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Abstract: Effect of the probiotic Bacillus subtilis on the growth and food utilization of tilapia (Oreochromis
niloticus) and prawn (Macrobrachium rosenbergii) under laboratory conditions. Three experiments were
conducted to analyze the effect of the probiotic Bacillus subtilis on the growth of juvenile tilapia (Oreochromis
niloticus) and freshwater prawn (Macrobrachium rosenbergii). The experiments were conducted under labora-
tory conditions, minimizing the indirect effects of the probiotic on the water quality and leaving only the possible
bactericidal and digestion-support effects. A model of stress was also designed in tilapia to compare the effect
with tilapia under normal conditions. The dose in the food was 0.1 % of the probiotic (5x10® CFU/g and 99.9
% maltrine) in the dry diet. Every 14 days the animals were weighed in group (tilapias + 0.1 g, prawns + 0.001
g) to estimate average body weight. In the first experiment (tilapia) the specific growth rate (SGR) and the feed
conversion ratio (FCR) were bad in relation with the factor probiotic, but the differences were not significant.
In the second experiment (tilapia) both the SGR and the FCR deteriorated with the addition of B. subtilis to the
diet; the difference was significant to 94%. The stress factor, on the contrary, caused a notable worsening of
both the growth and the food utilization. In the experiment with prawns the addition of B. subtilis caused a light
deterioration of the growth and of the food utilization, with a statistical probability of mistake of 10% in case of
the growth. During the experiment the direct effects over the digestive system should have prevailed, either by
the contribution of macro- and micronutrients, or by the enzymes that contribute to the digestion. The negative
effect due to the addition of the probiotic to the food was small (about 10% in both the SGR and the FCR) being
difficult to detect statistically. The reports on the positive action of probiotics on the growth in aquatic animals
have been conducted mainly in ponds, and our information does not contradict directly a possible positive action
of B. subtilis in this type of systems. Since the effect on the digestive system seems to be relatively small, in
those environments the effect might be compensated by other positive effects on water quality, and by bacteri-
cidal effects on pathogenic bacteria. Rev. Biol. Trop. 52(4): 937-943. Epub 2005 Jun 24.

Key words: probiotics, Bacillus subtilis, aquaculture, laboratory conditions, Oreochromis niloticus,
Macrobrachium ronsenbergii.

El uso de probidticos —microorganismos
benéficos para el cultivo— en acuicultura se
ha intensificado en los ultimos diez afios
(Verschuere et al. 2000). Una de las causas
es probablemente la imitacion de su uso en la
alimentacion de monogastricos y mascotas.
Ademas, la misma intensificacion de la acui-
cultura de peces y crustaceos (Gomez-Marquez
1998, Gomez-Marquez et al. 2003, Briones-
Fourzin y Lozano-Alvarez 2003, Campaiia

Torres et al. 2003, Re-Araujo y Acosta Ruiz
2003) puede ser otro factor influyente, lo que
aumenta los problemas con enfermedades o la
calidad del agua.

El primer probidtico usado comercial-
mente ha sido una cepa no patdgena de Vibrio
alginolyticus, que ya desde 1992 ha permiti-
do mejorar sustancialmente el rendimiento en
viveros de camarones en Ecuador y México
(Verschuere et al. 2000). Pese a los numerosos
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trabajos publicados en los ultimos afios, el
uso de los probiodticos en acuicultura sigue
siendo ampliamente empirico, y s6lo en pocos
casos se ha podido establecer el efecto real del
agente probiotico en el cultivo. El aspecto mas
estudiado ha sido el mejoramiento de la salud
de los animales por la inclusion de probioticos
ya sea en el alimento o en el agua, demostrado
generalmente por su mayor resistencia a infec-
ciones por agentes patogenos (Gatesoupe 1999,
Geiger 2001), aunque en algunos casos no se ha
encontrado efecto (Geiger 2001), o incluso efec-
tos negativos como un aumento de la mortalidad
(Gildberg et al. 1995). Al menos un informe
(Wang et al. 2000) ha asociado una infeccion
cutanea del camaron Penaeus monodon con el
uso del probiotico Bacillus subtilis. Otros traba-
jos informan sobre un mejoramiento de la cali-
dad del agua debido a los probidticos (Hui-Rong
et at. 1999) y un efecto positivo en el crecimien-
to de los organismos (Gatesoupe 1999).

El efecto benéfico de los probidticos se
atribuye en general a tres mecanismos diferen-
tes (Wang et al. 1998, Verschuere et al. 2000),
que, a su vez pueden deberse a varias causas:

1. Mejoramiento de la calidad del agua, ya
sea por metabolizacion de la materia orga-
nica o por interaccion con algunas algas.

2. Exclusion competitiva de bacterias nocivas,
ya sea por (a) competencia por nutrientes,
(b) competencia por sitios de fijacion en
el intestino, o (c) aumento de la respuesta
immunolodgica del hospedero.

3. Aportes benéficos al proceso digestivo del
hospedero, mediante (a) aporte de macro-
y micronutrientes para el hospedero o (b)
aporte de enzimas digestivas.

Uno de los microorganismos mas usados
como probidtico es la bacteria B. subtilis. En
1941 el ejército aleman en Africa del Norte des-
cubri6 que los arabes se automedicaban la disen-
terfa ingiriendo excremento fresco de camello y
verificaron que la ingestion de B. subtilis era
la causa de esta mejoria, aplicando luego este

tratamiento (sin el excremento) con éxito a sus
propias tropas (Rothschild 1993). B. subtilis se
encuentra en todo el ambiente, sobre todo en el
suelo. No muestra toxicidad hacia vertebrados,
aunque la EPA (2000) solicitd mas estudios
acerca de su efecto en invertebrados y animales
acuaticos. Muestra una marcada accion bacte-
ricida y fungicida por lo que se ha aprobado su
uso como biopesticida en plantas (EPA 2000). B.
subtilis es un ingrediente comun en las mezclas
de probioticos recomendadas para el uso en ani-
males acuaticos.

El objetivo de este trabajo fue analizar el
efecto del probiodtico B. subtilis sobre el cre-
cimiento de juveniles de tilapia nilotica y de
langostino de agua dulce en laboratorio. En el
sistema controlado de laboratorio se minimizan
los efectos indirectos del probidtico sobre la
calidad del agua quedando solo los posibles
efectos bactericidas y de apoyo a la digestion.
Como la empresa distribuidora recomienda
al probidtico especialmente en situaciones de
estrés, se disefid un modelo de estrés para la
tilapia para comparar el efecto con tilapias en
situacion normal.

MATERIALES Y METODOS

Unidad experimental: Se utilizaron 20
peceras de 20 litros cada una, en sistema recir-
culado con temperatura parcialmente contro-
lada y filtros biologicos. El flujo de agua fue
de aproximadamente 1 L/min en cada pecera.
Todas las peceras se limpiaron diariamente
por sifoneo a las 8 a.m. La alimentacion fue
de aproximadamente 1/3 de la raciéon diaria,
ofrecida a las 8§ am., 12 m.d. y 4 p.m.

Animales: En los dos experimentos con
tilapia se usaron juveniles de Oreochromis
niloticus, sin sexar, provientes de estanques de
cultivo en 28 Millas, Limon, y adaptados a las
peceras al menos 2 semanas antes de iniciar el
experimento. El primero experimento se reali-
76 con tilapias individuales en cada pecera, con
peso promedio inicial de 5.6 g, coeficiente de
variacion inicial 12%, el segundo con tilapias
en grupos de 20, con peso promedio inicial de
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0.4 g. Las postlarvas de langostino se usaron en
grupos de 70 por pecera con un peso promedio
inicial de 48.7 mg, coeficiente de variacion
inicial 30%.

Probidtico: se empled el producto
Aquabiotic (Loveland Industries Ltd, USA),
compuesto de 0.1% B. subtilis, 5x10% CFU/g y
99.9% maltrina. La dosis en el alimento tratado
fue de 0.1% del peso seco del alimento.

Alimento: Se utilizo alimento comercial
extrusado para tilapia (Corporacion As de
Oros, Belén). Los granulos se pulverizaron en
molino de martillo, se mezcld con agua tibia y
el probiodtico requerido y se volvié a granular
a didmetro de 2 mm y a secar posteriormente
a 50°C. Ambos alimentos (con y sin probioti-
co) fueron tratados exactamente de la misma
manera excepto por la adicion del probidtico
en uno de ellos. El cuadro 1 muestra el analisis
proximal de los dos alimentos.

Tasa de alimentacién: Se calcularon las
dosis de alimentacion diarias individuales para
cada pecera a partir del peso promedio de los
organismos, calculando incrementos diarios.
Las dosis se reajustod cada 15 dias tomando en
cuenta los nuevos pesos promedio. En las tila-
pias se uso un coeficiente de crecimiento inicial
G = 0,4 (Iwama and Tautz 1981) y un factor
de conversion de 1.25. Para los langostinos
se tomaron valores de G =02y FC=1.2. La
racion diaria se entregd en 3 porciones.

Disefio experimental: Se realizaron tres
experimentos, dos con juveniles de tilapia y

CUADRO 1
Analisis proximal de los alimentos experimentales
como porcentaje de la dieta

TABLE 1
Proximate composition expressed as percentage
of experimental diet

Con Probidtico Sin Probiotico

Humedad 9.03 8.87
Proteina 28.3 29.1
Grasa 5.94 6.19
Fibra cruda 1.12 1.53
Ceniza 8.42 8.48
Extr.libre N 47.2 45.8

uno con postlarvas de langostino. El primer
experimento, con una tilapia por pecera, con-
sisti6 de cuatro tratamientos: con y sin probioti-
co en el alimento, con y sin aplicacion de estrés
a los peces. Cada tratamiento se replico cinco
veces para un total de 20 peceras. El segundo
experimento se realizo con 20 tilapias por pece-
ra, y consistio unicamente de dos tratamientos:
con y sin probiodtico en la dieta. Cada trata-
miento se replico diez veces para un total de 20
peceras. El tercer experimento se realizé con 70
postlarvas de langostino por pecera y consistio
de dos tratamientos: con y sin probidtico en la
dieta. Cada tratamiento se replico cuatro veces
para un total de ocho peceras. La asignacion de
las peceras a los diversos tratamientos se hizo
de forma aleatoria.

Aplicacién del estrés: En el primer expe-
rimento los peces se estresaron extrayéndolos
rapidamente con una red de mano del respec-
tivo acuario y devolviéndolos inmediatamente
después. En la primera quincena se aplico este
tratamiento dos veces por dia, en la segunda
quincena solamente una vez al dia, ya que se
observé que en la primera quincena algunos
animales estaban perdiendo peso.

Datos fisico-quimicos: Temperatura y
oxigeno disuelto se controlaron diariamente a
las 8 a.m. y a las 4 p.m. EI nitrito disuelto se
control6d ocasionalmente. La temperatura pro-
medio en los tres experimentos fue de 27.5°C
(valor maximo 29.9°C, valor minimo 24.7°C).
El oxigeno disuelto promedio fue de 6.5 ppm
(valor minimo 5.9, valor maximo 6.9 ppm). El
nitrito disuelto nunca sobrepaso los 0.05 ppm.

Analisis de datos: Cada 14 dias se pesaban
en grupo y se contaban los animales de cada
pecera (tilapias + 0.1 g, langostinos + 0.001 g)
y se obtenia el peso promedio individual.

Tasa especifica de crecimiento: TEC
TEC = (exp®- 1)*100,
donde g = (InPf — InP1)/28 y

Factor de conversion: FC

FC = alimento seco entregado / crecimien-
to peso fresco.

A los resultados se les aplicd un analisis
de varianza.
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RESULTADOS

Experimento 1: El crecimiento y la utili-
zacion del alimento fueron un poco peores en
relacion con el factor probiotico, pero las dife-
rencias no son significativas (Cuadro 2).

El factor estrés por el contrario provocé un
notable empeoramiento tanto del crecimiento
(Fig. 1) como del factor de conversion.

Experimento 2: El cuadro 3 muestra
los resultados del experimento 2. Tanto la
tasa especifica de crecimiento como el factor
de conversion empeoraron con la adicion de
B. subtilis a la dieta. La diferencia es signifi-
cativa al 94%, apenas por debajo del 95% que
se utiliza por convencion estadistica.

La mortalidad en los dos tratamientos fue
relativamente alta y similar en ambos.

Experimento 3: El cuadro 4 muestra los
resultados obtenidos con larvas de langostino
Macrobrachium rosenbergii en un ensayo de
crecimiento de 14 dias. También en este caso, la
adicion de B. subtilis a la dieta provoco un ligero
deterioro del crecimiento y de la utilizacion del
alimento, con una probabilidad de error menor
del 10% en el caso del crecimiento.

En este caso la mortalidad fue mayor con
la dieta sin probidtico, con una probabilidad de
error menor al 10%.

CUADRO 2
Crecimiento y utilizacion del alimento en la tilapia en
dependencia de adicion de B. subtilis a la dieta
v aplicacion de estrés

TABLE 2
Multifactor ANOVA analysis of growth and feed
utilization in Tilapia in dependence of B. subtilis
addition in diet and stress application

Factor TEC FC
Probidticos
Sin 233 a 6.97 a
Con 2.10 a 995 a
Estrés
Sin 3.80a 1.77 a
Con 0.63b 15.15b

TEC: Tasa especifica de crecimiento. FC: Factor de con-
version alimenticia. Pares de datos con la misma letra no
son estadisticamente diferentes.
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Fig. 1. Crecimiento de jovenes de tilapia en dependencia
del probiotico y de estrés. Tratamientos 1 y 2 sin, 3 y 4
con estrés. Tratamientos 1 y 3 con, 2 y 4 sin probidtico
en la dieta.

Fig. 1. Growth of tilapia juveniles in dependence of pro-
biotic and stress application. Treatments 1 and 2 without,
3 and 4 with stress application. Treatments 1 and 3 with, 2
and 4 without probiotics on feed.

CUADRO 3
Crecimiento, utilizacion del alimento y mortalidad en
alevines de tilapia alimentados con adicion de B. subtilis

TABLE 3
Growth, feed conversion and mortality in tilapia
fry fed with B. subtilis diet

TEC FC Mortalidad
(%)
Con probiodtico 7.34 2.75 17.5
Sin probidtico 7.90 243 16.25
P< 0.059 0.06 091

TEC: tasa especifica de crecimiento. FC: factor de con-
version alimenticia. P: probabilidad de que los valores de
las columnas sean iguales.

DISCUSION

La inclusion de bacterias benéficas en
las dietas para animales acuaticos puede tener
efectos muy variados con la Gltima conse-
cuencia de un mejoramiento de la salud y/o
del crecimiento de los animales, aunque este
ultimo puede ser en parte una consecuencia del
primero. La mayoria de los estudios realizados
en peces han revelado una accion protectora de
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CUADRO 4
Crecimiento, utilizacion del alimento y mortalidad en post-
larvas de langostino alimentadas con adicion de B. subtilis

TABLE 4
Growth, feed conversion and mortality in freshwater
prawn postlarvae fed with B. subtilis diet

TEC FC Mortalidad (%)
Con probidtico 6.14 3.46 19.3
Sin probiodtico 6.79 3.19 27.1
P< 0.096 0.16 0.08

TEC: tasa especifica de crecimiento. FC: factor de con-
version alimenticia. P: probabilidad de que los valores de
las columnas sean iguales.

los probidticos ante tratamientos con agentes
patdgenos, a través de los mecanismos anterior-
mente mencionados (punto 2) (Verschuere et
al. 2000, Geiger 2001). En este caso, la accion
protectora de los probioticos puede redundar en
una mejoria del crecimiento de los animales, al
librarlos de la acciéon patdgena. Con la inclu-
sion de los probioticos en estanques y un posi-
ble mejoramiento de la calidad del agua (punto
1) se podria también esperar un efecto benéfico
indirecto sobre el crecimiento de los animales
(Jory 1998, Queiroz y Boyd 1998). Un efecto
directo sobre el crecimiento y la utilizacion del
alimento tras la adicién de probidtico a la dieta,
se podria esperar por los mecanismos de accioén
antes nombrados (punto 3).

Las condiciones experimentales de este tra-
bajo eliminan practicamente los efectos indirec-
tos por accion bactericida o por alteracion de la
calidad del agua. Todos los animales del ensayo
estaban saludables y no fueron sometidos a la
accion de agentes patogenos. El tratamiento de
estrés en el primer experimento habria podido
debilitar los animales estresados y aumentar su
riesgo de infeccion, pero no parece probable
que esto haya sido significativo en el periodo
de solamente 28 dias que dur6 el experimento.
La calidad del agua no mostrd ninguna alte-
racion en los pardmetros medidos (oxigeno y
nitrito disuelto), y en cualquier caso, al tratarse
de un sistema recirculado, todos los tratamien-
tos recibian la misma agua. En nuestras condi-
ciones experimentales debieron prevalecer los

efectos directos sobre el sistema digestivo de
los animales experimentales, ya sea por aporte
de macro- y micronutrientes o de enzimas que
contribuyan a la digestion.

Los informes sobre la accion benéfica de
los probidticos sobre el crecimiento se han rea-
lizado generalmente en estanques o en cultivos
masivos (Gatesoupe et al. 1989 y Gatesoupe
1991 en Scophthalmus; Rengpipat et al. 1998
en Penaeus monodon; Noh et al. 1994 y Bogut
et al. 1998 en Cyprinus; Queiroz y Boyd 1998
en Ictalurus; Hui-Rong et al. 1999 en Penaeus
Japonicus), situaciones en que varios mecanis-
mos de accion pueden estar activos. En condi-
ciones de laboratorio Gildberg ef al. (1995) no
encontr6 ningtin efecto sobre el crecimiento de
juveniles de salmén alimentados con el pro-
biotico Lactobacillus plantarum, mientras que
Ashraf (2000) informé un incremento del cre-
cimiento de Salvelinus alpinus con una mezcla
de bacterias de la familia Rhodospirillaceae.

Inesperadamente, en nuestros tres ensayos,
el crecimiento disminuy6 y la utilizacion del
alimento empeord ligeramente tras la adicion
de B. subtilis a la dieta. El efecto es pequeiio
(alrededor de un 10% en TEC y FC) y por ello
dificil de detectar. El resultado no fue signifi-
cativo con animales aislados, pero sobrepasé
el margen de certidumbre del 90% cuando se
midié con animales en grupo. En el caso de las
tilapias en grupo (experimento 2) la mortalidad
fue similar en ambos tratamientos y no ha podi-
do interferir con los datos de crecimiento. El
experimento con langostinos es menos conclu-
yente, ya que, al haber una diferencia notable
en la mortalidad de ambos tratamientos, no se
puede excluir un efecto indirecto de la mortali-
dad sobre los resultados de crecimiento.

A pesar de estas limitaciones concluimos
que el efecto es real, aunque liviano y que la
adicion de B. subtilis a la dieta de tilapias y lan-
gostinos probablemente afectd negativamente
los procesos digestivos en estos organismos.
B. subtilis ha sido descrita como productora
de enzimas como proteasas y amilasas (Kim y
Kim 2002), que, en principio, deberian contri-
buir a los procesos digestivos del hospedero.
Por otra parte, B. subtilis no es una bacteria
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propia del ambiente acuatico, sino del suelo.
Aunque otras bacterias teliricas como B. toyoi
han dado buenos resultados (Geiger 2001),
Gatesoupe (1999) advierte sobre la necesidad
de trabajar con bacterias autoctonas que estén
adaptadas al medio intestinal del hospedero. La
relacion entre los microorganismos autoctonos
y la funcion intestinal es sumamente compleja
(Hooper y Gordon 2001) y no se pueden excluir
efectos nocivos por la inclusiéon masiva de una
bacteria exdgena con poderes bactericias y fun-
gicidas. Estas relaciones deben ser investigadas
cuidadosamente.

Nuestros datos, sin embargo no contradi-
cen directamente una posible accion benéfica
de B. subtilis en cultivos a nivel de estanques.
Como el efecto sobre el sistema digestivo apa-
renta ser relativamente modesto, en aquellos
ambientes podria ser compensado por otros
efectos benéficos sobre la calidad del agua y el
efecto bactericida sobre otras bacterias exoge-
nas de naturaleza patogénica.

RESUMEN

Se realizaron tres experimentos para analizar el efecto
del probiotico Bacillus subtilis sobre el crecimiento de
juveniles de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y de
langostino de agua dulce (Macrobrachium rosenbergii).
Los experimentos se realizaron en condiciones de labora-
torio, minimizando de esta manera los efectos indirectos
del probiotico sobre la calidad del agua y manteniendo
unicamente los posibles efectos bactericidas y de apoyo
a la digestion. También se disend un modelo de estrés en
tilapia para comparar el efecto con individuos en situacion
normal. La dosis del probiotico en el alimento tratado en
todos los casos fue de 0.1% (5x10® CFU/g y 99.9% mal-
trina) en la dieta seca. Cada 14 dias se pesaron en grupo y
se contaron los animales de cada acuario (tilapias + 0.1 g,
langostinos + 0.001 g) obteniéndose el peso promedio indi-
vidual. En el primer experimento (tilapias) el crecimiento
y la utilizacion del alimento fueron un poco peores en rela-
cion con el factor probidtico, pero las diferencias no fueron
significativas. En el segundo experimento (tilapias) tanto
la tasa especifica de crecimiento como el factor de conver-
sion empeoraron con la adicion de B. subtilis a la dieta; la
diferencia fue significativa al 94%, apenas por debajo del
95% que se utiliza por convencion estadistica. El factor
estrés, por el contrario, provoc un notable empeoramiento
tanto del crecimiento como del factor de conversion. En
el experimento con langostinos la adicion de B. subtilis a
la dieta provoco un ligero deterioro del crecimiento y de

la utilizacion del alimento, con una probabilidad de error
menor del 10% en el caso del crecimiento. Durante el
experimento debieron prevalecer los efectos directos sobre
el sistema digestivo de los animales experimentales, ya sea
por aporte de macro- y micronutrientes o de enzimas que
contribuyen a la digestion. El efecto negativo por la inclu-
sion del probidtico fue pequeiio (alrededor de un 10% en la
tasa especifica de crecimiento y en el factor de conversion
alimenticia) y por ello dificil de detectar. Los informes
sobre la accion benéfica de los probidticos sobre el creci-
miento se han realizado generalmente en estanques o en
cultivos masivos y nuestros datos no contradicen directa-
mente una posible accion benéfica de B. subtilis en culti-
vos a nivel de estanques. Como el efecto sobre el sistema
digestivo aparenta ser relativamente modesto, en aquellos
ambientes podria ser compensado por otros efectos benéfi-
cos sobre la calidad del agua y el efecto bactericida sobre
otras bacterias exdgenas de naturaleza patogénica.

Palabras clave: probioticos, Bacillus subtilis, acuacul-
tura, laboratorio, Oreochromis niloticus, Macrobrachium
ronsenbergii.
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