el
5% en peso, preferiblemente al menos 8% en peso, p.ej. en el rango de 8 a 40%, preferiblemente de 10 a 25%. Los
alimentos derivados de vegetales que pueden inducir enteritis son los definidos en la presente memoria, pero
incluyen harina de soja (de contenido graso completo y desgrasada), asi como concentrados proteinicos de guisante
y otras materias causantes de enteritis, p.ej. semillas de altramuz.
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El nivel maximo tolerable de proteina vegetal en el pienso segun la invencidon dependera de la especie de pez y del
nivel de otros componentes del pienso, especialmente del nivel de biomasa en el pienso, pero puede ser
determinado facilmente por los especialistas en la técnica.

Un pienso convencional (p.ej. para salmoénidos) puede comprender (en peso), por ejemplo: 10-60%, p.€j.
aproximadamente 30%, de harina de pescado; 5-35%, p.ej. aproximadamente 20%, de aceite de pescado; 0-35%,
p.ej. aproximadamente 20%, de ingredientes proteinicos vegetales no causantes de enteritis; 5-20%, p.e;.
aproximadamente 10%, de aceites vegetales; 5-15%, p.ej. aproximadamente 10%, de ingredientes de almidon (p.ej.
trigo); y aproximadamente un 1% de otros componentes (p.ej. minerales, vitaminas, agentes colorantes, etc.). Los
ejemplos de dichos piensos se muestran en el Ejemplo 2.

En una realizacion, el pienso para peces de acuerdo a la invencién puede comprender (respecto al peso total de
pienso): 0-25%, p.ej. 5-15%, preferiblemente aproximadamente 12% de harina de pescado; 1-50%, preferiblemente
5-40%, especialmente 10-25%, p.ej. aproximadamente 15%, de biomasa bacteriana como la definida en la presente
memoria; y 5-50%, p.ej. 10-40% 6 15-30%, preferiblemente aproximadamente 20%, de material vegetal causante de
enteritis (p.ej. harina de soja). En una realizacion adicional, el pienso para peces segun la invencion puede
comprender (respecto al peso total de pienso): 0-25%, p.ej. 5-15%, preferiblemente aproximadamente 10% de
harina de pescado; 2,5-30%, preferiblemente 5-20%, especialmente 10-15%, de biomasa bacteriana como la
definida en la presente memoria; y 5-20%, preferiblemente 10-15%, de material vegetal causante de enteritis (p.ej.
harina de soja). El pienso para peces de la invencion comprendera tipicamente otros componentes para la salud y la
nutricion de peces, tal como los enumerados anteriormente. El especialista en la técnica puede determinar las
cantidades de dichos componentes adicionales.

Cuando el pienso para peces piensa destinarse a la alimentacién de salmones, éste puede contener al menos un
5% en peso de harina de soja, p.ej. al menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20% o al menos un 25% en
peso (en base al peso total de la dieta). Cuando el pienso para peces esta destinado a la alimentacion de truchas, el
pienso puede contener al menos un 10% en peso de harina de soja, p.ej. al menos un 20%, al menos un 30% o al
menos un 35% en peso (en base al peso total de la dieta).

Como se apreciara, cuando hay presentes otros ingredientes en el pienso final y no se pretende que la biomasa
bacteriana suponga una contribucién significativa al contenido proteinico de la dieta para peces, es preferible que
ésta se use en cantidades relativamente bajas siempre que sea capaz de lograr los efectos necesarios de reduccion
de la enteritis. Por otro lado, cuando se pretende que la biomasa contribuya al contenido proteinico de la dieta, ésta
puede usarse en cantidades mayores. La cantidad real de biomasa que puede usarse dependera naturalmente de
varios factores, que incluyen la naturaleza del material vegetal causante de enteritis (es decir, hasta qué punto es
responsable de la enteritis) y de la cantidad en que esta presente en el pienso, de la naturaleza de la especie de
pez, etc. Teniendo en cuanta estos factores, el especialista en la técnica puede determinar facilmente las cantidades
de biomasa adecuadas.

En una realizacion, un pienso para peces de la presente invencion puede comprender al menos un 0,5% en peso de
biomasa bacteriana (tal como se define en la presente memoria), preferiblemente al menos un 0,75% en peso, p.€;j.
al menos 1, 1,2, 1,5, 2, 2,5, 3, 4 6 5% en peso. Es particularmente preferido un pienso para peces que comprende
entre 1,5y 2,5% en peso de biomasa bacteriana. Alternativamente, también se prefiere un pienso para peces que
comprende entre 1 y 50% en peso, especialmente entre 2 y 40% en peso, p.ej. entre 2,5y 30%, entre 5 y 20% o
entre 10 y 15% en peso. También se prefiere un pienso para peces que comprende entre 20 y 50% en peso,
especialmente entre 30 y 40% en peso, de biomasa bacteriana. En una realizacion adicional, el pienso para peces
de la presente invencion puede comprender hasta un 40% en peso de materia vegetal causante de enteritis como se
ha definido en la presente memoria (p.ej. harina de soja), preferiblemente hasta un 30% en peso. Se prefiere un
pienso para peces que comprende entre 5 y 40% en peso de materia vegetal, especialmente entre 10 y 35%, p.e;j.
entre 10 y 15%, en peso o 20 y 30% en peso de materia vegetal. Especialmente se prefiere un pienso para peces
que comprende entre 2,5 y 15% en peso de biomasa bacteriana y entre 10 y 15% en peso de materia vegetal
causante de enteritis como se ha definido en la presente memoria (p.ej. harina de soja).

La proporcién de materia vegetal (p.ej. harina de soja) respecto a biomasa bacteriana en los piensos descritos se
encuentra preferiblemente entre 1:10 y 10:1, preferiblemente entre 1:5 y 5:1, entre 1:3 y 3:1 6 entre 1:2 y 2:1,
especialmente preferido aproximadamente 1:1. En una realizacion alternativa, la proporcion de materia vegetal
respecto a biomasa en los piensos descritos en la presente memoria puede ser inferior a 80:1, preferiblemente
inferior a 40:1, p.ej. menos de 16:1. Por ejemplo, las proporciones adecuadas pueden ser de 8:1 a 14,
preferiblemente de 4:1 a 1:3, especialmente de 3:2 a 2:5. En una realizacién alternativa, la proporcién de materia
vegetal a biomasa en los piensos descritos en la presente memoria puede ser de 25:1 a 2:1, especialmente
alrededor de 4:1. Una proporcion preferida de materia vegetal (p.ej. harina de soja) respecto a biomasa en los
piensos descritos en la presente memoria es inferior a 8:1, especialmente inferior a 4:1, p.ej. entre 4:1 y 1:1,
especialmente aproximadamente 2:1.

En la realizacion de la invencion en la que se proporciona la biomasa bacteriana como parte de un componente del
pienso, las cantidades relativas de biomasa y materia vegetal causante de enteritis pueden ser las mismas fijadas
antes con respecto a los piensos anteriores, es decir, cuando no se proporcione biomasa o materia vegetal adicional
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en el pienso final (y por tanto la proporcion de dichos componentes en el pienso final sera la misma que en el
componente para pienso). Alternativamente, las cantidades relativas de biomasa y materia vegetal en el componente
para pienso pueden ser tales que la incorporacién de dicho componente al pienso final dé como resultado las
proporciones descritas antes. En una realizacién particularmente preferida, la proporcion de materia vegetal (p.ej.
harina de soja) respecto a biomasa en el componente para pienso esta entre 20:1 y 1:4, preferiblemente entre 8:1 y
1:3. El componente para pienso preferido puede comprender una proporcion de materia vegetal causante de
enteritis a biomasa de alrededor de 10:1 a alrededor de 4:1, siendo particularmente preferida una proporciéon de
10:1. En una realizacién alternativa, un componente para pienso preferido comprende una proporcién de materia
vegetal causante de enteritis a biomasa entre 4:1 y 1:1, p.ej. alrededor de 4:1, alrededor de 2:1 o alrededor de 3:2.

Particularmente preferido de acuerdo con la invencidbn es un componente para pienso que comprenda
aproximadamente un 10% en peso de biomasa bacteriana y aproximadamente un 90% en peso se materia vegetal
causante de enteritis. También se prefiere de acuerdo con la invencién un componente de pienso que comprenda
aproximadamente un 20% en peso de biomasa bacteriana y aproximadamente un 80% en peso de materia vegetal
causante de enteritis (p.ej. harina de soja), o que comprende aproximadamente 35% en peso de biomasa bacteriana
y aproximadamente 65% en peso de materia vegetal causante de enteritis.

Se contempla que el material de base vegetal descrito en la presente memoria se use como sustituto de harina de
pescado o de otras fuentes proteinicas causantes de enteritis en piensos para peces. Por consiguiente, la invencion
proporciona ademas un pienso para peces que tiene un contenido en harina de pescado reducido, que se
caracteriza porque parte o toda la harina de pescado es sustituida por una materia vegetal causante de enteritis y
una biomasa bacteriana como la definida en la presente memoria. Preferiblemente, el material vegetal es como se
ha definido aqui anteriormente y de forma especialmente preferible es harina de soja. Preferiblemente, se puede
sustituir al menos el 50% de la harina de pescado, p.ej. al menos el 75%, al menos el 85% o al menos el 95%.

Aunque los métodos descritos en la presente memoria son aplicables a cualquier pez susceptible a enteritis inducida
por vegetales, la presente invencion esta dirigida particularmente a peces carnivoros, especialmente salménidos (de
la familia Salmonidae) y particularmente salmoén, p.ej. salmén atlantico (Salmo salar), salmoén  chinook
(Oncorhynchus tshawytscha) o salmén coho (Oncorhynchus kisutch); trucha, p.ej. trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss); salvelino, p.ej. trucha artica (Salvelinus alpinus); lavareto, p.ej. lavareto comun (Coregonus lavaretus);
timalo, p.ej. Thymallus thymallus; y seriola, p.ej. Seriola dumerili. La invencion también es aplicable a besugos, p.eg;j.
dorada (Sparus aurata Linn.) y besugo; carpas, p.ej. carpa comun (Cyprinus carpio); bacalao, p.ej. bacalao atlantico
(Gadus morhua); fletan, p.ej. fletan atlantico (Hippoglossus hippoglossus); rodaballo, p.ej. rodaballo europeo (Psetta
maximay); robalo (p.ej. robalo asiatico); tilapia, p.ej. del género Oreochromis; y pez gato, p.ej. pez gato de canal
(Ictalurus punctatus) y miembros de la familia Pangasiidae (p.ej. Pangasius bocourti).

La invencion se describira ahora en mas detalle en los siguientes Ejemplos no limitantes y en referencia a las
Figuras anexas, en las que:

Figura 1. muestra secciones transversales de las paredes del intestino distal de un salmén atlantico alimentado
segun el procedimiento del Ejemplo 4. La Figura 1A es una muestra procedente de un pez alimentado con una dieta
que comprende un 13% en peso de harina proteinica bacteriana (y que no muestra signos de enteritis). La Figura 1B
es una muestra procedente de un pez alimentado con una dieta de harina de pescado que comprende un 41% en
peso de harina de pescado y un 20% en peso de harina de soja (y sin harina proteinica bacteriana), que presenta
una morfologia altamente caracteristica de enteritis inducida por soja.

Figura 2: muestra una puntuaciéon de acumulacién de leucocitos en la lamina propia de las paredes del intestino
distal de un salmon atlantico alimentado segun el procedimiento del Ejemplo 5.

Figura 3: muestra una puntuacion de epitelios de las paredes del intestino distal de un salmén atlantico alimentado
segun el procedimiento del Ejemplo 5.

Figura 4: muestra una puntuacién de pliegues intestinales (atrofia reducida) de las paredes del intestino distal de un
salmon atlantico alimentado segun el procedimiento del Ejemplo 5.

Figura 5: muestra una puntuacién de los niveles de edema en el intestino distal de un salmén atlantico alimentado
segun el procedimiento del Ejemplo 5.

Ejemplo 1 — Componentes del pienso para peces

La Tabla 1 muestra composiciones tipicas de los diversos ingredientes que pueden ser formulados para producir
piensos para peces:
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Tabla 1
Harina de Trigo Harina de Harina proteinica
pescado soja bacteriana
Ingredientes, g-kg™”
Proteina sin purificar 677,50 134,63 454,56 656,25
Materia seca 913,24 861,95 881,36 921,27
Cenizas 127,48 13,18 58,02 65,00
Lipidos sin purificar 80,48 13,43 9,30 109,65
Almidén 5,80 598,00 4,00 20,00

Ejemplo 2 — Piensos para peces completos

La Tabla 2 muestra la formulacién de varias dietas para peces. La dieta 1 es una dieta de harina de pescado (HP); la
dieta 2 es una dieta de harina de soja desgrasada al 20% (HS); y la dieta 3 es una combinacién de un 13% de harina
de pescado, un 20% de harina de soja desgrasada y un 30% de harina proteinica bacteriana (HPB) (los % son en
peso referidos a la dieta total). La dieta 3 esta de acuerdo con la invencion.

Tabla 2

Dieta HP Dieta HS Dieta HPB-HS
Ingredientes principales, g-kg™

Harina de pescado1 591,4 412,4 127.,4
Harina proteinica bacteriana® - - 300,0
Harina de soja desgrasada® - 200,0 200,0
Aceite de pescado’ 233,0 2240 216,0
Trigo 170,0 158,0 151,0
Mezcla de vitaminas, minerales, 5,6 5,6 5,6

marcador y astaxantina®

" Norse LT-94®, harina de pescado seca a baja temperatura (Norsildmel, Bergen, Noruega).

2 BioProtein® (Norfem AS, Stavanger, Noruega).

% Harina de soja extraida y tostada (Denofa, Fredrikstad, Noruega).

* Silfas, Karmsund, Noruega.

® Por kg de dieta: vitamina A: 2500 UI; vitamina D3: 1500 1U; vitamina E: 200 mg; vitamina K3:
10 mg; vitamina B1; 15 mg; vitamina B2: 25 mg; vitamina B3: 75 mg; vitamina B5: 30 mg;
vitamina B6: 15 mg; vitamina B9: 5 mg; vitamina B12: 0,02 mg; vitamina C: 125 mg; biotina:
0,25 mg; Ca: 1,1g; Zn: 120 mg; Mn: 15 mg; Cu: 5 mg; Co: 1 mg; I: 3 mg; astaxantina: 175 mg
(F. Hoffmann-La Roche, Basilea, Suiza); Oxido de ltrio 99,9% de pureza: 100 mg (Metall Rare
Earth Limited, Shenzhen, Guangdong, China).

Ejemplo 3 — Piensos completos para peces

La Tabla 3 muestra la formulaciéon de varias dietas para peces. La dieta HP es una dieta de harina de pescado de
alta calidad. Las dietas 1-6 estan de acuerdo con la invenciéon y comprenden niveles variables de harina proteinica
bacteriana y una cantidad fija de harina de soja desgrasada que se usan para sustituir, en parte, al componente de

harina de pescado de la dieta HP.
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Tabla 3

Dieta HP  Dieta1 Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6

Ingredientes principales, g-kg™

Harina de pescado’ 642,4 4594 436,4 412,4 364,4 316,4 269,4
Harina proteinica bacteriana® 0 0 25 50 100 150 200
Harina de soja desgrasada® 0 200 200 200 200 200 200
Aceite de pescado’ 189 184 183 182 181 180 178
Trigo 163 151 150 150 149 148 147
Mezcla de vitaminas, minerales, 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6

marcador y astaxantina®

™ como en el Ejemplo 3.

Ejemplo 4 — Estudio de administracion de piensos
Dietas

Se formularon tres dietas segun la Tabla 2 del Ejemplo 2. Estas comprendian: una dieta de control basada en harina
de pescado de alta calidad (dieta HP), una dieta con 200 g-kg'1 de harina de soja desgrasada (dieta HS) y una dieta
que contenia una combinacién de 300 g-kg'1 de harina proteinica bacteriana (HPB) y 200 g-kg'1 de HS (dieta HPB-
HS). Se us6 HPB y HS para sustituir HP y la cantidad de trigo y aceite de pescado de cada dieta se alteré para
proporcionar dietas que tuvieran aproximadamente la misma proporcién de proteina sin purificar, lipidos sin purificar
y almidoén. La adicion de vitaminas y minerales fue constante para todas las dietas, y se usé 6xido de itrio como
marcador no digerible para la determinacion de la digestibilidad aparente de nutrientes. Las dietas fueron producidas
mediante tecnologia de extrusion en el “Center for Feed Technology”, As, Noruega. Todos los ingredientes secos
fueron molidos en un molino de martillos Minch (HM 21.115, Wuppertal, Alemania) con una pantalla de 1 mm. Las
mezclas de harina fueron acondicionadas (97 + 1,9°C; 26 + 1,4% de humedad (media + S.E.M.)) en un
acondicionador de doble hueco (BCTC 10, Biihler, Uzwil, Suiza) antes de la extrusién (110 £ 5,9°C en el troquel) con
un extrusor de tornillo gemelo Biihler de seccion 5 (BCTG 62/20 D, Biihler, Uzwil, Suiza) con un troquel de 3 mm.

Peces y condiciones de cria

El ensayo con peces se llevo a cabo en AKVAFORSK, Sunndalsgra, Noruega, con salmén atlantico (Salmo salar)
con 133,5 g de peso medio inicial. Cada dieta fue administrada a tres grupos de peces mantenidos en tanques de
fibra de vidrio de 1 m® suministrados con agua de mar (8,6°C; 32,5 g-L'1 de salinidad). El ensayo de alimentacion
duré 80 dias. Todos los tanques tenian luz 24 horas al dia y las dietas fueron administradas cada 10 minutos, 24
horas al dia, usando alimentadores de disco movidos eléctricamente. El pienso sobrante fue recogido con tamiz del
agua de salida de cada tanque y se monitorizé la captacion de pienso.

Puesto que la dieta comercial usada para criar los peces podrian haber contenido harina de soja, todos los peces
fueron alimentados con la dieta HP durante al menos cuatro semanas antes del ensayo para evitar posibles
interacciones con las dietas experimentales que contenian harina de soja. Se considera que cuatro semanas de pre-
alimentacién son suficientes para una reconstitucion completa de los pliegues intestinales, en caso de que
estuvieran dahados.

Pesada y toma de muestras para analisis

Se molieron y congelaron los piensos y muestras aleatorias de los ingredientes de pienso individuales ricos en
proteinas antes del analisis quimico. Los peces fueron pesados en masa al inicio del experimento, y se pesaron
individualmente al final del experimento (dia 80). A la finalizacion, se seleccionaron cinco peces de cada tanque de
forma aleatoria para la toma de muestras de érganos para la evaluacion histoquimica.

Se diseccionaron los tractos intestinales de cinco peces de cada tanque para realizar un examen histologico del
tejido de la pared del intestino ciego pildrico y del intestino medio y distal. Se obtuvieron muestras de
aproximadamente 5 x 5 m de la parte media de las secciones intestinales y se fijaron en formaldehido tamponado
con fosfato al 4% (10% de formalina). El tejido fijado con formalina fue deshidratado de forma rutinaria en etanol 48
horas antes del muestreo, equilibrado en xileno y embebido en parafina de acuerdo a las técnicas histolégicas
estandares. Se cortaron secciones de aproximadamente 5 uym y se tifieron con hematoxilina y eosina antes de ser
examinadas con un microscopio de luz. Se evalué la morfologia intestinal de acuerdo a los siguientes criterios
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descritos para la enteritis inducida por harina de soja en salmoén atlantico (Baeverfjord y Krogdahl, ver anterior): (1)
ensanchamiento y acortamiento de los pliegues intestinales; (2) pérdida de la vacuolizacién supranuclear en las
células de absorcion (enterocitos) del epitelio intestinal; (3) ensanchamiento de la lamina propia central de los
pliegues intestinales, con un aumento de la cantidad de tejido conectivo; y (4) infiliracion de una poblacién mixta de
leucocitos en la lamina propia y en la submucosa.

Analisis quimicos y bioquimicos

La materia seca, la proteina sin purificar (N de Kjeldahl x 6,25) y las cenizas fueron analizadas segun procedimientos
estandarizados de AOAC International, EE.UU. (AOAC, 1990), los lipidos sin purificar fueron determinados tras
hidrélisis con éter de petréleo en un Extractor de Disolvente Acelerado (ASE200) de Dionex (Sunnyvale, CA,
EE.UU.), y el almidén (Kit de Ensayo de Almidén Total [AA/AMG], Megazyme International Ireland Ltd., Wicklow,
Irlanda) se determiné como la glucosa total tras hidrdlisis con glucosidasa.

Célculos y andlisis estadisticos

Se calculé la captacion de pienso en un periodo de tiempo como MSpienso X PC,”, donde MSpienso €s €l consumo de
materia seca de pienso y PCy representa el peso corporal inicial (media de los tanques) del periodo de tiempo. Se
calcularon coeficientes de crecimiento térmico como 1000 x (PC11/3 - PCo”s)/dO, donde PCs representa el peso
corporal final y d° representa la suma térmica (temperatura diaria media x dias del periodo). Se calculd la relacion de
conversién de pienso (RCP) como MSpienso X (PC1 — PCo) ™.

Se llevaron a cabo analisis estadisticos usando JMP de SAS Institute Inc. Se clasificaron las diferencias
significativas (P<0,05) entre las medias. Los resultados se presentan como media * error estandar de la media
(s.e.m., del inglés “standard error of mean”).

Resultados

La Tabla 4 muestra la composicidon quimica analizada de las diversas dietas.

Tabla 4
Dieta HP Dieta HS Dieta HPB-HS
Materia seca (MS), g-kg”’ 951 954 949
Composicion quimica, g-kg™
MS
Proteina sin purificar 455 438 446
Grasa sin purificar 284 266 258
Almidon 110 113 122
Cenizas 83 78 56
Energia bruta, MJ-kg'1 242 245 24,6

La Tabla 5 muestra las medias de minimos cuadrados para la captacion de pienso, el crecimiento y la conversion de
pienso (n=3).

Tabla 5
Dieta HP  DietaHS D fs ag?rfbgﬂda Valor-P
Captacion de pienso, g-MS (kg de peso inicial)” 1239 1080 1075 431 0,060
Peso medio, g-pez”
Inicio 133° 1322 135° 0,2 <0,001
Fin 362° 3192 3282 8,0 0,020
Coeficiente de crecimiento térmico (CCT) 2,90° 2,492 2,532 0,076 0,017
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. . Dieta S.E.M.
Dieta HP  Dieta HS HPB-HS  agrupada Valor-P

Relacion de conversion de pienso, g de captacion 0,722 0,76° 0,75° 0,007 0,011
de MS:(g de ganancia de peso corporal)”

2P| os diferentes superindices en una fila indican diferencias significativas (P<0,05) entre los
tratamientos de dieta.

La Tabla 6 muestra los resultados de una clasificacion visual a partir de la histologia de secciones de intestino distal.

Tabla 6

Dieta HP Dieta HS Dieta HPB-HS

Clasificacion de intestino distal (N° de peces por cada 15)

Intestino normal 15 0 15
Inflamacién menor 0 0 0
Inflamacién moderada a grave 0 15 0

Las Figuras 1A y 1B muestras secciones transversales de paredes de intestino de peces alimentados con la dieta
HPB-HS (Figura 1A) y de peces alimentados con la dieta HS (Figura 1B). Cabe destacar los pliegues intestinales
ensanchados con una celularidad incrementada en los tejidos subepiteliales en peces alimentados con la dieta HS
con respecto a los peces alimentados con la dieta HPB-HS.

Conclusiones

Los estudios morfolégicos del intestino distal muestran que la harina proteinica bacteriana (HPB) previene la enteritis
inducida por la harina de soja.

Ejemplo 5 — Estudio de alimentacion
Dietas

Se formularon siete dietas como se describe en la Tabla 3; un dieta de control basada en harina de pesado (HP) y
seis dietas con inclusién de 200 g de harina de soja (HS) por kg de pienso, y cantidades crecientes de harina
proteinica bacteriana (HPB).

Las dietas fueron producidas usando tecnologia de extrusion como se ha descrito previamente y fueron recubiertas
a vacio con aceite de pescado. Las particulas de pienso resultantes tenian un diametro de aproximadamente 3,5
mm.

Peces y condiciones de cria

Salmones atlanticos (Salmo salar) con un peso inicial medio de aproximadamente 273 g fueron distribuidos
aleatoriamente en 14 tanques de 50 peces por tanque. Se suministré agua marina a los tanques y el experimento de
alimentacion durd 6 semanas. Se suministré pienso a todos los tanques cada 30 minutos, y el exceso de pienso se
recuperé del agua de salida. Los peces fueron alimentados con aproximadamente un 20% de exceso para asegurar
la maxima captacion de pienso. El pienso de exceso, el oxigeno, la temperatura y los incidentes inusuales se
registraron diariamente segun las rutinas estandarizadas. Todos los peces fueron alimentados con la dieta de control
basada en HS durante las tres semanas anteriores al experimento para evitar posibles interacciones entre las dietas
experimentales y las dietas comerciales usadas en la estacion de investigacion.

Pesada y muestro para andalisis

Los peces fueron pesados al inicio y al término del experimento de alimentacion. Todos los peces fueron
anestesiados con MS222 y sacrificados mediante un golpe afilado en la cabeza antes de la toma de muestras al
término del experimento.

Se tomaron muestras de o6rganos de seis peces de cada tanque para realizar estudios morfologicos e
inmunohistoquimicos. Se peso el tracto gastrointestinal y el higado de diez peces por tanque, y se dividié el tracto
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gastrointestinal en las siguientes secciones: estdmago, region pildrica, intestino medio e intestino distal. Se
recogieron heces de 50 peces por tanque y se agruparon para la determinacion de la digestibilidad de nutrientes.

La evaluacion morfolégica del intestino distal se llevé a cabo segun un método basado en el descrito por Baeverfjord
y Krogdahl (ver arriba) que incluye la evaluacion de los siguientes cuatro parametros:

1) Acumulacion de leucocitos (linfocitos, granulocitos y células granulares) en la lamina propia;

2) Cambios en el epitelio que incluyen a) reduccion de la vacuolizacidn; b) vasofilia citoplasmica (indicativa de
aumento de ARN); y c) reduccion de altura celular;

3) Atrofia, es decir, reduccion de la altura de los pliegues intestinales; y
4) Edema, es decir, acumulacion fluido rico en proteinas en la ldamina propia.

Se evaluaron secciones histolégicas individuales con una clasificacion entre 0 (sin signos de cambios intestinales) y
2 (signos marcados de cambios intestinales). Los peces con una clasificacion de 1 o menos generalmente se
consideraron dentro de la variacién normal esperada en peces sanos.

Resultados

Los resultados de los examenes morfolégicos e histolégicos de los intestinos distales se muestran en las Figuras 2 a
5. Los datos incluidos en dichas figuras son valores medios de dos tanques de peces independientes, es decir, se
usaron tanques duplicados para cada dieta. La Figura 2 muestra la reduccién de la acumulacion de leucocitos en la
lamina propia al administrar la HPB. La Figura 3 muestra el efecto protector de la HPB sobre el epitelio. La Figura 4
muestra los cambios en los pliegues intestinales (atrofia reducida) al aumentar la HPB en la dieta. La Figura 5
muestra la reducciéon de edema al aumentar los niveles de HPB en la dieta.

Los resultados también sugieren que no hay efectos significativos sobre el crecimiento, la digestibilidad de lipidos y
almidon o la eficacia del pienso entre las diferentes dietas.

La inclusion de HPB en las dietas aumentd significativamente (P<0,001) el peso del intestino distal, en base al peso
de intestino distal como proporcion del peso corporal total, mientras que el peso de las demas secciones del tracto
gastrointestinal o del higado no se vio afectado significativamente por la dieta.

Conclusiones

Estos datos sugieren que el efecto protector de la HPB viene determinado por el nivel de inclusién en el pienso. No
se observaron signos morfolégicos indicativos de enteritis (clasificado como un grado de cambios intestinales
superior a 1) en los intestinos distales de salmones atlanticos alimentados con un 10% o mas de HPB en su dieta
(dietas 3-7) y s6lo se observaron signos indicativos de enteritis en los epitelios (Figura 3) de peces alimentados con
un 5% de HPB en la dieta. Los datos sugieren que la inclusiéon de harina proteinica bacteriana en la dieta en una
proporcion a partir de 4:1 de HS:HPB tiene efectos protectores frente a la enteritis inducida por harina de soja en el
salmén atlantico.
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REIVINDICACIONES

1. Una biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas para uso en la prevencion o el alivio de enteritis
inducida por vegetales en peces.

2. Un pienso para peces para uso en la prevencion o alivio de enteritis inducida por vegetales en peces,
comprendiendo dicho pienso para peces una biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas.

3. La biomasa o el pienso para peces para uso segun la reivindicacion 1 6 la reivindicacién 2, donde la enteritis
inducida por vegetales es enteritis inducida por soja.

4. La biomasa o el pienso para peces para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicha
biomasa deriva de un cultivo microbiano que comprende una combinacion de bacterias metanotréficas y
heterotroficas.

5. La biomasa o el pienso para peces para uso segun la reivindicacion 4, donde la biomasa deriva de un cultivo
microbiano que comprende una combinacion de Methylococcus capsulatus (Bath) (cepa NCIMB 41526) y la bacteria
heterotrofica DB3 (cepa NCIMB 41527) y DB5 (cepa NCIMB 41525), opcionalmente en combinaciéon con DB4 (cepa
NCIMB 41528).

6. La biomasa o el pienso para peces segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la biomasa deriva
de uno o mas de los siguientes procesos: fermentacion, centrifugacién, filtracion (p.ej. ultrafiltracion),
homogenizacion, hidrdlisis y/o autolisis.

7. La biomasa o el pienso para peces para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la biomasa
es un concentrado de biomasa.

8. La biomasa o el pienso para peces para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para alimentar
peces salmonidos, p.ej. salmén o trucha.

9. Un componente de pienso que consiste esencialmente en una biomasa derivada de un cultivo de bacterias
metanotroéficas en combinacion con una materia vegetal causante de enteritis.

10. El componente de pienso de la reivindicacion 9, donde el material vegetal causante de enteritis es harina de
soja.

11. ElI componente de pienso de la reivindicacion 9 6 de la reivindicacién 10, donde la proporciéon de dicha materia
vegetal respecto a dicha biomasa es inferior a 8:1, preferiblemente esta entre 4:1 y 1:1, especialmente
aproximadamente 2:1.

12. ElI componente de pienso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde dicha biomasa es tal como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7.

13. El uso de una biomasa como la definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en la fabricacion de un
agente para la prevencion o el alivio de enteritis inducida por vegetales en peces.

14. Un proceso para preparar el componente de pienso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, proceso
que comprende el mezclamiento de una biomasa derivada de un cultivo de bacterias metanotréficas y una materia
vegetal causante de enteritis.
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