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1  |  INTRODUC TION

The biofloc technology (BFT) system is an intensive rearing en-
vironment with low water renewal that is successfully used in 
the sustainable production of fish and shrimp (Crab et al., 2012). 
The input of sources rich in organic carbon in BFT units stim-
ulates the proliferation of heterotrophic microorganisms 
(Avnimelech,  2007). Heterotrophic bacteria transform nitroge-
nous compounds present in the cultivation water into microbial 
biomass that can serve as a supplementary food source for the 

cultivated species (Avnimelech,  1999; Azim & Little,  2008; Li 
et al.,  2018; Najdegerami et al.,  2016). The BFT system has al-
ready been validated for different species of fish such as tilapia 
(Oreochromis niloticus), African catfish (Clarias gariepinus), South 
American catfish (Rhamdia quelen), goldfish (Carassius auratus) 
(Bakar et al., 2015; Battisti et al., 2020; Cunha et al., 2020; Long 
et al.,  2015; Wang et al.,  2015). Positive results were obtained 
in terms of growth, feed conversion (Ahmad et al.,  2016; Luo 
et al., 2014) and survival rate (Ekasari et al., 2015; Pérez-Fuentes 
et al., 2016).
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Abstract
This study evaluated the effects of different dietary inclusion levels of fermented 
soybean meal (FSM) as replacement for fish meal and their effects on the produc-
tive performance and intestinal condition of goldfish (Carassius auratus) produced 
in biofloc (BFT) system. Five isoproteic (39.5% crude protein) and isoenergetic diets 
(4250 kcal kg−1 of crude energy) were formulated with FSM inclusion levels of 0%, 
7%, 14%, 21% and 28% (0, 11, 22, 32 and 43 fish meal replacement). A total of 400 
goldfish (0.25 ± 0.02 g) were weighed and distributed in 20 glass aquariums (15 L). Fish 
were fed twice daily for 56 days. The diet with FSM inclusion level of 28% reduced 
the weight gain and the specific growth rate and increased the feed conversion of the 
goldfish. Diets with FSM inclusion levels of 21% and 28% increased the α-amylase 
activity in the fish intestine. The diet with FSM inclusion level of 21% increased total 
height of the intestinal villi of the goldfish. In conclusion, the inclusion of up to 21% of 
FSM can replace fishmeal without affecting the growth of goldfish juveniles reared in 
BFT system. Fish fed 21% of FSM showed evidence of improvement in the intestinal 
health.
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The intensification of aquaculture production systems can lead 
to stressful conditions for animals. Prolonged stress may influence 
the health of the target organism and cause outbreaks of diseases 
and mortality (Mohapatra et al.,  2013). Similar to other intensive 
systems, the BFT system is prone to husbandry conditions that can 
cause stress to the animals. These conditions include peaks in nitro-
gen compounds (Fischer et al., 2020; Serra et al., 2015), low dissolved 
oxygen levels (Fischer et al., 2020) and an excess in suspended sol-
ids (Long et al., 2015; Ray et al., 2010; Romano et al., 2020). In this 
scenario, the aquaculture feed industry has given focus to develop-
ing additives and functional ingredients and meals as a strategy to 
mitigate the harmful effects of stress (Dawood et al., 2019, 2020). 
The use of fermented aquaculture feeds was recently developed 
and has shown promising results related to fish health in standard 
rearing systems (Azarm & Lee, 2014; Dawood et al., 2020; Novriadi 
et al., 2018; Sotoudeh et al., 2016). However, no information exists 
regarding the use of fermented feeds in BFT systems.

The microbial fermentation of foods produces bioactive 
compounds that offer several health benefits (Hayes & García-
Vaquero, 2016). During the fermentation process, microorganisms 
degrade protein macromolecules into soluble compounds of low 
molecular weight, which are more easily absorbed and digested 
(Azarm & Lee,  2014). These microorganisms break down protein 
chains into small chains of amino acids and peptides, which can bring 
health benefits to the organism (Sanjukta & Rai, 2016). In addition, 
microbial fermentation produces secondary metabolites with pre-
biotic action and promotes the growth of beneficial microorgan-
ism populations with probiotic functions (Dawood & Koshio, 2020; 
Mukherjee et al., 2016; Nwachukwu et al., 2019; Zhang et al., 2014). 
In this scenario, soybean meal is considered an excellent substrate 
to produce functional feeds due to its low cost and high nutritional 
value (Olmos et al., 2015).

Fermented soybean meal (FSM) has been evaluated as a sub-
stitute for fishmeal and as a functional ingredient in aquafeeds (Li 
et al., 2020; Rahimnejad et al., 2019; Wang et al., 2016). The partial 
replacement of fishmeal by FSM has shown no negative effects on 
fish growth (Hassaan et al., 2015; Jiang et al., 2018; Lee et al., 2016; 
Li et al., 2020; Liang et al., 2017; Rahimnejad et al., 2019). FSM has 
better digestibility and has shown higher protein content and higher 
levels of amino acids when compared with raw soybean meal (Li 
et al., 2019; Olmos et al., 2015; Shiu, Wong, et al., 2015), which may 
result in better animal growth performance and feed efficiency pa-
rameters (Hassaan et al., 2015; Jiang et al., 2018). In addition, nu-
merous beneficial effects of FSM inclusion in diets on fish health 
have been found, such as: increased antioxidant capacity (Azarm & 
Lee, 2014; Hassaan et al., 2015; Jiang et al., 2018; Lee et al., 2016; 
Wang et al.,  2016), modulation of microbiota, decreased inflam-
mation and increased intestinal villi size (Li et al.,  2020; Novriadi 
et al., 2018; Rahimnejad et al., 2019; Refstie et al., 2005; Yamamoto 
et al., 2010), as well as modulating the activity of digestive enzymes 
(Shiu et al., 2015b; Sotoudeh et al., 2016).

Ornamental fish farming generates annually more than 300 mil-
lion dollars (Mohammad et al., 2018) and is an important source of 

income for small producers (Goswami & Zade, 2015). The goldfish 
(Carassius auratus) is one of the most popular and produced orna-
mental fish in the world. This is an omnivorous species (Sales & 
Janssens, 2003), and its feeding preferences consist mainly of plant 
materials, debris, benthic organisms, mosquito larvae, microalgae 
and zooplankton (Penttinen & Holopainen,  1992; Sarbahi,  1951). 
The replacement of animal protein was not evaluated in the gold-
fish diet, but for a similar species (Carassius auratus gibeo), the in-
clusion of soybean meal even at lower levels (14.6%) compromised 
performance (Liu et al., 2016). Goldfish production in BFT systems 
has shown better control of water quality and improved animal 
growth when compared with the clear water production system 
(Besen et al.,  2021; Faizullah et al.,  2015; Wang et al.,  2015). The 
BFT system has recently shown to increase the activity of digestive 
enzymes of goldfish (Yu et al., 2020), but the use of alternative feed 
ingredients for replacing conventional fish meal, as well as ingredi-
ents that may promote intestinal health, remains to be evaluated. 
The potential of using fermented foods for goldfish in a BFT system 
remains unknown, information that would be of value when testing 
new functional feed ingredients under sustainable farming systems. 
Thus, the objective of the present study was to evaluate the effects 
of different inclusion levels of FSM in the diets as a replacement for 
fish meal and its effects on the productive performance and intesti-
nal health of goldfish produced in a BFT system.

2  |  MATERIAL S AND METHODS

The experiment was carried out over a period of 56 days at the 
Pisciculture Laboratory of the University of the State of Santa 
Catarina (UDESC), Lages, SC, Brazil. The study was approved by the 
Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of UDESC (protocol 
number 8490131020). The experimental design was completely ran-
domized with five treatments and four replications. The treatments 
corresponded to the FSM inclusion levels in the diets (0%, 7%, 14%, 
21% and 28%).

2.1  |  Fermented soybean meal

Soybean meal was fermented with inoculants of the lactic acid bac-
teria Lactobacillus acidophilus using the methodology adapted from 
Azarm and Lee (2014). Isolated inoculum from the brand Aché® was 
used (Lactobacillus acidophilus LA14; 1 × 109 UFC g−1). Soybean meal 
was purchased from a local supplier and the bacteria from a com-
mercial establishment. Deionized water was added to autoclaved 
samples (100°C for 20 min) of soybean meal for 50% humidity and 
inoculated with 44 g of bacteria (109 CFU) for each kilogram of soy-
bean meal. The samples were mixed and placed in trays, maintaining 
a maximum height of two centimetres of sample per tray. The fer-
mentation of soybean meal was carried out in an incubator at 36°C 
for 48 h. The humidity was corrected every 12 h, and the samples 
were mixed again. Afterwards, the fermented material was dried in 
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an incubator (36°C) until reaching constant weight and subsequently 
kept in a freezer (−20°C). Samples of FSM were collected to ana-
lyse the nutritional composition (AOAC, 2000) and their amino acid 
profile (White et al.,  1986) (Table  1). Samples were also collected 
for analysis of total lactic acid bacteria (Vieira & Tôrres, 2004), pH 
(AOAC,  2000), enzyme activity (García-Careño & Haard,  1993; 
Métais & Bieth, 1968) and soluble protein (Bradford, 1976) (Table 2).

2.2  |  Experimental diets

Five isoprotein (39.5% crude protein) and isoenergetic diets (ca. 
4250 kcal kg−1) were formulated (Table 3) according to the nutritional 
requirements of the goldfish (Bandyopadhyay et al., 2005). FSM was 
added to diets to substitute fishmeal at the inclusion levels of 0%, 
7%, 14%, 21% and 28%, which represented 0%, 11%, 22%, 32% and 
43% fish meal replacement respectively. Dietary levels of crude li-
pids ranged from 12.1% to 8.4%. The adjustment in the lipids levels 
was necessary to balance the energy levels of the diets. In addition 
to fermented soybean meal, diets were formulated using fishmeal 
and soybean meal as the main protein sources and using soybean oil, 
corn meal and wheat flour as energy sources. Marine fishmeal was 
purchased from Agroforte® (Laguna, Santa Catarina, Brazil), and the 
other ingredients were purchased from local suppliers. The diets 
were supplemented with the amino acids of arginine, lysine (Infinity 
Pharma®, Campinas, São Paulo, Brazil) and methionine (Florien 
Fitoativos®, Piracicaba, São Paulo, Brazil) to meet the amino acid 
requirements of goldfish (Gatlin III, 1987) (Table 4).

All of the ingredients were ground in a blender and sieved to ob-
tain particles smaller than 0.71 mm. The ingredients were mixed and 
pelleted with water (30%) and dried at 36°C in an incubator for 48 h. 

The diets were then crushed and sieved to obtain the desired par-
ticle size for feeding (~1.5 mm) and were stored in a freezer (−20°C) 
until use in the experiment. The chemical composition of the diets 
was analysed according to the AOAC (2000).

2.3  |  Animals and facilities

A total of 400 goldfish (0.25 ± 0.02 g, mean ± standard deviation) 
were obtained from our laboratory broodstock held at Pisciculture 
Laboratory (UDESC, Brazil). Goldfish were acclimated to the experi-
mental conditions for 14 days. During this period, the fish were kept 
in aquaria (30 L of functional volume; 40 fish per aquarium) con-
nected to a water recirculation system equipped with a mechanical 
and biological filter. Fish were fed twice daily (at 10:00 and 16:00) 
until apparent satiation with the control diet formulated for the ex-
periment (Table 1).

At the end of the acclimatization period, goldish were weighed 
individually and distributed in 20 glass aquariums (15 L of functional 
volume) at a density of 20 fish per aquarium. Fish were fed twice 
daily as previously described. Biometric analyses were performed 
every 2 weeks to adjust the feed ration in relation to the stocked 
biomass. Feed was administered at a rate of 10% of the live weight 
per day for the first 2 weeks, 8% of the live weight per day for the fol-
lowing 2 weeks and 6% of the live weight per day in the last 2 weeks 
(Wang et al., 2015).

Bioflocs were produced prior to the experimental period to ob-
tain a mature culture media and stable water quality. The produc-
tion of the heterotrophic medium was carried out in a 500 L tank 
with Nile tilapia (Oreochromis niloticus) that were fed with com-
mercial feed (40% crude protein and 5 mm pellet diameter; Supra, 
Alisul Alimentos S.A., Brazil). The water temperature was kept 
constant (±22°C) using heaters equipped with thermostats, and a 
compressor system provided the aeration. This system was assem-
bled to provide an up-flow air injection in the tank, which gentle 
stirred the water and kept the bioflocs in suspension. The C:N ratio 
was 20:1, which is considered as ideal for the Nile Tilapia (Pérez-
Fuentes et al., 2016). The system was fertilized daily with molasses 
(38% carbon) as the organic carbon source as described in Schryver 
et al. (2008). This methodology is based on the assumption that fish 
assimilate approximately 25% of the nitrogen from the feed and that 

TA B L E  1  Nutritional composition of the fermented soybean 
meal (FSM)

Raw soybean meal FSM

Centesimal composition (%)

Crude protein 44.83 43.99

Crude lipid 5.23 4.19

Dry matter 88.35 90.64

Mineral matter 7.42 7.09

Amino acids (%)

Arginine 3.43 3.47

Histidine 1.23 1.31

Isoleucine 2.18 2.00

Leucine 3.59 3.84

Lysine 2.87 3.14

Methionine 0.62 0.60

Phenylalanine 2.39 2.73

Threonine 1.82 1.98

Valine 2.27 2.38

Sum of the amino acids 20.40 21.45

TA B L E  2  Characteristics of the fermented soybean mean (FSM)

Raw soybean meal FSM

LAB (log CFU g−1) 0.00 5.81

pH 6.70 6.50

EA α-amylase (U g FSM−1) 0.00 2.94

EA total alkaline proteases (U g 
FSM−1)

0.16 0.22

SP (mg g FSM−1) 24.38 33.49

Abbreviations: EA, enzyme activity; LAB, total lactic acid bacteria; SP, 
soluble protein.
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the remaining 75% are converted to total ammonia nitrogen (TAN) 
in the water.

At the beginning of the experiment, 50% of the useful volume of 
the aquaria was water obtained from a BFT system in which Nile ti-
lapia was cultured, and the other 50% of the volume was clear water. 
Molasses (38% carbon) was added every 3 days (at 14:00) in each 
aquarium as an additional carbon source to maintain a C/N ratio of 
20:1 (Wang et al., 2015), according to the calculations proposed by 
Schryver et al. (2008). No water renewal was performed, but water 
was added to compensate for evaporation. The temperature was 
kept constant using heaters with thermostats, and the water was 
oxygenated using porous stones connected to silicone hoses (4 mm) 

and an air compressor. The hoses were glued to the bottom of the 
aquariums to force air to be injected from the bottom up, allowing 
for greater movement of the water. The photoperiod was 12 h of 
light and 12 h of darkness.

2.4  |  Water quality

Temperature, pH (Hanna HI98130) and dissolved oxygen (Hanna 
HI9147-10) were monitored daily. Total ammonia nitrogen (TAN), 
nitrite, nitrate, total suspended solids (TSS) (Rice et al.,  2012) and 
turbidity (Hanna HI93703C) were monitored weekly. Salinity was 

TA B L E  3  Formulation and nutritional composition of the experimental diets for goldish (Carassius auratus) reared in biofloc

Ingredients (% dry matter)

Experimental diets

0% 7% 14% 21% 28%

FSM 0.00 7.00 14.00 21.00 28.00

Fishmeal 65.00 58.00 51.50 45.00 39.00

Cornmeal 7.70 7.70 8.10 8.10 8.40

Wheat bran 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00

Soybean meal 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00

Soybean oil 6.50 6.50 5.50 5.00 3.50

Premixa 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Arginine 0.80 0.70 0.60 0.50 0.50

Lysine 0.00 0.00 0.00 0.10 0.20

Methionine 0.00 0.10 0.30 0.30 0.40

Total 100 100 100 100 100

Nutritional composition

Dry matter (%) 92.37 92.61 92.75 92.95 93.16

Crude protein (%) 40.64 40.01 39.79 39.43 39.47

Crude energy (kcal kg−1) 4241.33 4282.86 4261.21 4272.91 4217.44

Crude lipid (%) 12.07 11.84 10.67 9.98 8.35

aFolic acid – 2400 mg, nicotinic acid – 48 g, pantothenic acid – 24 g, biotin – 96 mg, vit. A – 2400,000 IU, vit. D3–400,000 IU, vit. E – 24,000 IU, vit. B1 
– 9600 mg, vit. B2 – 9600 mg, vit. B6 – 9600 mg, vit. B12 – 9600 mg, vit K3 – 4800 mg, vit. C – 96 g, iron – 100 g, manganese – 40 g, zinc – 6000 mg, 
cobalt – 20 mg, iodine – 200 mg, selenium – 200 mg, antioxidant – 19.6 g.

Amino acids (%)

Experimental diets

0% 7% 14% 21% 28% Requirementsa

Arginine 2.88 2.83 2.80 2.77 2.85 2.72

Histidine 1.17 1.15 1.14 1.13 1.12 1.04

Isoleucine 2.62 2.50 2.41 2.31 2.23 1.59

Leucine 3.74 3.65 3.60 3.54 3.50 2.99

Lysine 3.82 3.66 3.52 3.48 3.47 3.43

Methionine 1.25 1.26 1.39 1.31 1.34 1.23

Phenylalanine 2.02 2.02 2.04 2.06 2.09 1.64

Threonine 1.96 1.91 1.87 1.84 1.84 1.84

Valine 2.75 2.65 2.57 2.48 2.42 1.79

aRequirements of amino acids for the goldfish (Gatlin III, 1987).

TA B L E  4  Amino acid composition of 
experimental diets for goldish (Carassius 
auratus) reared in biofloc



    |  5da CUNHA et al.

maintained at around 4 g−1 (Luz et al., 2008) in all aquariums through-
out the experimental period. The water quality parameters remained 
stable throughout the experiment, and the average values are listed 
in Table 5. All parameters remained within the recommended ranges 
for fish farming (Avnimelech, 2012; Boyd, 1998).

2.5  |  Productive performance and 
sample collection

At the beginning of the experiment and at 56 days, all fish were 
fasted for 24 h, anesthetized with eugenol (50 mg L−1) (Bittencourt 
et al., 2012) and weighed individually. Productive performance was 
analysed based on the following parameters: weight gain (WG = final 
average weight (g) − initial average weight (g)), specific growth rate 
(SGR, % day−1 = [(ln final weight (g) − ln initial weight (g))/experimen-
tal period] * 100) and apparent feed conversion rate (FCR = feed ad-
ministration in grams/total weight gain). Mortality was recorded to 
assess the survival rate (S, % = [total animals at the end/total animals 
at the beginning] * 100).

After weighing at 56 days, some animals were anesthetized with 
eugenol (50 mg L−1) and then euthanized by spinal section to collect 
biological materials for the analyses described below.

2.6  |  Microbiological analyses

The digestive tract of one fish from each aquarium (n = 4 fish per 
treatment) was sampled to assess the intestinal microbiota using 
classical methods adapted from Vieira and Tôrres (2004). The in-
testines were removed, weighed, ground, homogenized and di-
luted serially (1:10) in test tubes containing sterile saline (0.65%). 
Then, the intestinal homogenates were seeded in Petri dishes with 
MRS (Man Rogosa Sharpe) agar and TSA (tryptic soy agar) to quan-
tify total lactic acid and heterotrophic bacteria respectively. The 
intestinal homogenates seeded in the Petri dishes were placed 
in an incubator at 35°C. Colony-forming units (log CFU) were 

counted after 24 h of incubation in the TSA medium and after 48 h 
in the MRS medium.

2.7  |  Intestinal morphometry

Histological analysis of the intestine was performed on two fish from 
each aquarium (n = 8 fish per treatment). Portions of approximately 
3 cm in length were collected from the midgut, and each sample was 
fixed in a 10% buffered formalin solution for 24 h, dehydrated in an 
ascending series of alcohols, diaphanized in xylene, embedded in 
paraffin and cut into sections of 5 μm for slide preparation. These 
samples were then stained according to the PAS (periodic acid-
Schiff) staining method. The slides were observed under an optical 
microscope (OptiCam, 10×) and photographed using a digital camera 
(Moticam 2300, 3 MP, resolution 3264 × 2448 pixels). Eight villi per 
animal were selected by integrity criteria. The total height and width 
of the villi (Figure 1) were measured using the ToupTek ToupView 
- x64 image analyser software, version 2270/07/03.

2.8  |  Enzymatic analyses

The activities of α-amylase and total alkaline proteases were as-
sessed using the intestines of two fish from each aquarium (n = 8 
fish per treatment). After euthanasia, fish were immediately placed 
on ice and dissected to separate the intestine. The intestines were 
washed with distilled water and immediately frozen at −80°C until 
the analysis. At the time of analysis, the intestines were cut into 
small pieces and placed in 2 ml Eppendorf tubes, where they were 
diluted in cold distilled water (1:10, w/v). The Eppendorf tubes were 
submitted to ultrasonic baths for 5 min (5 times of 1 min with inter-
vals of 1 min in an ice bath) for rupture of intestinal cells and release 
of digestive enzymes. Subsequently, the intestinal homogenates 
were centrifuged at 7000 rpm for 10  min (4°C), and the superna-
tants were separated and used to determine the activity of digestive 
enzymes.

TA B L E  5  Water quality parameters (mean ± standard deviation)

Level of FSM inclusion in experimental diets

0% 7% 14% 21% 28%

Temp. 25.5 ± 0.7 25.3 ± 0.4 25.4 ± 0.8 25.7 ± 0.6 25.5 ± 0.9

DO 7.2 ± 0.3 7.1 ± 0.3 7.4 ± 0.1 7.1 ± 0.2 7.2 ± 0.3

pH 8.3 ± 0.0 8.3 ± 0.1 8.4 ± 0.1 8.4 ± 0.0 8.4 ± 0.1

TAN 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.1 0.2 ± 0.2 0.3 ± 0.3 0.1 ± 0.1

NO2
− 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1

NO3
− 249.7 ± 180.0 248.2 ± 179.7 244.1 ± 179.6 233.5 ± 166.6 255.0 ± 188.3

Turb. 264.5 ± 168.7 268.1 ± 169.5 277.9 ± 189.2 281.5 ± 212.0 270.4 ± 191.1

TSS 538.4 ± 424.8 536.0 ± 418.6 556.4 ± 415.7 530.2 ± 392.4 570.9 ± 446.1

Note: Temp. (°C) = temperature, DO (mg L−1) = dissolved oxygen, TAN (mg L−1) = total ammonia nitrogen, NO2
− (mg L−1) = nitrite, NO3

− 
(mg L−1) = nitrate, Turb. (NTU) = turbidity, TSS (mg L−1) = total suspended solids.



6  |    da CUNHA et al.

Alpha-amylase activity was measured at λ = 580 nm using soluble 
starch dissolved (0.3%) in a Na2HPO4 buffer solution (pH 7.4) as sub-
strate (Métais & Bieth, 1968). A unit of α-amylase activity (U) was de-
fined as the amount of enzyme that catalyses the hydrolysis of 1 mg of 
starch in 30 min at 37°C per millilitre of enzymatic extract. Total alkaline 
protease activity was determined after 30 min of incubation at 25°C, 
using 0.5% (w/v) casein as a substrate in 50 mM Tris–HCl (pH 8.0). The 
reaction was stopped with trichloroacetic acid (20% w/v), the extract 
was centrifuged (5000 rpm, 20 min), and the absorbance of the superna-
tant was measured at λ = 280 nm at room temperature. A unit of prote-
ase activity (U) was defined as the amount of enzyme needed to catalyse 
the hydrolysis of 1 μmol of hydrolysed casein per minute per millilitre of 
enzymatic extract (García-Careño & Haard, 1993). The same procedures 
were used for quantifying the activity of both enzymes in FSM.

2.9  |  Statistical analyses

All data were subjected to tests of error normality (Shapiro–Wilk) 
and variances homoscedasticity (Levene). The percentage values 
were arcsine transformed prior their analysis. The results were ana-
lysed using the parametric analysis of variance (ANOVA) and using 
a corresponding test to compare the means at the 5% level of sig-
nificance. When significant difference was shown, the parameters 

and inclusion levels of FSM in the diet were analysed using polyno-
mial regression. These analyses were performed using the statistical 
software Statistic 7® (STATSOFT, 2005).

3  |  RESULTS

3.1  |  Productive performance

Fish performance indicators in terms of growth and feed efficiency 
were significantly affected by the level of FSM in diets for goldfish 
reared in a BFT system. In particular, the 28% FSM negatively im-
pacted on goldfish weight gain and the specific growth rate, whereas 
it also increased the apparent feed conversion when compared with 
the control diet (Figure 2; Table 6; p < 0.05). Fish survival rate was 
over 95% in all dietary groups, and no significant differences in this 
parameter were found between treatments (p > 0.05).

3.2  |  Levels of lactic acid and 
heterotrophic bacteria

In the microbiological analysis of the intestine (Table 7), the amount 
of lactic acid bacteria showed a tendency not statistically significant 

F I G U R E  2  Specific growth rate (% 
day−1) (mean ± standard deviation; n = 4) 
of goldfish fed with diets containing 
different inclusion levels of FSM in a BFT 
system for 56 days. Means followed by 
different letters differed by Duncan's test 
(p < 0.05).

F I G U R E  1  Method used to measure 
the total height (TH) and width (WID) (μm) 
of intestinal villi of goldfish.
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(p = 0.1163) to increase in treatments with the inclusion of FSM. The 
inclusion of FSM in the diets had no influence on the concentration 
of total heterotrophic bacteria in the fish intestine (p > 0.05).

3.3  |  Intestinal morphometry and digestive 
enzyme activity

The highest values of total villi height were observed in goldfish 
fed the diet with 21% FSM, whereas the lowest ones were found in 
the 0% and 28% FSM groups. The rest of the experimental groups 
showed intermediate values (Figure  3; p < 0.05). The inclusion of 
FSM in the diets had no influence (p > 0.05) on the width of the in-
testinal villi of the fish.

Diets with the FSM inclusion levels of 21% and 28% increased 
the total activity of α-amylase in the intestine of goldfish (Figure 4; 
p < 0.05). The inclusion of FSM in the diets had no influence on the 
activity of total alkaline proteases among dietary groups (p > 0.05).

4  |  DISCUSSION

The water quality parameters remained within adequate levels for 
the production of goldfish in a BFT system (Cunha et al., 2020; Wang 
et al., 2015; Yu et al., 2020). The addition of mature BFT inoculants in 
the experimental units prevented the occurrence of peaks of nitro-
gen compounds. Nitrate, turbidity and SST increased gradually over 
the course of the experiment, but with no evident negative impact 

TA B L E  6  Productive performance of the goldfish (mean ± standard deviation; n = 4) fed with diets containing different inclusion levels of 
FSM in a BFT system for 56 days

Level of FSM inclusion in experimental diets

p value0% 7% 14% 21% 28%

WG 1.58 ± 0.13a 1.51 ± 0.28ab 1.43 ± 0.10ab 1.35 ± 0.13ab 1.16 ± 0.13b 0.0272

FCR 1.82 ± 0.09b 1.94 ± 0.11b 2.00 ± 0.07ab 2.00 ± 0.11ab 2.17 ± 0.08a 0.0019

S 98.75 ± 2.50 98.75 ± 2.50 97.50 ± 2.89 100.00 ± 0.00 96.25 ± 4.79 0.4735

Note: Different letters in the same row represent statistically significant differences among dietary groups (Tukey post-hoc test; p < 0.05). WG (g): 
weight gain (y = −3.4985x2 – 0.449x + 1.5717; R2 = 0.9886), FCR: apparent feed conversion rate (y = 0.5831x2 + 0.9224x + 1.8397; R2 = 0.9054) and S 
(%): survival.

Level of FSM inclusion in experimental diets

p value0% 7% 14% 21% 28%

MRS 1.50 ± 0.33 3.22 ± 1.03 2.78 ± 0.80 2.64 ± 0.76 2.40 ± 0.35 0.1163

TSA 6.56 ± 0.34 6.83 ± 1.28 5.82 ± 0.52 5.93 ± 0.40 6.34 ± 0.51 0.4082

Note: No differences were shown between the means according to the ANOVA test (p > .05).
Abbreviations: MRS, Man Rogosa Sharpe (lactic acid bacteria); TSA, tryptic soy agar (total 
heterotrophic bacteria).

TA B L E  7  Concentration of bacteria 
per gram of intestine (log CFU g−1) 
(mean ± standard deviation; n = 4) 
of goldfish fed with diets containing 
different inclusion levels of FSM in a BFT 
system for 56 days

F I G U R E  3  Average intestinal 
morphometry (μm) (mean ± standard 
deviation; n = 8) of goldfish fed with diets 
containing different inclusion levels of 
FSM in a BFT system for 56 days. Means 
followed by different letters differed by 
Duncan's test (p < 0.05).
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on fish health. All water quality parameters were similar between 
the experimental groups throughout the experimental period. This 
is evidence that the results obtained in the present study are due to 
the supplementation of FSM in the diets and were not influenced by 
the conditions of the BFT system.

In the present experimental conditions using BFT, the inclu-
sion of up to 21% of FSM (32% fish meal replacement) in goldfish 
diets had no influence on the growth performance and apparent 
feed conversion values. This is the first study evaluating the in-
clusion of FSM in diets for this ornamental fish species and vali-
dates the hypothesis that fermentation is a valuable strategy for 
enabling higher dietary levels of inclusion of soybean meal in sub-
stitution for fish meal in aquafeeds. During fermentation, there 
were changes in the characteristics of soybean meal that may have 
contributed to the maintenance of results similar to those obtained 
with fish meal. There was an increase in intestinal lactic acid bacte-
ria, which are used as a probiotic in fish feed (Selle et al., 2014). The 
increase in soluble protein indicates a higher proportion of low-
molecular-weight peptides, which can positively affect health and 
performance (Ha et al., 2019; Khosravi et al., 2015). Furthermore, 
it should be noted that the effects of the FSM may have been en-
hanced using the BFT system, and this still needs to be better un-
derstood. In addition to the effects of direct ingestion by the fish, 
probiotic microorganisms and bioactive compounds present in fer-
mented products can also affect the quality of bioflocs, with sec-
ondary effects on fish performance and health (Bañuelos-Vargas 
et al., 2021; Kathia et al., 2018).

The diet with the highest level of inclusion of FSM (28%) re-
duced growth performance and increased feed conversion val-
ues in goldfish. Similarly, FSM inclusion levels between 21% and 
39% resulted in decreased performance and increased feed con-
version of other fish species, such as the grouper (E. coioides) 
(Shiu et al.,  2015b), the Japanese sea bass (Lateolabrax japonicus) 
(Rahimnejad et al., 2019), the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 
(Choi et al., 2020) and the largemouth bass (Micropterus salmoides) 
(He et al.,  2020). Considering that the amino acid requirements 
were met in all treatments, indicating no problems in relation to 

possible deficiencies, we hypothesize that an excess of soluble pro-
tein in the diet from the greater inclusion of FSM may have caused 
the decrease in goldfish performance. High inclusions of soluble 
peptides and amino acids may have led to saturation of the intesti-
nal transport mechanisms (Cahu et al., 1999; Tonheim et al., 2005; 
Wei et al., 2020), which can result in an unbalanced absorption of 
amino acids and a reduction in the use of dietary protein (Aragão 
et al., 2004; Kolkovski & Tandler, 2000). Further research regarding 
the effects of high dietary levels of FSM on nutrient absorption and 
digestibility needs to be conducted in order to further understand 
the poorer results obtained by the 28% FSM, with regard to growth 
and feed utilization indices.

Goldfish fed diets with FSM showed a tendency, even though 
not significant, to increase the amount of Lactobacillus sp. in the 
intestine when compared with the control treatment. Recent stud-
ies suggest that supplementing diets with FSM improves the com-
position of intestinal microbiota in fish (Catalán et al.,  2018; He 
et al.,  2020; Li et al.,  2020). Although most fermentation bacteria 
are killed during the drying process of FSM, residues of dead bac-
teria and their metabolites may promote improvements in the in-
testinal microbiota in fish and potentially have a pre and probiotic 
effect on the host (Dawood & Koshio, 2020; He et al., 2020). The 
use of inactivated microorganisms, known as paraprobiotics, has 
shown similar results when compared with the administration of live 
probiotics (Choudhury & Kamilya, 2019). The microbiological results 
of the present study can be considered preliminary, with the need 
for further validation. The small number of samples (n = 4) limited 
the degrees of freedom of the ANOVA and may have influenced the 
absence of significant differences between treatments. However, 
the potential beneficial effects of rearing fish using BFT (Abakari 
et al., 2021; Santos et al., 2021) may have also masked the positive 
effects of FSM on enhancing acid lactic bacterial populations in 
goldfish gut due to the microbial characteristics of the BFT system 
(Avnimelech, 2007). In this sense, further studies with more robust 
microbiological analyses using massive sequencing techniques are 
necessary to describe the different types of microorganisms and 
confirm the results obtained.

F I G U R E  4  Total activity (U g tissue−1) 
of the digestive enzymes (mean ± standard 
deviation; n = 8) in the intestine of 
goldfish intestine fed with diets containing 
different inclusion levels of FSM in a BFT 
system for 56 days. Means followed by 
different letters indicate differences by 
Duncan's test (p < 0.05). TAP, Total alkaline 
protease.
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The FSM inclusion level of 21% increased the height of the 
intestinal villi of the goldfish. This results in a larger surface for 
nutrient absorption and may improve the integrity of the intesti-
nal epithelium of fish. Previous studies have shown that fermen-
tation of soybean meal protects fish from possible morphological 
damage to the intestine (i.e., enteritis), which is usually induced by 
antinutritional compounds and allergens present in raw soybean 
meal (Choi et al.,  2020; He et al.,  2020; Wang et al.,  2016). The 
present study is the first to observe an improvement in the intesti-
nal morphometry of fish fed with FSM. The increase in the height 
of the villi may be attributed to the possible presence of metabo-
lites with prebiotic function in the FSM (Dawood & Koshio, 2020). 
In this sense, the increase in villi height may be linked to an im-
provement in intestinal immunity barriers (Dawood, 2021; Pirarat 
et al.,  2011). The BFT system can also improve intestinal health 
(Long et al., 2015), and the relationship between the intestinal and 
environmental bacteria may have optimized the results. It is still 
necessary to evaluate the effect of fermented products on the 
composition and quality of bioflocs.

Fish fed diets with FSM inclusion levels of 21% and 28% showed 
higher α-amylase activity when compared with the control diet. The 
activity of digestive enzymes in fish is influenced by several fac-
tors, such as feeding habits, diet composition and presence of an-
tinutritional factors (Hidalgo et al., 1999; Li et al., 2019; Penttinen 
& Holopainen,  1992; Sarbahi,  1951). The enzymatic activity of α-
amylase increased with the use of FSM when compared with raw 
soybean meal, which may be attributed to a reduction in ANFs in 
FSM. In addition, previous studies reported that the use of exog-
enous enzymes in diets increases the intestinal enzymatic activity 
of fish (Kumar et al., 2006; Lin et al., 2007; Zhou et al., 2013). Thus, 
in this context, the higher amylolytic activity in FSM in comparison 
to the raw soybean meal may also be responsible for the higher α-
amylase activity values in goldfish fed diets containing the higher 
inclusion levels of FSM (21% and 28%).

Supplementation with FSM in diets had no effects on the ac-
tivity of total alkaline proteases in goldfish. This is a positive result 
when considering that raw soybean meal contains antinutritional 
factors and allergens that can decrease the activity of proteolytic 
enzymes in fish (Li et al., 2019; Liu et al., 2017; Shiu et al., 2015b; 
Zhang et al., 2018). Fermentation of soybean meal may reduce an-
tinutritional factors (Li et al., 2019), but FSM inclusion levels of over 
14% decreased the protease activity in the intestine of the rainbow 
trout (Choi et al., 2020). Physiological and feeding habit differences 
between species and quality and composition of FSM between stud-
ies may explain the differences among studies. Further investigation 
is needed to understand how fermentation of ingredients affects an-
tinutritional factors and intestinal enzyme activity in fish.

5  |  CONCLUSION

The inclusion of up to 21% of FSM can replace fishmeal up to 32% 
without affecting the growth performance and feed efficiency 

values of goldfish juveniles reared in BFT system, whereas higher 
FSM inclusion levels negatively affected growth and feed perfor-
mance variables. Replacing fish meal by 21% inclusion of improved 
the intestinal condition of goldfish as data on enzyme activity and 
intestinal morphometry indicated.
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1  |  INTRODUÇÃO

Resumo

Resultados  positivos  foram  obtidos  em  termos  de  crescimento,  conversão  alimentar  

(Ahmad  et  al.,  2016 ;  Luo  et  al. ,  2014 )  e  taxa  de  sobrevivência  (Ekasari  et  al.,  

2015 ;  Pérez  -  Fuentes ) .

e  outros,  2016).

espécies  cultivadas  (Avnimelech,  1999;  Azim  &  Little,  2008;  Li  et  al.,  2018;  

Najdegerami  et  al.,  2016).  O  sistema  BFT  já  foi  validado  para  diferentes  espécies  

de  peixes,  como  tilápia  (Oreochromis  niloticus),  bagre  africano  (Clarias  gariepinus),  

bagre  sul-americano  (Rhamdia  quelen),  peixe-dourado  (Carassius  auratus)  e  peixe-

gato-de-  água-doce  (Carassius  auratus).

tecnologia  de  bioflocos,  enzimas  digestivas,  fermentação,  microbiota  intestinal,  peixes  ornamentais

A  introdução  de  fontes  ricas  em  carbono  orgânico  em  unidades  de  BFT  estimula  

a  proliferação  de  microrganismos  heterotróficos  (Avnimelech,  2007).  Bactérias  

heterotróficas  transformam  compostos  nitrogenados  presentes  na  água  de  cultivo  

em  biomassa  microbiana  que  pode  servir  como  fonte  alimentar  suplementar  para  

a  população.

O  sistema  de  tecnologia  de  bioflocos  (BFT)  é  um  ambiente  de  criação  intensiva  

com  baixa  renovação  de  água  que  é  usado  com  sucesso  na  produção  sustentável  

de  peixes  e  camarões  (Crab  et  al.,  2012).

wileyonlinelibrary.com/journal/are

Farelo  de  soja  fermentado  pode  substituir  parcialmente  a  farinha  de  

peixe  e  melhorar  a  condição  intestinal  de  peixes  dourados  juvenis  criados  

em  um  sistema  de  bioflocos
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7%,  14%,  21%  e  28%  (0,  11,  22,  32  e  43  substitutos  de  farinha  de  peixe).  Um  total  de  400

saúde.

peixes  dourados  (0,25  ±  0,02  g)  foram  pesados  e  distribuídos  em  20  aquários  de  vidro  (15  L).  Peixes

farelo  de  soja  (FSS)  como  substituto  da  farinha  de  peixe  e  seus  efeitos  na  produção

O  FSM  pode  substituir  a  farinha  de  peixe  sem  afetar  o  crescimento  de  peixes  dourados  juvenis  criados  em

em  sistema  de  bioflocos  (BFT).  Cinco  dietas  isoproteicas  (39,5%  de  proteína  bruta)  e  isoenergéticas  (4250  kcal  

kgÿ1  de  energia  bruta)  foram  formuladas  com  níveis  de  inclusão  de  FSM  de  0%,

desempenho  ativo  e  condição  intestinal  de  peixes  dourados  (Carassius  auratus)  produzidos

Sistema  BFT.  Peixes  alimentados  com  21%  de  FSM  apresentaram  evidências  de  melhora  no  intestino

atividade  no  intestino  dos  peixes.  A  dieta  com  nível  de  inclusão  de  FSM  de  21%  aumentou  o  total

Este  estudo  avaliou  os  efeitos  de  diferentes  níveis  de  inclusão  dietética  de  fermentados

altura  das  vilosidades  intestinais  do  peixinho  dourado.  Concluindo,  a  inclusão  de  até  21%  de

eles  foram  alimentados  duas  vezes  ao  dia  durante  56  dias.  A  dieta  com  nível  de  inclusão  de  FSM  de  28%  reduziu

o  ganho  de  peso  e  a  taxa  de  crescimento  específico  e  aumentou  a  conversão  alimentar  do
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O  potencial  do  uso  de  alimentos  fermentados  para  peixes  dourados  em  um  sistema  

BFT  permanece  desconhecido,  informação  que  seria  valiosa  ao  testar  novos  

ingredientes  funcionais  para  ração  em  sistemas  de  agricultura  sustentáveis.

A  substituição  de  proteína  animal  não  foi  avaliada  na  dieta  de  peixes-dourados,  mas  

para  uma  espécie  semelhante  (Carassius  auratus  gibeo),  a  inclusão  de  farelo  de  soja,  

mesmo  em  níveis  mais  baixos  (14,6%),  comprometeu  o  desempenho  (Liu  et  al.,  2016).  

A  produção  de  peixes-dourados  em  sistemas  BFT  demonstrou  melhor  controle  da  

qualidade  da  água  e  melhor  crescimento  animal  quando  comparada  ao  sistema  de  

produção  em  água  limpa  (Besen  et  al.,  2021;  Faizullah  et  al.,  2015;  Wang  et  al.,  2015).  

O  sistema  BFT  demonstrou  recentemente  aumentar  a  atividade  de  enzimas  digestivas  

de  peixes-dourados  (Yu  et  al.,  2020),  mas  o  uso  de  ingredientes  alternativos  para  

ração  em  substituição  à  farinha  de  peixe  convencional,  bem  como  ingredientes  que  

possam  promover  a  saúde  intestinal,  ainda  precisa  ser  avaliado.

O  experimento  foi  conduzido  durante  56  dias  no  Laboratório  de  Piscicultura  da  

Universidade  do  Estado  de  Santa  Catarina  (UDESC),  Lages,  SC,  Brasil.  O  estudo  foi  

aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  no  Uso  de  Animais  (CEUA)  da  UDESC  (protocolo  

número  8490131020).  O  delineamento  experimental  foi  inteiramente  casualizado,  com  

cinco  tratamentos  e  quatro  repetições.  Os  tratamentos  corresponderam  aos  níveis  de  

inclusão  de  FSM  nas  dietas  (0%,  7%,  14%,  21%  e  28%).

A  piscicultura  ornamental  movimenta  anualmente  mais  de  300  milhões  de  dólares  

(Mohammad  et  al.,  2018)  e  é  uma  importante  fonte  de

renda  para  pequenos  produtores  (Goswami  &  Zade,  2015).  O  peixe-dourado  (Carassius  

auratus)  é  um  dos  peixes  ornamentais  mais  populares  e  produzidos  no  mundo.  É  

uma  espécie  onívora  (Sales  &  Janssens,  2003)  e  suas  preferências  alimentares  

consistem  principalmente  em  materiais  vegetais,  detritos,  organismos  bentônicos,  

larvas  de  mosquitos,  microalgas  e  zooplâncton  (Penttinen  &  Holopainen,  1992;  

Sarbahi,  1951).

O  uso  de  rações  fermentadas  para  aquicultura  foi  recentemente  desenvolvido  e  tem  

apresentado  resultados  promissores  em  relação  à  saúde  dos  peixes  em  sistemas  de  

criação  convencionais  (Azarm  &  Lee,  2014;  Dawood  et  al.,  2020;  Novriadi  et  al.,  2018;  

Sotoudeh  et  al.,  2016).  No  entanto,  não  há  informações  disponíveis.

O  farelo  de  soja  fermentado  (FSF)  foi  avaliado  como  substituto  da  farinha  de  

peixe  e  como  ingrediente  funcional  em  rações  aquáticas  (Li  et  al.,  2020;  Rahimnejad  

et  al.,  2019;  Wang  et  al.,  2016).  A  substituição  parcial  da  farinha  de  peixe  por  FSM  não  

demonstrou  efeitos  negativos  no  crescimento  dos  peixes  (Hassaan  et  al.,  2015;  Jiang  

et  al.,  2018;  Lee  et  al.,  2016;  Li  et  al.,  2020;  Liang  et  al.,  2017;  Rahimnejad  et  al.,  

2019).  A  FSM  apresenta  melhor  digestibilidade  e  apresenta  maior  teor  proteico  e  

níveis  mais  elevados  de  aminoácidos  quando  comparada  ao  farelo  de  soja  cru  (Li  et  

al.,  2019;  Olmos  et  al.,  2015;  Shiu,  Wong  et  al.,  2015),  o  que  pode  resultar  em  melhor  

desempenho  de  crescimento  animal  e  parâmetros  de  eficiência  alimentar  (Hassaan  et  

al.,  2015;  Jiang  et  al.,  2018).  Além  disso,  nu-

amostras  (100°C  por  20  min)  de  farelo  de  soja  para  50%  de  umidade  e  inoculadas  

com  44  g  de  bactérias  (109  UFC)  para  cada  quilograma  de  farelo  de  soja.  As  amostras  

foram  misturadas  e  colocadas  em  bandejas,  mantendo  uma  altura  máxima  de  dois  

centímetros  de  amostra  por  bandeja.  A  fermentação  do  farelo  de  soja  foi  realizada  em  

estufa  a  36°C  por  48  h.  A  umidade  foi  corrigida  a  cada  12  h  e  as  amostras  foram  

misturadas  novamente.  Em  seguida,  o  material  fermentado  foi  seco  em

A  intensificação  dos  sistemas  de  produção  aquícola  pode  levar  a  condições  

estressantes  para  os  animais.  O  estresse  prolongado  pode  influenciar  a  saúde  do  

organismo  alvo  e  causar  surtos  de  doenças  e  mortalidade  (Mohapatra  et  al.,  2013).  

Semelhante  a  outros  sistemas  intensivos,  o  sistema  BFT  é  propenso  a  condições  de  

criação  que  podem  causar  estresse  aos  animais.  Essas  condições  incluem  picos  em  

compostos  de  nitrogênio  (Fischer  et  al.,  2020;  Serra  et  al.,  2015),  baixos  níveis  de  

oxigênio  dissolvido  (Fischer  et  al.,  2020)  e  excesso  de  sólidos  em  suspensão  (Long  et  

al.,  2015;  Ray  et  al.,  2010;  Romano  et  al.,  2020).  Nesse  cenário,  a  indústria  de  rações  

para  aquicultura  tem  se  concentrado  no  desenvolvimento  de  aditivos,  ingredientes  e  

farinhas  funcionais  como  estratégia  para  mitigar  os  efeitos  nocivos  do  estresse  

(Dawood  et  al.,  2019,  2020).

Nesse  cenário,  o  farelo  de  soja  é  considerado  um  excelente  substrato  para  produção  

de  rações  funcionais  devido  ao  seu  baixo  custo  e  alto  valor  nutricional  (Olmos  et  al.,  

2015).

estabelecimento  comercial.  Água  deionizada  foi  adicionada  ao  autoclavado

compostos  que  oferecem  diversos  benefícios  à  saúde  (Hayes  &  García-Vaquero,  

2016).  Durante  o  processo  de  fermentação,  os  microrganismos  degradam  

macromoléculas  proteicas  em  compostos  solúveis  de  baixo  peso  molecular,  que  são  

mais  facilmente  absorvidos  e  digeridos  (Azarm  &  Lee,  2014).  Esses  microrganismos  

quebram  as  cadeias  proteicas  em  pequenas  cadeias  de  aminoácidos  e  peptídeos,  que  

podem  trazer  benefícios  à  saúde  do  organismo  (Sanjukta  &  Rai,  2016).  Além  disso,  a  

fermentação  microbiana  produz  metabólitos  secundários  com  ação  prebiótica  e  

promove  o  crescimento  de  populações  de  microrganismos  benéficos  com  funções  

probióticas  (Dawood  &  Koshio,  2020;  Mukherjee  et  al.,  2016;  Nwachukwu  et  al.,  2019;  

Zhang  et  al.,  2014).

foram  encontrados,  como:  aumento  da  capacidade  antioxidante  (Azarm  &  Lee,  2014;  

Hassaan  et  al.,  2015;  Jiang  et  al.,  2018;  Lee  et  al.,  2016;  Wang  et  al.,  2016),  modulação  

da  microbiota,  diminuição  da  inflamação  e  aumento  do  tamanho  das  vilosidades  

intestinais  (Li  et  al.,  2020;  Novriadi

e  outros,  2018;  Rahimnejad  et  al.,  2019;  Refstie  et  al.,  2005;  Yamamoto  et  al.,  2010),  

além  de  modular  a  atividade  de  enzimas  digestivas  (Shiu  et  al.,  2015b;  Sotoudeh  et  

al.,  2016).

A  fermentação  microbiana  dos  alimentos  produz  compostos  bioativos

sobre  o  uso  de  alimentos  fermentados  em  sistemas  BFT.

inúmeros  efeitos  benéficos  da  inclusão  de  FSM  em  dietas  para  a  saúde  dos  peixes

Assim,  o  objetivo  do  presente  estudo  foi  avaliar  os  efeitos  de  diferentes  níveis  de  

inclusão  de  FSM  nas  dietas  em  substituição  à  farinha  de  peixe  e  seus  efeitos  no  

desempenho  produtivo  e  na  saúde  intestinal  de  peixes  dourados  produzidos  em  

sistema  BFT.

O  farelo  de  soja  foi  fermentado  com  inoculantes  da  bactéria  láctica  Lactobacillus  

acidophilus,  utilizando  a  metodologia  adaptada  de  Azarm  e  Lee  (2014).  Foi  utilizado  

inóculo  isolado  da  marca  Aché®  (Lactobacillus  acidophilus  LA14;  1  ×  109  UFC  gÿ1).  

O  farelo  de  soja  foi  adquirido  de  um  fornecedor  local  e  as  bactérias  de  uma  empresa.

2.1  |  Farelo  de  soja  fermentado
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Soma  dos  aminoácidos

6,70

Aminoácidos  (%)

Fenilalanina 2,39

7.09

Proteína  bruta

7,42

3,84Leucina 3,59

0,16

EA  ÿ-amilase  (U  g  FSMÿ1)

44,83

3,47

Farelo  de  soja  crua

1,981,82Treonina

Lipídio  bruto

43,99

3.14

Farelo  de  soja  crua  FSM

24,38

0,22EA  proteases  alcalinas  totais  (U  g

FSM

5.23

1.31

2,38

6,50

Arginina 3,43

LAB  (log  UFC  gÿ1)

Valina

4.19

0,60

0,00

33,49

Matéria  seca

2,87Lisina

Composição  centesimal  (%)

2,00

88,35

21h45

0,00

Histidina 1,23

2.27

90,64

2,73

5,81

Abreviações:  EA,  atividade  enzimática;  LAB,  bactérias  lácticas  totais;  SP,  proteína  

solúvel.

Matéria  mineral

Metionina 0,62

SP  (mg  g  FSMÿ1)

2,94

Isoleucina 2.18

20h40

pH
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7%,  14%,  21%  e  28%,  que  representaram  0%,  11%,  22%,  32%  e  43%  de  farinha  

de  substituição  de  peixe,  respectivamente.  Os  níveis  dietéticos  de  lipídios  brutos  

variaram  de  12,1%  a  8,4%.  O  ajuste  nos  níveis  de  lipídios  foi  necessário  para  

equilibrar  os  níveis  de  energia  das  dietas.  Além  do  farelo  de  soja  fermentado,  as  

dietas  foram  formuladas  usando  farinha  de  peixe  e  farelo  de  soja  como  principais  

fontes  de  proteína  e  usando  óleo  de  soja,  fubá  de  milho  e  farinha  de  trigo  como  

fontes  de  energia.  A  farinha  de  peixe  marinho  foi  adquirida  da  Agroforte®  (Laguna,  

Santa  Catarina,  Brasil),  e  os  outros  ingredientes  foram  adquiridos  de  fornecedores  

locais.  As  dietas  foram  suplementadas  com  os  aminoácidos  arginina,  lisina  (Infinity  

Pharma®,  Campinas,  São  Paulo,  Brasil)  e  metionina  (Florien  Fitoativos®,  Piracicaba,  

São  Paulo,  Brasil)  para  atender  ao  aminoácido

Um  total  de  400  peixes-dourados  (0,25  ±  0,02  g,  média  ±  desvio  padrão)  foram  

obtidos  de  reprodutores  de  laboratório  mantidos  no  Laboratório  de  Piscicultura  

(UDESC,  Brasil).  Os  peixes-dourados  foram  aclimatados  às  condições  

experimentais  por  14  dias.  Durante  esse  período,  os  peixes  foram  mantidos  em  

aquários  (30  L  de  volume  funcional;  40  peixes  por  aquário)  conectados  a  um  

sistema  de  recirculação  de  água  equipado  com  filtro  mecânico  e  biológico.  Os  

peixes  foram  alimentados  duas  vezes  ao  dia  (às  10:00  e  às  16:00)  até  a  saciedade  

aparente  com  a  dieta  controle  formulada  para  o  experimento  (Tabela  1).

Ao  final  do  período  de  aclimatação,  os  peixes-dourados  foram  pesados  

individualmente  e  distribuídos  em  20  aquários  de  vidro  (15  L  de  volume  funcional)  

com  densidade  de  20  peixes  por  aquário.  Os  peixes  foram  alimentados  duas  vezes  

ao  dia,  conforme  descrito  anteriormente.  Análises  biométricas  foram  realizadas  a  

cada  2  semanas  para  ajustar  a  ração  alimentar  em  relação  à  biomassa  estocada.  

A  ração  foi  administrada  na  proporção  de  10%  do  peso  vivo  por  dia  nas  primeiras  

2  semanas,  8%  do  peso  vivo  por  dia  nas  2  semanas  seguintes  e  6%  do  peso  vivo  

por  dia  nas  últimas  2  semanas  (Wang  et  al.,  2015).

Todos  os  ingredientes  foram  moídos  em  um  liquidificador  e  peneirados  para  

obter  partículas  menores  que  0,71  mm.  Os  ingredientes  foram  misturados  e  

peletizados  com  água  (30%)  e  secos  a  36  °C  em  uma  incubadora  por  48  h.

Cinco  dietas  isoproteicas  (39,5%  de  proteína  bruta)  e  isoenergéticas  

(aproximadamente  4250  kcal  kgÿ1)  foram  formuladas  (Tabela  3)  de  acordo  com  as  

necessidades  nutricionais  do  peixe-dourado  (Bandyopadhyay  et  al.,  2005).  A  farinha  

de  peixe  foi  adicionada  às  dietas  para  substituir  a  farinha  de  peixe  nos  níveis  de  inclusão  de  0%.

As  dietas  foram  então  trituradas  e  peneiradas  para  obter  o  tamanho  de  partícula  

desejado  para  alimentação  (~1,5  mm)  e  armazenadas  em  freezer  (-20°C)  até  o  uso  

no  experimento.  A  composição  química  das  dietas  foi  analisada  de  acordo  com  a  

AOAC  (2000).

incubadora  (36  °C)  até  atingir  peso  constante  e,  posteriormente,  mantida  em  freezer  

(-20  °C).  Amostras  de  FSM  foram  coletadas  para  análise  da  composição  nutricional  

(AOAC,  2000)  e  do  perfil  de  aminoácidos  (White  et  al.,  1986)  (Tabela  1).  Amostras  

também  foram  coletadas  para  análise  de  bactérias  lácticas  totais  (Vieira  &  Tôrres,  

2004),  pH  (AOAC,  2000),  atividade  enzimática  (García-Careño  &  Haard,  1993;  

Métais  &  Bieth,  1968)  e  proteína  solúvel  (Bradford,  1976)  (Tabela  2).

TABELA  2  Características  da  média  da  soja  fermentada  (FSM)

Os  bioflocos  foram  produzidos  antes  do  período  experimental  para  obter  um  

meio  de  cultura  maduro  e  qualidade  de  água  estável.  A  produção  do  meio  

heterotrófico  foi  realizada  em  um  tanque  de  500  L  com  tilápia  do  Nilo  (Oreochromis  

niloticus)  alimentada  com  ração  comercial  (40%  de  proteína  bruta  e  5  mm  de  

diâmetro  do  pellet;  Supra,  Alisul  Alimentos  SA,  Brasil).  A  temperatura  da  água  foi  

mantida  constante  (±  22  °C)  por  meio  de  aquecedores  equipados  com  termostatos,  

e  um  sistema  de  compressor  forneceu  a  aeração.  Este  sistema  foi  montado  para  

fornecer  uma  injeção  de  ar  ascendente  no  tanque,  que  agitou  suavemente  a  água  

e  manteve  os  bioflocos  em  suspensão.  A  relação  C:N  foi  de  20:1,  considerada  ideal  

para  a  tilápia  do  Nilo  (Pérez-Fuentes  et  al.,  2016 ).  O  sistema  foi  fertilizado  

diariamente  com  melaço  (38%  de  carbono)  como  fonte  de  carbono  orgânico,  

conforme  descrito  em  Schryver  et  al.  Esta  metodologia  baseia-se  no  pressuposto  

de  que  os  peixes  assimilam  aproximadamente  25%  do  azoto  da  ração  e  que

requisitos  de  peixes  dourados  (Gatlin  III,  1987)  (Tabela  4).

TABELA  1  Composição  nutricional  do  farelo  de  soja  fermentado  (FSF)
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Lisina

2,99

0,00

51,50

2,83

2,57

Farinha  de  peixe

1,00 1,00

1.14

1,84

Lisina

39,43

28%

2,72

7%

2,75

7,00

4282,86

3,50

Ácido  fólico  –  2.400  mg,  ácido  nicotínico  –  48  g,  ácido  pantotênico  –  24  g,  biotina  –  96  mg,  vit.  A  –  2.400.000  UI,  vit.  D3  –  400.000  UI,  vit.  E  –  24.000  UI,  vit.  B1

7,00

2.06

3,66

Metionina

1.17

0,30

8.10

21%

–  9600  mg,  vit.  B2  –  9600  mg,  vit.  B6  –  9600  mg,  vit.  B12  –  9600  mg,  vit.  K3  –  4800  mg,  vit.  C  –  96  g,  ferro  –  100  g,  manganês  –  40  g,  zinco  –  6000  mg,  cobalto  –  20  mg,  iodo  –  200  mg,  

selênio  –  200  mg,  antioxidante  –  19,6  g.

Fubá

1,79

0,50

2,41

0,70

Metionina

4272,91

28,00

1,04

7,00

6,50

11,84

2,65

3,47

4217,44

14%Ingredientes  (%  matéria  seca)

7,00

14%

10,67

1,23

7,00

2,42

0,30

Isoleucina

0,00

1,96

92,61

8.107,70

1.12

3,48

Energia  bruta  (kcal  kgÿ1)

3,65

Arginina 0,60

1,87

14h00

2,88

8,35

FSM

6,50

2,80

1,64

92,95

Leucina

3,50

Requisitos

100100

1,91

40.01

Lipídio  bruto  (%)

12h00 12h00

1.31

2.23

3,82

39,79

8,40

0,80

2.09

Arginina

4241,33

2.02

0,50

21h000,00

2,50

28%

Matéria  seca  (%)

Óleo  de  soja

2.31

5,50

1,39

0%

100100

12h00

39,47

Valina

4261,21

3,43

12h00

0,00 0,10

Histidina

1,84

2.02

12.07

45,00

2,85

65,00

3,74 3,54

Proteína  bruta  (%)

Premixa 1,00

2.04

7%

92,37

5,00

Dietas  experimentais

100

1,25

1,84

1,15

Total

12h00

2,77

3,60

Farelo  de  trigo

0,200,00

Fenilalanina

9,98

92,75

58,00 39,00

1,34

1,00

1,59

Aminoácidos  (%)

40,64

1,00

21%

1,26

0%

2,62

2,48

Composição  nutricional

7,00

1.13

3,52

Farelo  de  soja

Dietas  experimentais

0,40

Exigências  de  aminoácidos  para  o  peixe  dourado  (Gatlin  III,  1987).

0,10

Treonina

7,70

93,16

No  início  do  experimento,  50%  do  volume  útil  de

os  aquários  eram  água  obtida  de  um  sistema  BFT  no  qual  a  tilápia  do  Nilo  era  

cultivada,  e  os  outros  50%  do  volume  eram  água  limpa.

e  um  compressor  de  ar.  As  mangueiras  foram  coladas  ao  fundo  dos  aquários  para  

forçar  a  injeção  de  ar  de  baixo  para  cima,  permitindo  maior  movimentação  da  água.  O  

fotoperíodo  era  de  12  horas  de  luz  e  12  horas  de  escuridão.

Melaço  (38%  de  carbono)  foi  adicionado  a  cada  3  dias  (às  14h)  em  cada  aquário  como  

fonte  adicional  de  carbono  para  manter  uma  relação  C/N  de  20:1  (Wang  et  al.,  2015),  

de  acordo  com  os  cálculos  propostos  por  Schryver  et  al.  (2008).  Não  foi  realizada  

renovação  de  água,  mas  água  foi  adicionada  para  compensar  a  evaporação.  A  

temperatura  foi  mantida  constante  por  meio  de  aquecedores  com  termostatos,  e  a  água  

foi  oxigenada  por  meio  de  pedras  porosas  conectadas  a  mangueiras  de  silicone  (4  mm).

os  75%  restantes  são  convertidos  em  nitrogênio  amoniacal  total  (TAN)

na  água.

TABELA  4  Composição  de  aminoácidos  de  

dietas  experimentais  para  peixes-dourados  

(Carassius  auratus)  criados  em  bioflocos

TABELA  3  Formulação  e  composição  nutricional  das  dietas  experimentais  para  dourados  (Carassius  auratus)  criados  em  bioflocos

Temperatura,  pH  (Hanna  HI98130)  e  oxigênio  dissolvido  (Hanna  HI9147-10)  foram  

monitorados  diariamente.  Nitrogênio  amoniacal  total  (TAN),  nitrito,  nitrato,  sólidos  

suspensos  totais  (SST)  (Rice  et  al.,  2012)  e  turbidez  (Hanna  HI93703C)  foram  

monitorados  semanalmente.  A  salinidade  foi
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A  análise  histológica  do  intestino  foi  realizada  em  dois  peixes  de  cada  aquário  (n  =  8  

peixes  por  tratamento).  Porções  de  aproximadamente  3  cm  de  comprimento  foram  

coletadas  do  intestino  médio,  e  cada  amostra  foi  fixada  em  solução  de  formalina  

tamponada  a  10%  por  24  h,  desidratada  em  série  ascendente  de  álcoois,  diafanizada  

em  xileno,  incluída  em  parafina  e  cortada  em  seções  de  5  ÿm  para  preparação  das  

lâminas.  Essas  amostras  foram  então  coradas  de  acordo  com  o  método  de  coloração  

PAS  (ácido  periódico-Schiff).  As  lâminas  foram  observadas  em  microscópio  óptico  

(OptiCam,  10×)  e  fotografadas  com  câmera  digital  (Moticam  2300,  3  MP,  resolução  

3264  ×  2448  pixels).  Oito  vilosidades  por  animal  foram  selecionadas  por  critérios  de  

integridade.  A  altura  e  a  largura  totais  das  vilosidades  (Figura  1)  foram  medidas  usando  

o  software  analisador  de  imagens  ToupTek  ToupView  -  x64,  versão  2270/07/03.

No  início  do  experimento  e  aos  56  dias,  todos  os  peixes  foram  submetidos  a  jejum  de  

24  h,  anestesiados  com  eugenol  (50  mg  Lÿ1)  (Bittencourt  et  al.,  2012)  e  pesados  

individualmente.  O  desempenho  produtivo  foi  analisado  com  base  nos  seguintes  

parâmetros:  ganho  de  peso  (GP  =  peso  médio  final  (g)  ÿ  peso  médio  inicial  (g)),  taxa  

de  crescimento  específico  (TCE,  %  diaÿ1  =  [(peso  final  (g)  ÿ  peso  inicial  (g))/período  

experimental]  *  100)  e  taxa  de  conversão  alimentar  aparente  (TCA  =  administração  

de  ração  em  gramas/ganho  de  peso  total).  A  mortalidade  foi  registrada  para  avaliar  a  

taxa  de  sobrevivência  (S,  %  =  [total  de  animais  no  final/total  de  animais

no  início]  *  100).

Após  a  pesagem  aos  56  dias,  alguns  animais  foram  anestesiados  com  eugenol  

(50  mg  Lÿ1)  e  posteriormente  eutanasiados  por  secção  da  coluna  vertebral  para  coleta  

de  material  biológico  para  as  análises  descritas  a  seguir.

A  concentração  de  água  foi  mantida  em  torno  de  4  gÿ1  (Luz  et  al.,  2008)  em  todos  

os  aquários  durante  todo  o  período  experimental.  Os  parâmetros  de  qualidade  da  

água  permaneceram  estáveis  durante  todo  o  experimento,  e  os  valores  médios  

estão  listados  na  Tabela  5.  Todos  os  parâmetros  permaneceram  dentro  das  faixas  

recomendadas  para  a  piscicultura  (Avnimelech,  2012;  Boyd,  1998).

no  meio  MRS.

contados  após  24  h  de  incubação  no  meio  TSA  e  após  48  h

TABELA  5  Parâmetros  de  qualidade  da  água  (média  ±  desvio  padrão)

As  atividades  da  ÿ-amilase  e  das  proteases  alcalinas  totais  foram  avaliadas  utilizando  

os  intestinos  de  dois  peixes  de  cada  aquário  (n  =  8  peixes  por  tratamento).  Após  a  

eutanásia,  os  peixes  foram  imediatamente  colocados  em  gelo  e  dissecados  para  

separar  o  intestino.  Os  intestinos  foram  lavados  com  água  destilada  e  imediatamente  

congelados  a  -80  °C  até  a  análise.  No  momento  da  análise,  os  intestinos  foram  

cortados  em  pequenos  pedaços  e  colocados  em  tubos  Eppendorf  de  2  ml,  onde  foram  

diluídos  em  água  destilada  fria  (1:10,  p/v).  Os  tubos  Eppendorf  foram  submetidos  a  

banhos  ultrassônicos  por  5  min  (5  vezes  de  1  min  com  intervalos  de  1  min).

O  trato  digestivo  de  um  peixe  de  cada  aquário  (n  =  4  peixes  por  tratamento)  foi  coletado  

para  avaliar  a  microbiota  intestinal  utilizando  métodos  clássicos  adaptados  de  Vieira  e  

Tôrres  (2004).  Os  intestinos  foram  removidos,  pesados,  moídos,  homogeneizados  e  

diluídos  em  série  (1:10)  em  tubos  de  ensaio  contendo  solução  salina  estéril  (0,65%).

Em  seguida,  os  homogeneizados  intestinais  foram  semeados  em  placas  de  Petri  com  

ágar  MRS  (Man  Rogosa  Sharpe)  e  TSA  (ágar  tríptico  de  soja)  para  quantificar  o  ácido  

lático  total  e  as  bactérias  heterotróficas,  respectivamente.  Os  homogeneizados  

intestinais  semeados  nas  placas  de  Petri  foram  colocados  em  uma  incubadora  a  35°C.  

As  unidades  formadoras  de  colônias  (log  UFC)  foram

valsa  de  1  min  em  banho  de  gelo)  para  ruptura  das  células  intestinais  e  liberação  de  

enzimas  digestivas.  Posteriormente,  os  homogeneizados  intestinais  foram  centrifugados  

a  7000  rpm  por  10  min  (4°C),  e  os  sobrenadantes  foram  separados  e  utilizados  para  

determinar  a  atividade  das  enzimas  digestivas.

enzimas.

0,2  ±  0,1

281,5  ±  212,0

8,4  ±  0,18,3  ±  0,0 8,3  ±  0,1

0,2  ±  0,1 0,2  ±  0,0

8,4  ±  0,0 8,4  ±  0,1

25,7  ±  0,625,5  ±  0,7 25,3  ±  0,4 25,4  ±  0,8 25,5  ±  0,9

FAZER

ENTÃO

556,4  ±  415,7538,4  ±  424,8

Nível  de  inclusão  de  FSM  em  dietas  experimentais

536,0  ±  418,6 530,2  ±  392,4 570,9  ±  446,1

NO3  ÿ

Nota:  Temp.  (°C)  =  temperatura,  OD  (mg  Lÿ1)  =  oxigênio  dissolvido,  TAN  (mg  Lÿ1)  =  nitrogênio  amoniacal  total,  NO2  ÿ  (mg  Lÿ1)  =  nitrito,  NO3  ÿ

249,7  ±  180,0 248,2  ±  179,7 244,1  ±  179,6

Turbinada.

233,5  ±  166,6

0,1  ±  0,2

255,0  ±  188,3

TSS

(mg  Lÿ1)  =  nitrato,  Turb.  (NTU)  =  turbidez,  TSS  (mg  Lÿ1)  =  sólidos  suspensos  totais.

0,3  ±  0,30,1  ±  0,1 0,2  ±  0,2 0,1  ±  0,1

NO2  ÿ

7,2  ±  0,37,1  ±  0,37,2  ±  0,3 7,4  ±  0,1 7,1  ±  0,2

pH

270,4  ±  191,1

28%14%7%0% 21%

Temperatura.

0,2  ±  0,10,2  ±  0,0

277,9  ±  189,2264,5  ±  168,7 268,1  ±  169,5

da  CUNHA  et  al. |  5
ÿÿ  

2.8  |  Análises  enzimáticas

2.6  |  Análises  microbiológicas

2.5  |  Desempenho  produtivo  e  
coleta  de  amostras

2.7  |  Morfometria  intestinal

Machine Translated by Google



e  os  níveis  de  inclusão  de  FSM  na  dieta  foram  analisados  por  meio  de  regressão  

polinomial.  Essas  análises  foram  realizadas  com  o  software  estatístico  Statistic  7®  

(STATSOFT,  2005).

Os  indicadores  de  desempenho  dos  peixes  em  termos  de  crescimento  e  eficiência  

alimentar  foram  significativamente  afetados  pelo  nível  de  FSM  nas  dietas  para  peixes-

dourados  criados  em  um  sistema  BFT.  Em  particular,  a  FSM  de  28%  impactou  

negativamente  o  ganho  de  peso  dos  peixes-dourados  e  a  taxa  de  crescimento  

específica,  enquanto  também  aumentou  a  conversão  alimentar  aparente  em  

comparação  com  a  dieta  controle  (Figura  2;  Tabela  6;  p  <  0,05).  A  taxa  de  sobrevivência  

dos  peixes  foi  superior  a  95%  em  todos  os  grupos  alimentares,  e  não  foram  encontradas  

diferenças  significativas  neste  parâmetro  entre  os  tratamentos  (p  >  0,05).

Todos  os  dados  foram  submetidos  aos  testes  de  normalidade  do  erro  (Shapiro-Wilk)  e  

homocedasticidade  das  variâncias  (Levene).  Os  valores  percentuais  foram  

transformados  em  arco  seno  antes  de  sua  análise.  Os  resultados  foram  analisados  

por  meio  da  análise  de  variância  paramétrica  (ANOVA)  e  de  um  teste  correspondente  

para  comparar  as  médias  ao  nível  de  significância  de  5%.  Quando  houve  diferença  

significativa,  os  parâmetros

Na  análise  microbiológica  do  intestino  (Tabela  7),  a  quantidade  de  bactérias  lácticas  

apresentou  tendência  não  estatisticamente  significativa

sistema  por  56  dias.  Médias  seguidas  por  letras  

diferentes  diferiram  pelo  teste  de  Duncan  (p  <  0,05).

A  atividade  da  alfa-amilase  foi  medida  a  ÿ  =  580  nm  usando  amido  solúvel  

dissolvido  (0,3%)  em  uma  solução  tampão  Na2HPO4  (pH  7,4)  como  substrato  (Métais  

&  Bieth,  1968).  Uma  unidade  de  atividade  da  ÿ-amilase  (U)  foi  definida  como  a  

quantidade  de  enzima  que  catalisa  a  hidrólise  de  1  mg  de  amido  em  30  min  a  37  °C  

por  mililitro  de  extrato  enzimático.  A  atividade  da  protease  alcalina  total  foi  determinada  

após  30  min  de  incubação  a  25  °C,  usando  0,5%  (p/v)  de  caseína  como  substrato  em  

50  mM  Tris-HCl  (pH  8,0).  A  reação  foi  interrompida  com  ácido  tricloroacético  (20%  p/

v),  o  extrato  foi  centrifugado  (5000  rpm,  20  min)  e  a  absorbância  do  sobrenadante  foi  

medida  a  ÿ  =  280  nm  à  temperatura  ambiente.  Uma  unidade  de  atividade  protease  (U)  

foi  definida  como  a  quantidade  de  enzima  necessária  para  catalisar  a  hidrólise  de  1  

ÿmol  de  caseína  hidrolisada  por  minuto  por  mililitro  de  extrato  enzimático  (García-

Careño  &  Haard,  1993).  Os  mesmos  procedimentos  foram  utilizados  para  quantificar  a  

atividade  de  ambas  as  enzimas  na  FSM.

FIGURA  2  Taxa  de  crescimento  específico  (%  

diaÿ1)  (média  ±  desvio  padrão;  n  =  4)  de  peixes  

dourados  alimentados  com  dietas  contendo  

diferentes  níveis  de  inclusão  de  FSM  em  um  BFT

FIGURA  1  Método  usado  para  medir  a  altura  total  

(TH)  e  largura  (WID)  (ÿm)  das  vilosidades  intestinais  

de  peixes  dourados.
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As  dietas  com  níveis  de  inclusão  de  FSM  de  21%  e  28%  aumentaram

TABELA  6  Desempenho  produtivo  dos  peixes  dourados  (média  ±  desvio  padrão;  n  =  4)  alimentados  com  dietas  contendo  diferentes  níveis  de  inclusão  de

sistema  por  56  dias

vilosidades  testiculares  dos  peixes.

de  bactérias  heterotróficas  totais  no  intestino  dos  peixes  (p>  0,05).

As  unidades  experimentais  impediram  a  ocorrência  de  picos  de  compostos  nitrogenados.  

Nitrato,  turbidez  e  SST  aumentaram  gradativamente  ao  longo  do  experimento,  mas  sem  

impacto  negativo  evidente.

por  grama  de  intestino  (log  UFC  gÿ1)  (média  

±  desvio  padrão;  n  =  4)  de  peixes  dourados  

alimentados  com  dietas  contendo  diferentes  

níveis  de  inclusão  de  FSM  em  um  BFT

a  inclusão  de  FSM  nas  dietas  não  teve  influência  na  concentração

(p  =  0,1163)  para  aumentar  nos  tratamentos  com  a  inclusão  de  FSM.

os  grupos  0%  e  28%  de  FSM.  Os  demais  grupos  experimentais  apresentaram  valores  

intermediários  (Figura  3;  p  <  0,05).  A  inclusão  de  FSM  nas  dietas  não  teve  influência  (p  >  

0,05)  na  largura  da  in-

Os  parâmetros  de  qualidade  da  água  permaneceram  em  níveis  adequados  para  a  

produção  de  peixes  dourados  em  um  sistema  BFT  (Cunha  et  al.,  2020;  Wang  et  al.,  2015;  

Yu  et  al.,  2020).  A  adição  de  inoculantes  BFT  maduros  em

TABELA  7  Concentração  de  bactérias

Os  maiores  valores  de  altura  total  das  vilosidades  foram  observados  em  peixes  dourados  

alimentados  com  a  dieta  com  21%  de  FSM,  enquanto  os  menores  foram  encontrados  em

FIGURA  3  Morfometria  intestinal  média  

(ÿm)  (média  ±  desvio  padrão;  n  =  8)  de  peixes-

dourados  alimentados  com  dietas  contendo  diferentes  

níveis  de  inclusão  de  FSM  em  um  sistema  BFT  

por  56  dias.  Médias  seguidas  por  letras  diferentes  

diferiram  pelo  teste  de  Duncan  (p  <  0,05).

atividade  total  da  ÿ-amilase  no  intestino  de  peixes-dourados  (Figura  4;  p  <  0,05).  A  

inclusão  de  FSM  nas  dietas  não  teve  influência  na  atividade  das  proteases  alcalinas  totais  

entre  os  grupos  alimentares  (p  >  0,05).

FSM  em  um  sistema  BFT  por  56  dias

3.3  |  Morfometria  intestinal  e  atividade  das  enzimas  

digestivas 4  |  DISCUSSÃO
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0,0272

28%

Nível  de  inclusão  de  FSM  em  dietas  experimentais

14%

1,16  ±  0,13b1,58  ±  0,13a

S

6,83  ±  1,28

100,00  ±  0,00

GT

14%

1,94  ±  0,11b

6,56  ±  0,34 5,82  ±  0,52

Abreviações:  MRS,  Man  Rogosa  Sharpe  (bactérias  do  ácido  láctico);  TSA,  ágar  de  soja  tríptico  (bactérias  

heterotróficas  totais).

7%

1,35  ±  0,13ab

0,0019

0%

MRS  1,50  ±  0,33

1,82  ±  0,09b

97,50  ±  2,89

valor  p

Nível  de  inclusão  de  FSM  em  dietas  experimentais

0,11632,64  ±  0,762,78  ±  0,80

1,43  ±  0,10ab

0%

2,17  ±  0,08a

Nota:  Letras  diferentes  na  mesma  linha  representam  diferenças  estatisticamente  significativas  entre  os  grupos  alimentares  (teste  post-hoc  de  Tukey;  p  <  0,05).  GP  (g):  ganho  de  

peso  (y  =  ÿ3,4985x2  –  0,449x+  1,5717;  R2  =  0,9886),  FCR:  taxa  de  conversão  alimentar  aparente  (y  =  0,5831x2+  0,9224x+  1,8397;  R2  =  0,9054)  e  S  (%):  sobrevivência.

valor  p

Nota:  Não  foram  apresentadas  diferenças  entre  as  médias  segundo  o  teste  ANOVA  (p>  0,05).

FCR

21%

3,22  ±  1,03

98,75  ±  2,50

28%

6,34  ±  0,51  0,40825,93  ±  0,40

1,51  ±  0,28ab

2,00  ±  0,11ab

0,4735

7%

TSA

2,00  ±  0,07ab

96,25  ±  4,79

2,40  ±  0,35

98,75  ±  2,50

21%
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sistema  por  56  dias.  Médias  seguidas  por  letras  

diferentes  indicam  diferenças  pelo  teste  de  Duncan  

(p  <  0,05).  TAP,  Protease  alcalina  total.

Peixes-dourados  alimentados  com  dietas  com  FSM  apresentaram  uma  tendência,  

embora  não  significativa,  a  aumentar  a  quantidade  de  Lactobacillus  sp.  no  intestino  em  

comparação  com  o  tratamento  controle.  Estudos  recentes  sugerem  que  a  

suplementação  de  dietas  com  FSM  melhora  a  composição  da  microbiota  intestinal  em  

peixes  (Catalán  et  al.,  2018;  He  et  al.,  2020;  Li  et  al.,  2020).  Embora  a  maioria  das  

bactérias  de  fermentação  seja  morta  durante  o  processo  de  secagem  do  FSM,  resíduos  

de  bactérias  mortas  e  seus  metabólitos  podem  promover  melhorias  na  microbiota  

intestinal  em  peixes  e  potencialmente  ter  um  efeito  pré  e  probiótico  no  hospedeiro  

(Dawood  &  Koshio,  2020;  He  et  al.,  2020 ).

O  uso  de  microrganismos  inativados,  conhecidos  como  paraprobióticos,  apresentou  

resultados  semelhantes  quando  comparados  à  administração  de  probióticos  vivos  

(Choudhury  &  Kamilya,  2019).  Os  resultados  microbiológicos  do  presente  estudo  podem  

ser  considerados  preliminares,  com  necessidade  de  validação  adicional.  O  pequeno  

número  de  amostras  (n  =  4)  limitou  os  graus  de  liberdade  da  ANOVA  e  pode  ter  

influenciado  a  ausência  de  diferenças  significativas  entre  os  tratamentos.  No  entanto,  

os  potenciais  efeitos  benéficos  da  criação  de  peixes  usando  BFT  (Abakari  et  al.,  2021;  

Santos  et  al.,  2021)  também  podem  ter  mascarado  os  efeitos  positivos  da  FSM  no  

aumento  das  populações  de  bactérias  lácticas  no  intestino  de  peixes  dourados  devido  

às  características  microbianas  do  sistema  BFT  (Avnimelech,  2007).  Nesse  sentido,  

estudos  adicionais  com

ria,  que  são  usados  como  probióticos  na  ração  de  peixes  (Selle  et  al.,  2014).  O  aumento  

na  proteína  solúvel  indica  uma  maior  proporção  de  peptídeos  de  baixo  peso  molecular,  

que  podem  afetar  positivamente  a  saúde  e  o  desempenho  (Ha  et  al.,  2019;  Khosravi  et  

al.,  2015).  Além  disso,  deve-se  notar  que  os  efeitos  do  FSM  podem  ter  sido  

potencializados  usando  o  sistema  BFT,  e  isso  ainda  precisa  ser  melhor  compreendido.  

Além  dos  efeitos  da  ingestão  direta  pelos  peixes,  microrganismos  probióticos  e  

compostos  bioativos  presentes  em  produtos  fermentados  também  podem  afetar  a  

qualidade  dos  bioflocos,  com  efeitos  secundários  no  desempenho  e  na  saúde  dos  

peixes  (Bañuelos-Vargas  et  al.,  2021;  Kathia  et  al.,  2018).

(He  et  al.,  2020).  Considerando  que  as  necessidades  de  aminoácidos  foram  atendidas  

em  todos  os  tratamentos,  não  indicando  problemas  em  relação  à

análises  microbiológicas  utilizando  técnicas  de  sequenciamento  massivo  são  necessárias  

para  descrever  os  diferentes  tipos  de  microrganismos  e

contribuiu  para  a  manutenção  de  resultados  semelhantes  aos  obtidos

confirmar  os  resultados  obtidos.

Nas  condições  experimentais  atuais,  utilizando  BFT,  a  inclusão  de  até  21%  de  

FSM  (32%  de  substituição  de  farinha  de  peixe)  em  dietas  para  peixes-dourados  não  

teve  influência  no  desempenho  de  crescimento  e  nos  valores  aparentes  de  conversão  

alimentar.  Este  é  o  primeiro  estudo  que  avalia  a  inclusão  de  FSM  em  dietas  para  esta  

espécie  de  peixe  ornamental  e  valida  a  hipótese  de  que  a  fermentação  é  uma  estratégia  

valiosa  para  permitir  níveis  dietéticos  mais  elevados  de  inclusão  de  farelo  de  soja  em  

substituição  à  farinha  de  peixe  em  rações  aquáticas.  Durante  a  fermentação,  houve  

alterações  nas  características  do  farelo  de  soja  que  podem  ter

(Rahimnejad  et  al.,  2019),  a  truta  arco-íris  (Oncorhynchus  mykiss)

(Choi  et  al.,  2020)  e  o  robalo  (Micropterus  salmoides)

e  índices  de  utilização  de  ração.

sobre  a  saúde  dos  peixes.  Todos  os  parâmetros  de  qualidade  da  água  foram  

semelhantes  entre  os  grupos  experimentais  durante  todo  o  período  experimental.  Isso  

evidencia  que  os  resultados  obtidos  no  presente  estudo  se  devem  à  suplementação  de  

FSM  nas  dietas  e  não  foram  influenciados  pelas  condições  do  sistema  BFT.

A  dieta  com  o  maior  nível  de  inclusão  de  FSM  (28%)  reduziu  o  desempenho  de  

crescimento  e  aumentou  os  valores  de  conversão  alimentar  em  peixes-dourados.  Da  

mesma  forma,  níveis  de  inclusão  de  FSM  entre  21%  e  39%  resultaram  em  diminuição  

do  desempenho  e  aumento  da  conversão  alimentar  de  outras  espécies  de  peixes,  

como  a  garoupa  (E.  coioides).

Considerando  possíveis  deficiências,  levantamos  a  hipótese  de  que  um  excesso  de  

proteína  solúvel  na  dieta,  devido  à  maior  inclusão  de  FSM,  pode  ter  causado  a  

diminuição  do  desempenho  dos  peixes-dourados.  Altas  inclusões  de  peptídeos  e  

aminoácidos  solúveis  podem  ter  levado  à  saturação  dos  mecanismos  de  transporte  

intestinal  (Cahu  et  al.,  1999;  Tonheim  et  al.,  2005;  Wei  et  al.,  2020),  o  que  pode  resultar  

em  uma  absorção  desequilibrada  de  aminoácidos  e  na  redução  do  uso  de  proteína  

dietética  (Aragão  et  al.,  2004;  Kolkovski  &  Tandler,  2000).  Mais  pesquisas  sobre  os  

efeitos  de  altos  níveis  dietéticos  de  FSM  na  absorção  e  digestibilidade  de  nutrientes  

precisam  ser  conduzidas  para  melhor  compreender  os  resultados  inferiores  obtidos  pela  

dieta  com  28%  de  FSM,  em  relação  ao  crescimento.

(Shiu  et  al.,  2015b),  o  robalo  japonês  (Lateolabrax  japonicus)

com  farinha  de  peixe.  Houve  aumento  de  bactérias  lácticas  intestinais

FIGURA  4  Atividade  total  (U  g  tecidoÿ1)  das  

enzimas  digestivas  (média  ±  desvio  padrão;  n  =  8)  no  

intestino  de  peixes  dourados  alimentados  

com  dietas  contendo  diferentes  níveis  de  inclusão  de  

FSM  em  um  BFT
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O  nível  de  inclusão  de  FSM  de  21%  aumentou  a  altura  das  vilosidades  intestinais  

do  peixe-dourado.  Isso  resulta  em  uma  superfície  maior  para  absorção  de  nutrientes  

e  pode  melhorar  a  integridade  do  epitélio  intestinal  dos  peixes.  Estudos  anteriores  

mostraram  que  a  fermentação  do  farelo  de  soja  protege  os  peixes  de  possíveis  

danos  morfológicos  ao  intestino  (ou  seja,  enterite),  que  geralmente  são  induzidos  por  

compostos  antinutricionais  e  alérgenos  presentes  no  farelo  de  soja  cru  (Choi  et  al.,  

2020;  He  et  al.,  2020;  Wang  et  al.,  2016).  O  presente  estudo  é  o  primeiro  a  observar  

uma  melhora  na  morfometria  intestinal  de  peixes  alimentados  com  FSM.  O  aumento  

na  altura  das  vilosidades  pode  ser  atribuído  à  possível  presença  de  metabólitos  com  

função  prebiótica  no  FSM  (Dawood  &  Koshio,  2020).

Revisão  e  edição;  Supervisão  e  administração  de  projetos.

Peixes  alimentados  com  dietas  com  níveis  de  inclusão  de  FSM  de  21%  e  28%  apresentaram
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maior  atividade  da  ÿ-amilase  quando  comparada  à  dieta  controle.  A  atividade  das  

enzimas  digestivas  em  peixes  é  influenciada  por  diversos  fatores,  como  hábitos  

alimentares,  composição  da  dieta  e  presença  de  fatores  antinutricionais  (Hidalgo  et  

al.,  1999;  Li  et  al.,  2019;  Penttinen  &  Holopainen,  1992;  Sarbahi,  1951).  A  atividade  

enzimática  da  ÿ-amilase  aumentou  com  o  uso  de  FSM  quando  comparado  ao  farelo  

de  soja  cru,  o  que  pode  ser  atribuído  a  uma  redução  nos  FNAs  em  FSM.  Além  disso,  

estudos  anteriores  relataram  que  o  uso  de  enzimas  exógenas  em  dietas  aumenta  a  

atividade  enzimática  intestinal  de  peixes  (Kumar  et  al.,  2006;  Lin  et  al.,  2007;  Zhou  et  

al.,  2013).  Assim,

A  suplementação  com  FSM  nas  dietas  não  teve  efeitos  sobre  a  atividade  de  

proteases  alcalinas  totais  em  peixes-dourados.  Este  é  um  resultado  positivo  quando  

se  considera  que  o  farelo  de  soja  cru  contém  fatores  antinutricionais  e  alérgenos  que  
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A B S T R A C T   

The maintenance of quality parameters in fish farming is fundamental to the success of production systems. 
Ammonia is toxic when present in high concentrations, causing inadequate development, loss of growth, and 
mortality in fish. Temperature can also cause biochemical and physiological changes in organisms and cause 
mortality. Curimbatá Prochilodus spp. have the potential to be used in fish farming in polycultures in Brazil. 
However, few studies have been carried out regarding adequate water quality parameters for the production of 
Curimbatá. Thus, the present study determined the lower and upper lethal temperatures (LT50), as well as the 
lethal concentration (LC50), and sublethal and toxic effects of ammonia on juveniles of Curimbatá Prochilodus 
lineatus through tests of acute exposure for 96 h. In the lethal temperature test, the fish were subjected to 
treatments of 10 ◦C, 15 ◦C, 20 ◦C, 25 ◦C, 30 ◦C, 35 ◦C, and 40 ◦C. Temperatures of 10 ◦C and 40 ◦C were lethal at 
36 and 24 h, respectively. The lower and upper LT50 were 13.8 ± 1.14 and 39.7 ± 1.59 ◦C at 36 and 12 h, 
respectively. For the determination of lethal and sublethal concentrations of ammonia (NH3), the fish were 
subjected to treatments 0.00, 0.75, 1.14, 1.47, 1.82, and 2.21 (mg/L NH3). The LC50 determined for 96 h was 
0.62 mg/L and the LC10 for 24 h was 0.93 mg/L. In addition, histopathological evaluation of the gills was 
adequate to observe the effects of acute ammonia concentrations. Ammonia concentrations above 0.75 mg/L 
caused irreversible histological changes. The results of the study indicates that the ideal temperature range for 
breeding Curimbatá is 25 ◦C to 30 ◦C, since this variation did not influence fish survival. In addition, Curimbatá 
should be grown in water with concentrations below 0.75 mg/L of ammonia.   

1. Introduction 

Curimbatá (Prochilodus lineatus), also known as curimatã, curimba, 
or papa-terra, belongs to the Prochilodontidae family and is one of the ten 
most produced fish species in Brazil (SEBRAE, 2015), with an approxi
mate production of 3099 t in 2019 (IBGE, 2019) This species is of 
ecological and environmental importance for its iliophagous niche in 
aquatic food webs, which allows its integration into polyculture systems 
in southern Brazil (Murgas et al., 2012). However, the technical 

feasibility of rearing this species under artificial conditions requires 
further investigation. 

It is worth mentioning that Curimbatá is a reophilic species and 
migrates for reproduction. The construction of hydroelectric plants has 
made it difficult to maintain the natural stocks of this species, encour
aging restocking programs to develop strategies that facilitate their 
reproduction in captivity (Barbieri et al., 2004). Studies should also 
focus on the production of this native species under artificial breeding 
conditions as a strategy to minimize fishing pressure for human 
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consumption (Boscolo et al., 2011; Kirchner et al., 2016). 
The establishment of appropriate ranges of water quality parameters 

is necessary to understand Curimbatá’s sensitivity to the environment. 
Fish are generally ectothermic and should seek environments with an 
ideal temperature, whose range of adequate thermal comfort varies 
according to the species and the stage of development. Fish are active 
and able to reproduce at appropriate temperatures (Baldisserotto, 
2013). However, temperatures outside the ideal range can be harmful to 
fish, affecting the metabolism and, consequently, their growth and 
survival. Most tropical species have an ideal thermal comfort range of 
25 ◦C–28 ◦C. Fish reduce their metabolic rate at temperatures below 
20 ◦C, and temperatures above 29 ◦C can increase mortality (Baldis
serotto, 2013). Temperature can also influence fish growth (Besson 
et al., 2016). 

The control of nitrogen compounds also influences the success of 
aquaculture activities. Among nitrogenous compounds, ammonia is the 
main limiting factor in aquaculture and is present in ionized (NH4+) and 
non-ionized (NH3) forms. When the levels of NH3 are high in the water, 
the diffusion that occurs naturally from the plasma to the water through 
the gills is impaired, accumulating this compound in the bloodstream 
and tissues (Guo et al., 2020), reaching lethal and sublethal levels and 
hindering growth, tissue damage or even death of animals (Medeiros 
et al., 2016). Therefore, the determination of ammonia toxicity is 
necessary to obtain technical viability under artificially reared condi
tions and has been the focus of several studies on species such as 
Rhamdia quelen (Miron et al., 2011), Piaractus mesopotamicus (Barbieri 
and Bondioli, 2013), Amphiprion ocellaris (Medeiros et al., 2016), Deu
terodon iguape (Barbieri et al., 2019), Oreochromis niloticus (Benli and 
Koksal, 2005), and Oreochromis aureus (Küçük, 2014). 

As there have been no studies determining the temperature and le
thal level of ammonia for the species Prochilodus lineatus, in this study, 
we determined the upper and lower lethal temperatures for juveniles of 
this species and determined the LT50 after 96 h of exposure at different 
temperatures, in addition to lethal and sublethal concentrations of 
ammonia LC50 and its histopathological effects on the gills. 

2. Materials and methods 

2.1. Experiment location and setup 

The present study was carried out at the Aquaculture Laboratory of 
Santa Catarina State University (UDESC), of the Upper Central West, 
LAQUA West, located in the city of Chapecó, SC, and at the Goio-en 
Institute (non-profit organization for studies, research, development, 
and services), located in Águas de Chapecó – SC, (Brazil), maintained by 
the University Foundation for Western Development (FUNDESTE) in a 
partnership developed and signed by means of a technical-scientific 
cooperation term. 

2.2. Ethics committee and fish acquisition 

Curimbatá juveniles (Prochilodus lineatus) were provided by the 

Goio-en Institute and kept in larviculture tanks. The fish were fed only 
with Artemia in the first 24 h and then with commercial feed powder 
(50% crude protein), five times daily until five days post-hatching. The 
juveniles were then transferred to masonry tanks for 30 days and were 
fed the same diet three times a day. This study was approved by the 
Ethics Committee on the Use of Animals of the University of Santa 
Catarina State (CEUA 1977230318). 

2.3. Experimental design 

Approximately 30 days after hatching, juveniles of Curimbatá (Pro
chilodus lineatus) were transferred to fiberglass tanks with a capacity of 
400 L, where they remained for a period of 24 h for acclimatization at a 
temperature of 25 ◦C and without any feeding for 12 h. Before the 
acclimatization period, the fish were kept in a terrestrial tank with 
temperatures varying between 23.2 ◦C and 27 ◦C, where the means ±
standard deviation were 25.4 ± 1.3 ◦C. After this period, initial bio
metrics were undertaken to determine the weight and length, and the 
fish were then transferred to the experimental units. 

2.4. Temperature test 

The temperature tolerance test was carried out for 96 h at the 
following temperatures (treatments): T10–10 ◦C; T15–15 ◦C; T20–20 ◦C; 
T25–25 ◦C (control); T30–30 ◦C; T35–35 ◦C, and T40–40 ◦C, with four 
repetitions for each treatment. The juveniles were kept in containers 
with a capacity of 6 L of water with 30% water renewal every 24 h with 
constant aeration. Each container contained 15 juveniles of 420 fish. The 
initial weight and length of the fish (mean ± standard deviation) were 
0.56 ± 0.05 g and 1.93 ± 3.25 cm, respectively. 

2.5. Ammonia test 

To determine lethal and sublethal concentrations of ammonia (NH3), 
an acute toxicity experiment was conducted for 96 h with six NH3 
concentrations 0.00, 0.75 ± 0.39, 1.14 ± 0.63, 1.47 ± 0.43, 1.82 ± 0.43 
and 2, 21 ± 0.49 (mg/L), with four repetitions each. Juveniles with an 
average weight of 1.21 ± 0.27 g and a length of 4.31 ± 0.34 cm were 
kept in containers with a capacity of 6 L of water, without water renewal 
and with constant aeration. Each experimental unit contained eight ju
veniles of 192 fish. 

2.6. Parameters of water quality and mortality 

2.6.1. Temperature test 
The water quality parameters were analyzed every 12 h throughout 

the experimental period. The juveniles were transferred to the experi
mental units for acclimatization to a water temperature of 25 ◦C. Then, 
the temperature was gradually decreased or increased by 1 ◦C every 
hour until the desired temperature was reached for each treatment. The 
temperatures were maintained using air conditioning and thermostatic 
heaters. 

Upper and lower LT50 (lethal temperatures at which 50% of fish die) 
were estimated during exposure to treatments. Fish were observed every Table 1 

Means ± standard deviation of the temperature (T), dissolved oxygen (O2), pH 
and ammonia (NH3) in the different treatments of temperature exposure, n: 420 
fish.  

Treatments T (◦C) O2 (mg/L) pH NH3 (mg/L) 

T10 11.12 ± 0.76 8.57 ± 1.40 7.24 ± 0.26 0.00 ± 0.00 
T15 15.11 ± 0.74 8.93 ± 0.80 7.20 ± 0.28 0.00 ± 0.00 
T20 20.96 ± 0.35 8.98 ± 0.87 7.26 ± 0.16 0.00 ± 0.00 
T25 25.85 ± 0.28 8.84 ± 1.07 7.14 ± 0.22 0.00 ± 0.00 
T30 30.48 ± 0.32 9.20 ± 1.10 7.27 ± 0.31 0.01 ± 0.01 
T35 34.05 ± 0.21 8.48 ± 0.90 7.47 ± 0.29 0.02 ± 0.01 
T40 39.56 ± 0.11 8.57 ± 0.83 7.30 ± 0.33 0.01 ± 0.01       

Table 2 
Cumulative mortality (%) of Curimbatá (Prochilodus lineatus) juveniles in rela
tion to the time of exposure to different temperatures, n: 420 fish.  

Treatments 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 84 h 96 h Total 

T10 23.3 30.0 100 – – – – 100 
T15 0.0 0.0 1.6 0.0 1.6 1.6 4.8 4.8 
T20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0 
T25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0 
T30 0.0 0.0 0.0 0.0 1.6 1.6 1.6 1.6 
T35 0.0 0.0 0.0 0.0 1.6 3.2 3.2 3.2 
T40 61.6 100 – – – – – 100  
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12 h for mortality. Juveniles without opercular movement and without 
response to mechanical stimuli were considered dead and removed from 
the tanks. 

2.6.2. Ammonia test 
In order to obtain the proposed ammonia concentrations, a stock 

solution was prepared with approximately 100,000 mg/L of ammonium 
chloride (NH4CL, Dinâmica - Química Contemporânea LTDA) in one L of 
distilled water, and temperature fluctuations (24.42 ± 2.7) and pH 
(7.66 ± 0.07) were monitored throughout the experimental period. The 
temperature was measured using an oximeter (YSI-55, Yellow Springs 
Instruments, OH, USA) and pH with a pH meter (Tecnopon® - Mpa-210, 
SP, Brazil). 

The concentration of total ammoniacal nitrogen (TAN) in water was 
determined according to Verdouw et al. (1978). Subsequently, the NH3 
concentration was determined based on the values of TAN, pH, and 
water temperature, according to Emerson et al. (1975). The values 
presented in this study are expressed in the form of ammonia (NH3). To 
maintain and adjust the ammonia values for each treatment, 75% of the 
water was renewed every 24 h with water at the same temperature, pH, 
and ammonia concentration. Water quality parameters throughout the 
experimental period were analyzed every 12 h. The median lethal con
centrations (LC50, lethal concentration at which 50% of fish die) were 
estimated at 24, 48, 72, and 96 h of exposure to this compound. 

2.7. Histopathological analysis 

Histopathological analysis of the gills of fish subjected to different 
concentrations of ammonia was performed on 12 randomly sampled fish 
from each treatment. The fish were anesthetized in Eugenol’s solution 
(300 ppm) and then euthanized by spinal cord sectioning to collect the 
gills. 

The samples were fixed in Bouin’s solution for 12 h and then trans
ferred to 70% alcohol. Following this, they were subjected to automatic 
processing in a histotechnical carousel, in which cassettes containing 
tissue fragments were immersed in each reagent for 90 min, dehydrated 
in a series of increasing concentrations of alcohol (70%, 80%, 90%, 95%, 
and 100%), clarified in two xylol solutions for 3 h, and then were 
embedded in paraffin. Sections (3 μm) were prepared using a rotary 
microtome (Zeiss®) and stained with hematoxylin and eosin. The slides 
were analyzed under an optical microscope (Prophet et al., 1992), and 

digital images were obtained under a microscope coupled to a digital 
camera (OPTHD x64, 3.7.5752). 

The qualified and quantified changes in the histopathological ana
lyses of the gills were hyperplasia, enlargement and reduction of the 
secondary interlamellar space, deformation of the primary lamella, 
excessive mucus production, aneurysm, lamellar fusion, cell rupture, 
dilation of the vascular axis, edema, muscle tissue, reduction of sec
ondary lamella, destruction of the lamellar epithelium, deletion of the 
secondary lamellar epithelium, lamellar thickening, deletion of the 
primary lamellar epithelium, epithelial detachment, and filament union. 
Eight 200× magnification fields per sample were used for the analysis. 

Histopathological changes were analyzed in a semi-quantitative 
manner, using the degree of tissue change (DTC) method as described 
by Poleksic and Mitrovic-Tutundzic (1994). To calculate the DTC, the 
changes were classified into progressive stages, ranging from I to III. The 
changes in stage I were considered mild, without changing the function 
of the tissue; changes in stage II were moderate and partially altered the 
function of the tissue; and the changes in stage III were severe and 
completely altered the function of the tissue. The DTC value in each fish 
was calculated using the formula: DTC = (1 × SI) + (10 × SII) + (100 ×
SIII), where I, II, and III were the number of changes in stages I, II, and 
III, respectively. 

2.8. Statistical analyses 

Each test was performed in a completely randomized design. Water 
quality parameters were analyzed using an analysis of variance 
(ANOVA). To estimate the lethal ammonia concentrations and temper
ature (LC50), the PRIPROBIT program was used according to the meth
odology proposed by Sakuma (1998). The severity of the damage to the 
gills (stages) was assessed by the Kruskal-Wallis non-parametric analysis 
test (5%), as it did not show homogeneity of variance. 

Table 3 
Lower lethal temperature (LLT) and upper lethal temperature (ULT) in which 10, 
50, 90 and 99% mortality of the fish were observed in relation to the time of 
exposure, n: 420 fish.  

Time (h) Lower lethal temperature (LLT) 

LT10 LT50 LT90 LT99 

12 10.40 ± 1.01 9.46 ± 0.97 8.58 ± 0.93 7.92 ± 0.89 
24 10.56 ± 1.02 9.62 ± 0.98 8.76 ± 0.94 8.11 ± 0.90 
36 14.50 ± 1.16 13.80 ± 1.14 13.14 ± 1.11 12.60 ± 1.10  

Upper lethal temperature (ULT) 
12 38.70 ± 1.58 39.70 ± 1.59 40.80 ± 1.61 41.70 ± 1.62  

Table 4 
Means ± standard deviation of the temperature (T), dissolved oxygen (O2), pH, 
and ammonia (NH3) in the different treatments of ammonia exposure, n: 192 
fish.  

Ammonia (mg/L) T (◦C) O2 (mg/L) pH NH3 (mg/L) 

0.00 23.98 ± 2.80 7.82 ± 0.52 7.70 ± 0.09 0.00 ± 0.00 
0.75 23.97 ± 2.80 7.83 ± 0.50 7.69 ± 0.07 0.75 ± 0.39 
1.14 23.94 ± 2.76 7.83 ± 0.50 7.68 ± 0.06 1.14 ± 0.63 
1.47 24.15 ± 2.93 7.81 ± 0.51 7.63 ± 0.06 1.47 ± 0.43 
1.82 23.98 ± 2.91 7.87 ± 0.50 7.62 ± 0.04 1.82 ± 0.43 
2.21 23.44 ± 2.78 7.91 ± 0.48 7.57 ± 0.06 2.21 ± 0.49  

Table 5 
Cumulative mortality (%) of Curimbatá (Prochilodus lineatus) juveniles in rela
tion to the time of exposure to the different concentrations of ammonia (NH3), n: 
192 fish.  

Ammonia (mg/ 
L) 

12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 84 h 96 h Total 

0.00 0 6.2 6.2 9.3 9.3 12.4 12.4 12.4 
0.75 10 25.6 28.7 28.7 28.7 28.7 28.7 28.7 
1.14 6.2 16.2 26.2 32.4 51.1 54.2 63.5 63.5 
1.47 12.5 21.8 37.3 49.8 59.1 65.3 74.6 74.6 
1.82 12.5 34.4 46.9 59.4 90.7 100 100 100 
2.21 21.9 50.0 62.5 75.0 100 100 100 100  

Fig. 1. - Lethal concentration of ammonia (NH3) LC50 for Curimbatá juveniles 
according to time of exposure. 
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3. Results 

3.1. Temperature test 

There were no significant differences between the treatments in the 
water quality assessed during the temperature test (Table 1). 

The mortality percentages of Curimbatá juveniles at different tem
peratures and in relation to the time of exposure are shown in Table 2. A 
mortality of 100% was observed in T40 and T10 at 24 and 36 h, 
respectively. The T15, T30, and T35 treatments resulted in mortality 
rates of 4.8%, 1.6%, and 3.2%, respectively, after 96 h of exposure. No 
mortality was observed in the T20 and T25 treatments. 

The results for LT10, LT50, LT90, and LT99 are shown in Table 3. The 
lower LT50 was 13.80 ± 1.14 ◦C at 36 h and the upper LT50 was 39.70 ±
1.59 ◦C at 12 h. 

3.2. Ammonia test 

The water quality parameters of temperature, dissolved oxygen, pH, 
and ammonia (NH3) throughout the experimental period are shown in 
Table 4. Temperature, dissolved oxygen and pH variations were 
observed, but the differences were not statistically significant (p = 0.76, 
p = 0.91 and p = 0.27) respectively. 

The mortality percentages of Curimbatá juveniles at different 
ammonia concentrations (NH3) and in relation to the time of exposure 
are shown in Table 5. The treatments 2.21, and 1.82 mg/L showed 100% 
mortality at 72 and 84 h, respectively. The treatments 1.47, 1.14, 0.75 
and 0.00 mg/L, resulted in 74.5%, 63.5%, 28.7% and 12.4% mortality, 
respectively, after 96 h exposure. 

The LC50 (NH3) values are shown in Fig. 1. Increasing concentrations 
of ammonia (mg/L of NH3) were observed with shorter exposure times 
to obtain 50% fish mortality. The LC10 for ammonia was 0.93 and 0.24 
mg/L for 12 and 24 h, respectively. 

The histopathological analyses of each stage (I, II, and III) are shown 
in Table 6. In stage I, the deformation of the primary lamella showed the 
highest occurrence (62.42%). In stages II and III, vascular axis dilation 

and lamellar thickening had the highest averages of 38.08% and 
30.67%, respectively; with a higher ammonia dosage, the histopatho
logical changes were greater. Treatments with higher concentrations of 
ammonia were observed with more severe injuries and more frequently. 
The treatment with 1.47 mg/L showed a greater amount and greater 
severity of injuries when compared to the other treatments. No analyses 
of fish in treatments 1.82 and 2, 21 were performed, as all the fish died at 
96 h. 

Increasing concentrations of ammonia were observed with the 
highest averages of the different stages, with the 1.47 treatment pre
senting the highest averages in stages I, II, and III. The T0 treatment 
(initial), in which the animals were evaluated before the beginning of 
the experiment and were not subjected to any treatment or manage
ment, did not present any lesions. However, in the control treatment 
(0.00 mg/L), there were lesions in stages I and II with averages of 86.33 
and 16.67%, respectively (Table 7). 

The gills of Curimbatá in the initial control group (T0), in which the 
animals were not exposed to ammonia, showed normal distribution of 
cellular constituents and pattern of organization of the primary and 
secondary lamellae (Fig. 2). In animals subjected to different levels of 
ammonia (0.00, 0.75, 1.14 and 1.47), the following changes in the gills 
were observed to varying degrees: hyperplasia, an increase and reduc
tion of the secondary interlamellar space, deformation of the primary 
lamella, aneurysm, lamellar fusion, dilation of the vascular axis, 
reduction of the secondary lamella, destruction of the lamellar epithe
lium, deletion of the primary and secondary lamellar epithelium, 
lamellar thickening, epithelial detachment, and filament union (Fig. 2). 

4. Discussion 

4.1. Temperature test 

The parameters of dissolved oxygen (O2 mg/L), pH, and total 
ammonia (NH3 + NH4 in mg/L) were observed in all treatments within 
the range considered suitable for freshwater fish (Arana, 2004). After 
exposure to different temperatures, 100% mortality of Curimbatá ju
veniles was observed at temperatures of 10 ◦C and 40 ◦C, at 36 and 24 h 
exposure, respectively. Thus, such temperatures were extreme for the 
species after acclimatization to 25 ◦C, indicating that the fish were un
able to adjust their metabolism and adapt to these temperatures to 
maintain the proper functioning of the organism with the thermal 
changes in the water. When evaluating the mortality of Curimbatá 
exposed to the lowest lethal temperature (LLT) and highest lethal tem
perature (SLT), it was observed that the fish were tolerant to a tem
perature range of 15 ◦C to 35 ◦C and that the lowest LT50 was 13.08 ◦C ±
1.14 ◦C in 36 h, and the highest LT50 was 39.7 ◦C ± 1.59 ◦C in 12 h. The 
temperature variations in the present study are higher than those found 
by De Oliveira et al. (2008), who evaluated low and high temperatures 
of Cardinal Tetra (Paracheirodon axelrodi) and reported values of 19.6 ◦C 
and 33.7 ◦C, respectively, in 96 h. 

This ability to adapt to a wide range of temperatures may be due to 
the different locations where the species is found and the thermal 
amplitude to which these animals are exposed in nature, whose 

Table 6 
Histopathological lesions in stages (I, II and III) and general average of each 
treatment (%) of the gills from Curimbatá (Prochilodus lineatus) juveniles 
exposed to different concentrations of ammonia (NH3), n: 60 fish.  

Stage 
* 

Histopathological alterations Ammonia (mg/L) 

T0 0.00 0.75 1.14 1.47 

I Hyperplasia 0 12.0 25.0 45.3 68.3 
Increased secondary interlayer 
space 

0 31.6 49.3 61.7 78.0 

Deformation of the primary 
lamella 

0 42.6 53.6 68.3 85.0 

Excessive production of mucus 0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Reduction of secondary interlayer 
space 

0 0.0 17.3 37.7 56.3 

II Aneurysm 0 0.0 0.0 31.3 55.6 
Lamellar fusion 0 0.0 27.6 43.0 61.6 
Cell rupture 0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Vascular axis dilation 0 16.6 31.6 44.7 59.3 
Edema 0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Muscle tissue 0 0.0 0.0 0.0 0.0 

III Reduction of secondary lamella 0 0.0 0.0 28.3 47.6 
Destruction of the lamellar 
epithelium 

0 0.0 19.6 38.7 53.6 

Deletion of the secondary 
lamellar epithelium 

0 0.0 22.6 37.7 54.3 

Lamellar thickening 0 0.0 29.0 42.3 51.3 
Deletion of the primary lamellar 
epithelium 

0 0.0 0.0 18.3 31.6 

Detachment of the epithelium 0 0.0 7.3 19.3 32.6 
Union of the filaments 0 0.0 0.0 15.0 26.0  

* Stage I - Light Alterations, Stage II - Moderate Alterations and Stage III - 
Severe Alterations. T0 – Initial. 

Table 7 
Averages of the histopathological lesions of the gills (stages I, II and III) from 
Curimbatá (Prochilodus lineatus) juveniles exposed to different concentrations of 
ammonia (NH3), n: 60 fish.  

Ammonia (mg/L) I II III 

T0 – Initial 0 a 0 a 0 a 
0.00 87 b 18 b 0 b 
0.75 146 c 59 c 77 c 
1.14 207 d 115 d 202 d 
1.47 290 e 176 e 286 e 

Different letters in the same column represent statistical difference according to 
the Kruskal-Wallis test (P ≤0.05). 
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Fig. 2. - Photomicrographs of the structural organization of the gill filaments of Curimbatá (Prochilodus lineatus) juveniles of the groups T0 (initial), 0.00, 0.75, 1.14 
and 1.47 mg/L of different concentrations of ammonia (NH3) and 96 h of exposure. H&E stains. Magnification 200×. 
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temperatures vary according to seasonality (Andrade et al., 2018). The 
immune response in fish can also be affected by several factors, 
including stocking density, pH, salinity, temperature, and dissolved 
oxygen (Gallage et al., 2016). However, temperature is considered as the 
most important factor because it is directly related to the occurrence of 
disease outbreaks (Soto et al., 2014). Fish kept at high temperatures 
after vaccination may show a suppressed immune response, which may 
explain the inadequate resistance of vaccinated fish to pathogens (Wang 
et al., 2018). 

Most tropical species have their ideal temperature range for thermal 
comfort for growth and reproduction between 25 ◦C and 28 ◦C. Tem
peratures below 20 ◦C affect the metabolism of tropical fish, and tem
peratures above 29 ◦C cause a significant increase in mortality, by 
decreasing or suspending the food consumed (Baldisserotto et al., 2014). 
Therefore, knowledge of critical thermal limits is important to under
stand how a species responds to different thermal regimes (Whitney 
et al., 2016). 

4.2. Ammonia test 

The values of temperature, pH, and oxygen in the present study were 
within the recommended values for this species (Arana, 2004). The 
balance between non-ionized (toxic) and ionized ammonia depends on 
pH and temperature (Ip and Chew, 2010). However, there was no dif
ference in pH between the treatments, suggesting that this parameter did 
not influence the results. It was observed that the time for 50% fish 
mortality (LC50) was shorter with higher concentrations of non-ionized 
ammonia (NH3). This result is consistent with that observed by other 
authors, who evaluated different doses of ammonia for different species 
of fish (Barbieri et al., 2019; Medeiros et al., 2016; Piedras et al., 2006). 

The concentration of ammonia (NH3) that caused 50% mortality 
LC50 (96 h) in Curimbatá juveniles was 0.62 mg/L. This species proved 
to be more sensitive to ammonia than Cichlasoma facetum fry (1.56 g), 
which had an LC50 value of 1.63 mg/L (Piedras et al., 2006). For Oreo
chromis aureus (3.19 g), the LC50 (24 h) was 2.83 mg/L NH3 (Küçük, 
2014). Although Curimbatá is more sensitive to NH3 levels than other 
species, there are some freshwater species that are less tolerant to 
ammonia than those found in this study, such as Pacu (Piaractus meso
potamicus) with an LC50 (96 h) of 0.014 mg/L N-NH3 (Barbieri and 
Bondioli, 2013). 

These differences in the LC50 values between species may be asso
ciated with the ability of fish to adapt to changes in water quality 
(Baldisserotto, 2013). In addition, the size of individuals can influence 
their tolerance to ammonia. Younger fish have been suggested to be less 
resistant to changes in ammonia concentration because they have a 
larger body surface area for absorption in relation to body mass and have 
higher respiratory rates (Benli and Koksal, 2005). 

Similar results to those found in the present study were reported for 
Pelteobagrus fulvidraco (Zhang et al., 2012) and Amphiprion ocellaris ju
veniles (Medeiros et al., 2016). In the present study, the LC10 was 0.93 
mg/L NH3 for 12 h and 0.24 mg/L NH3 for 24 h. These values can serve 
as indicators of inadequate water quality for Curimbatá producers. 

Histopathological changes in fish organs and tissues exposed to 
pollution or inadequate water quality are suitable for analyses to 
determine the severity of exposure (Arana, 2004; Baldisserotto et al., 
2014). Exposure to toxic substances can cause structural changes in the 
gills of fish, the most common lesions being necrosis, hyperplasia, hy
pertrophy and rupture of branchial tissues, lamellar fusion, hyperse
cretion and proliferation of mucous cells, changes in chloride cells, and 
changes in vascularization (Benli and Koksal, 2005; Miron et al., 2008; 
Rodrigues et al., 2014). 

The gills play an important role in gas exchange and osmotic regu
lation and act as an interface between fish and the environment. Gills are 
often the first organs affected by pollutants, with changes and injuries 
that affect breathing and osmoregulation (Baldisserotto, 2013). The 
results of the present study for treatment T0 (initial), in which the 

animals were analyzed after the acclimatization period and without 
exposure to ammonia, were considered normal and without injuries. In 
treatment final control 0.00 mg/L of NH3, mild and moderate injuries 
occurred, which may be related to stress from management during the 
experiment. 

Gill changes have also been reported in Brown clownfish (Rodrigues 
et al., 2014), Nile tilapia, Oreochromis niloticus (Benli and Koksal, 2005), 
and South American catfish (Rhamdia quelen) (Miron et al., 2008). In the 
present study, increasing ammonia concentrations were observed with 
higher incidence and frequency of injuries, similar to the results re
ported for other fish species (Rodrigues et al., 2014; Wuertz et al., 2013). 

Hyperplasia is classified as a mild to moderate lesion in the gills and 
is probably an adaptive alteration of the epithelium due to exposure to 
toxic agents. The excretion of toxic agents increases the distance from 
water-blood diffusion, which can decrease the absorption of the 
contaminant, although it decreases the diffusion of oxygen (Benze et al., 
2014). In addition to hyperplasia, Benze et al. (2014) reported injuries 
that reduce the surface area of the gills exposed to toxic agents. Thus, the 
appearance of changes and lesions in the gills can compromise the 
process of excretion of nitrogenous compounds and the breathing of fish, 
thereby causing an increase in ammonia toxicity (Kroupova et al., 2005). 

Dilation of the vascular axis was observed in treatments with higher 
concentrations of ammonia (NH3). This is a moderate lesion, which, 
according to Thophon et al. (2003), causes the loss of the cell’s support 
capacity and leads to the appearance of lamellar aneurysms, which are 
more severe and often leads to irreversible changes. Another lesion 
found in the two highest levels of ammonia tested was the aneurysm. 
This injury results in the collapse of pillar cells, which compromises 
blood flow and can cause aneurysm rupture and hemorrhage (Silva 
et al., 2018). The lesions considered irreversible were observed in 
treatments with ammonia (NH3) concentrations higher than 0.75 mg/L, 
indicating that Curimbatás exposure to these values should be avoided. 

It was concluded that the temperatures of 10 ◦C and 40 ◦C were lethal 
after 36 and 24 h, respectively, for Curimbatá (Prochilodus linatus) ju
veniles. The lower and upper LT50 were 13.80 ± 1.14 and 39.70 ±
1.59 ◦C, at 36 and 12 h, respectively. The results of the present study 
indicate that the ideal temperature range is 25 ◦C–30 ◦C, since this 
variation did not influence fish survival. 

Lethal concentrations of ammonia LC50 at 96 h was 0.62 mg/L and 
LC10 for 24 h was 0.93 mg/L. Histopathological analysis of the gills 
proved to be an effective tool to assess the effects of acute ammonia 
concentrations, whose concentrations above 0.75 mg/L caused irre
versible changes in the gills. Therefore, it is suggested that Curimbatá 
breeding can be maintained with ammonia concentrations below 0.75 
mg/L. 

For this species, a much better understanding is still needed, and 
many studies are necessary to understand both water parameters, such 
as pH and assessment of oxygen levels, but mainly, studies on feeding 
larvae and juveniles are needed since the diets provided for this species 
are generic diets (diets for tilapia mainly), which can lead to an excess of 
nutrients influencing fish growth in addition to worsening water quality 
by ammonia excretion. 
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José Fernando Kinas: Execution of the experiment, tabulation of 

data. 
Thaiza Savaris: Conducting the analysis, writing the manuscript. 
Diogo Luiz De Alcantara Lopes: Elaboration of the project, execution 

of the experiment, collection of tissues, analyzes, writing of the manu
script, supervision. 

Declaration of Competing Interest 

The authors declare that they have no conflict of interest. 

Acknowledgments 

The authors would like to thank Universidade Estadual de Santa 
Catarina (UDESC), Universidade do Oeste de Santa Catarina (UNOESC), 
and Instituto Goio-En. 

References 

Andrade, B.D.S., Singh, C.L., Santos, J.A., Gonçalves, V.V.C., Siqueira-Souza, F.K., de 
Freitas, C.E., 2018. Efeitos das mudanças climáticas sobre as comunidades de peixes 
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Peixes  de  água  doce

Sobrevivência

Qualidade  da  água

A  viabilidade  de  criar  esta  espécie  em  condições  artificiais  requer  mais  investigação.

´
Curimbata  (Prochilodus  lineatus),  também  conhecida  como  curimata,  curimba  ou  

papa-terra,  pertence  à  família  Prochilodontidae  e  é  uma  das  dez  espécies  de  peixes  mais  

produzidas  no  Brasil  (SEBRAE,  2015),  com  uma  produção  aproximada  de  3.099  t  em  

2019  (IBGE,  2019).  Esta  espécie  apresenta  importância  ecológica  e  ambiental  devido  ao  

seu  nicho  iliófago  em  teias  alimentares  aquáticas,  o  que  permite  sua  integração  em  

sistemas  de  policultivo  no  sul  do  Brasil  (Murgas  et  al.,  2012).  No  entanto,  a  técnica

Vale  ressaltar  que  a  curimbata  é  uma  espécie  reofílica  e  migra  para  reprodução.  A  

construção  de  usinas  hidrelétricas  tem  dificultado  a  manutenção  dos  estoques  naturais  

dessa  espécie,  incentivando  programas  de  repovoamento  a  desenvolver  estratégias  

que  facilitem  sua  reprodução  em  cativeiro  (Barbieri  et  al.,  2004).  Estudos  também  

devem  se  concentrar  na  produção  dessa  espécie  nativa  em  condições  artificiais  de  

reprodução  como  estratégia  para  minimizar  a  pressão  da  pesca  sobre  a  população  

humana.

1.  Introdução

´
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Entretanto,  poucos  estudos  foram  realizados  quanto  aos  parâmetros  adequados  de  qualidade  da  água  para  a  produção  de  Curimbat´  a.  

Assim,  o  presente  estudo  determinou  as  temperaturas  letais  inferior  e  superior  (TL50),  bem  como  a  concentração  letal  (CL50),  e  os  efeitos  

subletais  e  tóxicos  da  amônia  em  juvenis  de  Curimbat´  a  Prochilodus  lineatus  por  meio  de  testes  de  exposição  aguda  por  96  h.  No  teste  de  

temperatura  letal,  os  peixes  foram  submetidos  aos  tratamentos  de  10  ÿC,  15  ÿC,  20  ÿC,  25  ÿC,  30  ÿC,  35  ÿC  e  40  ÿC.  As  temperaturas  de  

10  ÿC  e  40  ÿC  foram  letais  em  36  e  24  h,  respectivamente.  Os  LT50  inferior  e  superior  foram  13,8  ±  1,14  e  39,7  ±  1,59  ÿC  em  36  e  12  h,  

respectivamente.  Para  a  determinação  das  concentrações  letais  e  subletais  de  amônia  (NH3),  os  peixes  foram  submetidos  aos  tratamentos  

0,00,  0,75,  1,14,  1,47,  1,82  e  2,21  (mg/L  NH3).  A  CL50  determinada  para  96  h  foi  de  0,62  mg/L  e  a  CL10  para  24  h  foi  de  0,93  mg/L.  Além  

disso,  a  avaliação  histopatológica  das  brânquias  foi  adequada  para  observar  os  efeitos  das  concentrações  agudas  de  amônia.  Concentrações  

de  amônia  acima  de  0,75  mg/L  causaram  alterações  histológicas  irreversíveis.  Os  resultados  do  estudo  indicam  que  a  faixa  de  temperatura  

ideal  para  a  reprodução  da  curimbata  é  de  25  ÿC  a  30  ÿC,  visto  que  essa  variação  não  influenciou  a  sobrevivência  dos  peixes.  Além  disso,  

a  curimbata  deve  ser  cultivada  em  água  com  concentrações  de  amônia  abaixo  de  0,75  mg/L.

Endereço  de  e-mail:  diogo.lopes@udesc.br  (DLDA  Lopes).

A  amônia  é  tóxica  quando  presente  em  altas  concentrações,  causando  desenvolvimento  inadequado,  perda  de  crescimento  e  mortalidade  

em  peixes.  A  temperatura  também  pode  causar  alterações  bioquímicas  e  fisiológicas  nos  organismos  e  causar  mortalidade.  Curimbat´s  a  

Prochilodus  spp.  têm  potencial  para  serem  utilizados  na  piscicultura  em  policultivos  no  Brasil.

´

A  manutenção  dos  parâmetros  de  qualidade  na  piscicultura  é  fundamental  para  o  sucesso  dos  sistemas  de  produção.
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2.5.  Teste  de  amônia

2.1.  Localização  e  configuração  do  experimento

´

O  estabelecimento  de  faixas  apropriadas  de  parâmetros  de  qualidade  da  água  é  

necessário  para  entender  a  sensibilidade  do  Curimbata  ao  meio  ambiente.

Os  parâmetros  de  qualidade  da  água  foram  analisados  a  cada  12  h  durante  todo  o  

período  experimental.  Os  juvenis  foram  transferidos  para  as  unidades  experimentais  

para  aclimatação  à  temperatura  da  água  de  25  °C.  Em  seguida,  a  temperatura  foi  

gradualmente  reduzida  ou  aumentada  em  1  °C  a  cada  hora  até  atingir  a  temperatura  

desejada  para  cada  tratamento.  As  temperaturas  foram  mantidas  por  meio  de  ar  

condicionado  e  aquecedores  termostáticos.

Curimbata  juvenil  (Prochilodus  lineatus)  foi  fornecido  pela

Os  peixes  são  geralmente  ectotérmicos  e  devem  buscar  ambientes  com  temperatura  

ideal,  cuja  faixa  de  conforto  térmico  adequado  varia  de  acordo  com  a  espécie  e  o  

estágio  de  desenvolvimento.  Os  peixes  são  ativos  e  capazes  de  se  reproduzir  em  

temperaturas  adequadas  (Baldisserotto,  2013).  No  entanto,  temperaturas  fora  da  faixa  

ideal  podem  ser  prejudiciais  aos  peixes,  afetando  o  metabolismo  e,  consequentemente,  

seu  crescimento  e  sobrevivência.  A  maioria  das  espécies  tropicais  apresenta  uma  

faixa  ideal  de  conforto  térmico  de  25  ÿC  a  28  ÿC.  Os  peixes  reduzem  sua  taxa  

metabólica  em  temperaturas  abaixo  de  20  ÿC,  e  temperaturas  acima  de  29  ÿC  podem  

aumentar  a  mortalidade  (Baldisserotto,  2013).  A  temperatura  também  pode  influenciar  

o  crescimento  dos  peixes  (Besson  et  al.,  2016).

Para  determinar  as  concentrações  letais  e  subletais  de  amônia  (NH3),  um  experimento  

de  toxicidade  aguda  foi  conduzido  por  96  h  com  seis  concentrações  de  NH3  0,00,  0,75  ±  

0,39,  1,14  ±  0,63,  1,47  ±  0,43,  1,82  ±  0,43  e  2,  21  ±  0,49  (mg/L),  com  quatro  repetições  

cada.  Juvenis  com  peso  médio  de  1,21  ±  0,27  g  e  comprimento  de  4,31  ±  0,34  cm  foram  

mantidos  em  recipientes  com  capacidade  para  6  L  de  água,  sem  renovação  de  água  e  

com  aeração  constante.  Cada  unidade  experimental  continha  oito  juvenis  de  192  peixes.

2.4.  Teste  de  temperatura

2.6.1.  Teste  de  temperatura

O  teste  de  tolerância  à  temperatura  foi  realizado  por  96  h  nas  seguintes  

temperaturas  (tratamentos):  T10–10  ÿC;  T15–15  ÿC;  T20–20  ÿC;  T25–25  ÿC  (controle);  

T30–30  ÿC;  T35–35  ÿC  e  T40–40  ÿC,  com  quatro  repetições  para  cada  tratamento.  Os  

juvenis  foram  mantidos  em  recipientes  com  capacidade  para  6  L  de  água  com  

renovação  de  30%  da  água  a  cada  24  h  com  aeração  constante.  Cada  recipiente  

continha  15  juvenis  de  420  peixes.  O  peso  e  o  comprimento  iniciais  dos  peixes  (média  

±  desvio  padrão)  foram  de  0,56  ±  0,05  g  e  1,93  ±  3,25  cm,  respectivamente.

Instituto  Goio-en  e  mantidos  em  tanques  de  larvicultura.  Os  peixes  foram  alimentados  apenas  

com  Artemia  nas  primeiras  24  horas  e,  em  seguida,  com  ração  comercial  em  pó  (50%  de  

proteína  bruta),  cinco  vezes  ao  dia,  até  cinco  dias  após  a  eclosão.  Os  juvenis  foram  então  

transferidos  para  tanques  de  alvenaria  por  30  dias  e  alimentados  com  a  mesma  dieta  três  

vezes  ao  dia.  Este  estudo  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  em  Uso  de  Animais  da  

Universidade  do  Estado  de  Santa  Catarina  (CEUA  1977230318).

´

Aproximadamente  30  dias  após  a  eclosão,  juvenis  de  Curimbat´a  (Pro-chilodus  

lineatus)  foram  transferidos  para  tanques  de  fibra  de  vidro  com  capacidade  de  400  L,  

onde  permaneceram  por  um  período  de  24  h  para  aclimatação  à  temperatura  de  25  

ÿC  e  sem  alimentação  por  12  h.  Antes  do  período  de  aclimatação,  os  peixes  foram  

mantidos  em  um  tanque  terrestre  com  temperaturas  variando  entre  23,2  ÿC  e  27  ÿC,  

onde  as  médias  ±

2.3.  Desenho  experimental

O  presente  estudo  foi  realizado  no  Laboratório  de  Aquicultura  da  Universidade  

Estadual  de  Santa  Catarina  (UDESC),  do  Alto  Centro-Oeste,  LAQUA  Oeste,  localizado  

no  município  de  Chapecó,  SC,  e  no  Instituto  Goio-en  (organização  sem  fins  lucrativos  de  

estudos,  pesquisas,  desenvolvimento  e  prestação  de  serviços),  localizado  em  Águas  de  

Chapecó  –  SC,  (Brasil),  mantido  pela  Fundação  Universitária  para  o  Desenvolvimento  do  

Oeste  (FUNDESTE)  em  parceria  desenvolvida  e  firmada  por  meio  de  termo  de  cooperação  

técnico-científica.

´

consumo  (Boscolo  et  al.,  2011;  Kirchner  et  al.,  2016).

desvio  padrão  foi  de  25,4  ±  1,3  ÿC.  Após  esse  período,  foram  realizadas  biometrias  

iniciais  para  determinação  do  peso  e  comprimento,  e  os  peixes  foram  então  transferidos  

para  as  unidades  experimentais.

´
2.6.  Parâmetros  de  qualidade  da  água  e  mortalidade

As  temperaturas  máximas  e  mínimas  de  LT50  (temperaturas  letais  nas  quais  50%  dos  peixes  

morrem)  foram  estimadas  durante  a  exposição  aos  tratamentos.  Os  peixes  foram  observados  a  cada

O  controle  de  compostos  nitrogenados  também  influencia  o  sucesso  das  atividades  

aquícolas.  Dentre  os  compostos  nitrogenados,  a  amônia  é  o  principal  fator  limitante  na  

aquicultura  e  está  presente  nas  formas  ionizada  (NH4+)  e  não  ionizada  (NH3).  Quando  

os  níveis  de  NH3  estão  elevados  na  água,  a  difusão  que  ocorre  naturalmente  do  

plasma  para  a  água  através  das  brânquias  é  prejudicada,  acumulando  esse  composto  

na  corrente  sanguínea  e  nos  tecidos  (Guo  et  al.,  2020),  atingindo  níveis  letais  e  

subletais  e  dificultando  o  crescimento,  danos  aos  tecidos  ou  até  mesmo  a  morte  dos  

animais  (Medeiros  et  al.,  2016).  Portanto,  a  determinação  da  toxicidade  de  amônia  é  

necessária  para  obter  viabilidade  técnica  em  condições  de  criação  artificial  e  tem  sido  

foco  de  vários  estudos  em  espécies  como  Rhamdia  quelen  (Miron  et  al.,  2011),  

Piaractus  mesopotamicus  (Barbieri  e  Bondioli,  2013),  Amphiprion  ocellaris  (Medeiros  

et  al.,  2016),  Deu-terodon  iguape  (Barbieri  et  al.,  2019),  Oreochromis  niloticus  (Benli  e  

Koksal,  2005)  e  Oreochromis  aureus  (Küçük,  2014).

2.  Materiais  e  métodos

2.2.  Comitê  de  ética  e  aquisição  de  peixes

Como  não  há  estudos  que  determinem  a  temperatura  e  o  nível  letal  de  amônia  

para  a  espécie  Prochilodus  lineatus,  neste  estudo,  determinamos  as  temperaturas  

letais  superior  e  inferior  para  juvenis  desta  espécie  e  determinamos  a  LT50  após  96  h  

de  exposição  a  diferentes  temperaturas,  além  das  concentrações  letais  e  subletais  de  

amônia  LC50  e  seus  efeitos  histopatológicos  nas  brânquias.

Tabela  1  

Médias  ±  desvio  padrão  da  temperatura  (T),  oxigênio  dissolvido  (O2),  pH  e  amônia  (NH3)  nos  

diferentes  tratamentos  de  exposição  à  temperatura,  n:  420  peixes. Tabela  2  

Mortalidade  cumulativa  (%)  de  juvenis  de  Curimbat´  a  (Prochilodus  lineatus)  em  relação  ao  tempo  

de  exposição  a  diferentes  temperaturas,  n:  420  peixes.

2

Aquicultura  545  (2021)  737138

4.8

9,20  ±  1,10  

8,48  ±  0,90

T35

pH

1.6

0,0

0,0  

0,0

0,0

0,0

T25

1000,00  ±  0,00

0,0

7,26  ±  0,16

–

0,0

39,56  ±  0,11

T15

8,57  ±  1,40

15,11  ±  0,74

Tratamentos  12  h

T25

–

61,6

Tratamentos T  (ÿC)

4.80,00  ±  0,00

7,27  ±  0,31  

7,47  ±  0,29

T40

8,93  ±  0,80

T20

0,0  

0,0

0,0

1.6

7,14  ±  0,22

T10

T30

100

–

8,57  ±  0,83

0,0  

1,6

3.2

20,96  ±  0,35

24  h  36  h  48  h

0,0

–

T30

1.6

0,0  

1,6

TI  Zuffo  e  outros.

0,00  ±  0,00

11,12  ±  0,76

0,01  ±  0,01  

0,02  ±  0,01

0

T35

1.6

3.27,30  ±  0,33
–

8,98  ±  0,87

23.3 –

72  h  84  h  96  h  Total

100

0,0  

0,0

T15

NH3  (mg/L)

30,0

7,24  ±  0,26

0  1,6

0,0

100

25,85  ±  0,28 8,84  ±  1,07 0,0

0,0

3.2

0,0  

1,6

T20

0,00  ±  0,00

0,01  ±  0,01

0,0

30,48  ±  0,32  

34,05  ±  0,21

––

O2  (mg/L)

–T10

0,0  

0,0

0,00,0

7,20  ±  0,28

0,0

T40
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Tabela  4  

Médias  ±  desvio  padrão  da  temperatura  (T),  oxigênio  dissolvido  (O2),  pH  e  amônia  (NH3)  nos  

diferentes  tratamentos  de  exposição  à  amônia,  n:  192  peixes.

´

Tabela  5  

Mortalidade  cumulativa  (%)  de  juvenis  de  Curimbat´  a  (Prochilodus  lineatus)  em  relação  ao  tempo  

de  exposição  às  diferentes  concentrações  de  amônia  (NH3),  n:  192  peixes.

Tabela  3  

Temperatura  letal  inferior  (TLI)  e  temperatura  letal  superior  (TLS)  nas  quais  foram  observadas  

mortalidades  de  10,  50,  90  e  99%  dos  peixes  em  relação  ao  tempo  de  exposição,  n:  420  peixes.

Fig.  1.  -  Concentração  letal  de  amônia  (NH3)  CL50  para  juvenis  de  Curimbata  em  função  do  tempo  

de  exposição.

LT50 LT99LT90LT10
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7,70  ±  0,09

1,14  

1,47

10,56  ±  1,02

2.21 100

7,83  ±  0,50

23,98  ±  2,91

0,75

8,76  ±  0,94
10

9,62  ±  0,98

12

7,69  ±  0,07

2,21  ±  0,49

Temperatura  letal  inferior  (LLT)

0,75

12,5  34,4  46,9  59,4  90,7  100

16,2  26,2  32,4  51,1

12

7,68  ±  0,06  

7,63  ±  0,06

L)

0

13,14  ±  1,11

25,6  28,7  28,7  28,7  28,7  28,7  28,7

13,80  ±  1,14

23,94  ±  2,76  

24,15  ±  2,93

14,50  ±  1,16
1.14

100

23,44  ±  2,78

23,97  ±  2,80

12h  24h  36h  48h  72h  84h  96h  Total

6.2

24

NH3  (mg/L)

7,62  ±  0,04

8,11  ±  0,90
54,2  63,5  63,5

40,80  ±  1,61

Amônia  (mg/L)  T  (ÿC)

1,14  ±  0,63  

1,47  ±  0,43

O2  (mg/L)

7,87  ±  0,50

TI  Zuffo  e  outros.

Temperatura  letal  superior  (ULT)  38,70  ±  

1,58  39,70  ±  1,59

6.2

7,83  ±  0,50  

7,81  ±  0,51

0,00  ±  0,00

1,47

100

0,00

41,70  ±  1,62

1,82

9.3

36

6.2

100

7,57  ±  0,06

pH

12,60  ±  1,10
12,5  21,8  37,3  49,8  59,1

21,9  50,0  62,5  75,0  100

1,82

10,40  ±  1,01

7,82  ±  0,52

7,91  ±  0,48

7,92  ±  0,898,58  ±  0,93
12,4  12,4  12,4

9,46  ±  0,97

0,75  ±  0,39

Tempo  (h)

0,00

65,3  74,6  74,6

23,98  ±  2,80

2.21

Amônia  (mg/

100

9.3

1,82  ±  0,43

Cada  teste  foi  realizado  em  delineamento  inteiramente  casualizado.  Os  parâmetros  

de  qualidade  da  água  foram  analisados  por  meio  de  análise  de  variância  (ANOVA).  

Para  estimar  as  concentrações  letais  de  amônia  e  a  temperatura  (CL50),  utilizou-se  o  

programa  PRIPROBIT,  de  acordo  com  a  metodologia  proposta  por  Sakuma  (1998).  A  

severidade  dos  danos  às  brânquias  (estágios)  foi  avaliada  pelo  teste  de  análise  não  

paramétrica  de  Kruskal-Wallis  (5%),  pois  não  apresentou  homogeneidade  de  variância.

A  concentração  de  nitrogênio  amoniacal  total  (TAN)  na  água  foi  determinada  de  

acordo  com  Verdouw  et  al.  (1978).  Posteriormente,  a  concentração  de  NH3  foi  

determinada  com  base  nos  valores  de  TAN,  pH  e  temperatura  da  água,  de  acordo  com  

Emerson  et  al.  (1975).  Os  valores  apresentados  neste  estudo  são  expressos  na  forma  

de  amônia  (NH3).  Para  manter  e  ajustar  os  valores  de  amônia  para  cada  tratamento,  

75%  da  água  foi  renovada  a  cada  24  h  com  água  na  mesma  temperatura,  pH  e  

concentração  de  amônia.  Os  parâmetros  de  qualidade  da  água  durante  todo  o  período  

experimental  foram  analisados  a  cada  12  h.  As  concentrações  letais  medianas  (CL50,  

concentração  letal  na  qual  50%  dos  peixes  morrem)  foram  estimadas  em  24,  48,  72  e  

96  h  de  exposição  a  este  composto.

imagens  digitais  foram  obtidas  em  microscópio  acoplado  a  uma  câmera  digital  (OPTHD  

x64,  3.7.5752).

12  h  para  mortalidade.  Juvenis  sem  movimento  opercular  e  sem  resposta  a  estímulos  

mecânicos  foram  considerados  mortos  e  removidos  dos  tanques.

ˆ

2.6.2.  Teste  de  amônia

Para  obter  as  concentrações  de  amônia  propostas,  preparou-se  uma  solução  

estoque  com  aproximadamente  100.000  mg/L  de  cloreto  de  amônio  (NH4CL,  Dinamica  

-  Química  Contemporânea  LTDA)  em  um  L  de  água  destilada,  e  as  flutuações  de  

temperatura  (24,42  ±  2,7)  e  pH  (7,66  ±  0,07)  foram  monitoradas  durante  todo  o  período  

experimental.  A  temperatura  foi  medida  com  um  oxímetro  (YSI-55,  Yellow  Springs  

Instruments,  OH,  EUA)  e  o  pH  com  um  pHmetro  (Tecnopon®  -  Mpa-210,  SP,  Brasil).

A  análise  histopatológica  das  brânquias  de  peixes  submetidos  a  diferentes  

concentrações  de  amônia  foi  realizada  em  12  peixes  amostrados  aleatoriamente  de  

cada  tratamento.  Os  peixes  foram  anestesiados  em  solução  de  eugenol  (300  ppm)  e,  

em  seguida,  eutanasiados  por  secção  da  medula  espinhal  para  coleta  das  brânquias.

As  alterações  histopatológicas  foram  analisadas  de  forma  semiquantitativa,  

utilizando  o  método  do  grau  de  alteração  tecidual  (DTC),  conforme  descrito  por  Poleksic  

e  Mitrovic-Tutundzic  (1994).  Para  calcular  o  DTC,  as  alterações  foram  classificadas  em  

estágios  progressivos,  variando  de  I  a  III.  As  alterações  no  estágio  I  foram  consideradas  

leves,  sem  alterar  a  função  do  tecido;  as  alterações  no  estágio  II  foram  moderadamente  

e  alteraram  parcialmente  a  função  do  tecido;  e  as  alterações  no  estágio  III  foram  

severas  e  alteraram  completamente  a  função  do  tecido.  O  valor  do  DTC  em  cada  peixe  

foi  calculado  usando  a  fórmula:  DTC  =  (1  ×  SI)  +  (10  ×  SII)  +  (100  ×

SIII),  onde  I,  II  e  III  foram  o  número  de  alterações  nos  estágios  I,  II  e  III,  respectivamente.

As  amostras  foram  fixadas  em  solução  de  Bouin  por  12  h  e,  em  seguida,  

transferidas  para  álcool  70%.  Em  seguida,  foram  submetidas  a  processamento  

automático  em  carrossel  histotécnico,  no  qual  cassetes  contendo  fragmentos  de  tecido  

foram  imersos  em  cada  reagente  por  90  min,  desidratados  em  uma  série  de  

concentrações  crescentes  de  álcool  (70%,  80%,  90%,  95%  e  100%),  clarificados  em  

duas  soluções  de  xilol  por  3  h  e,  em  seguida,  incluídos  em  parafina.  Cortes  (3  ÿm)  foram  

preparados  em  micrótomo  rotativo  (Zeiss®)  e  corados  com  hematoxilina  e  eosina.  As  

lâminas  foram  analisadas  em  microscópio  óptico  (Prophet  et  al.,  1992) .

As  alterações  qualificadas  e  quantificadas  na  análise  histopatológica  das  brânquias  

foram  hiperplasia,  aumento  e  redução  do  espaço  interlamelar  secundário,  deformação  

da  lamela  primária,  produção  excessiva  de  muco,  aneurisma,  fusão  lamelar,  ruptura  

celular,  dilatação  do  eixo  vascular,  edema,  tecido  muscular,  redução  da  lamela  

secundária,  destruição  do  epitélio  lamelar,  deleção  do  epitélio  lamelar  secundário,  

espessamento  lamelar,  deleção  do  epitélio  lamelar  primário,  descolamento  epitelial  e  

união  dos  filamentos.

2.8.  Análise  estatística

Oito  campos  de  ampliação  de  200×  por  amostra  foram  usados  para  a  análise.

2.7.  Análise  histopatológica

Machine Translated by Google
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As  porcentagens  de  mortalidade  de  juvenis  de  Curimbat´a  em  diferentes  

temperaturas  e  em  relação  ao  tempo  de  exposição  são  mostradas  na  Tabela  2.  Uma  

mortalidade  de  100%  foi  observada  em  T40  e  T10  em  24  e  36  h,  respectivamente.  Os  

tratamentos  T15,  T30  e  T35  resultaram  em  taxas  de  mortalidade  de  4,8%,  1,6%  e  

3,2%,  respectivamente,  após  96  h  de  exposição.  Não  foi  observada  mortalidade  nos  

tratamentos  T20  e  T25.

Concentrações  crescentes  de  amônia  foram  observadas  com  as  maiores  médias  

nos  diferentes  estágios,  com  o  tratamento  1,47  apresentando  as  maiores  médias  nos  

estágios  I,  II  e  III.  O  tratamento  T0  (inicial),  no  qual  os  animais  foram  avaliados  antes  

do  início  do  experimento  e  não  foram  submetidos  a  nenhum  tratamento  ou  manejo,  não  

apresentou  lesões.  Entretanto,  no  tratamento  controle  (0,00  mg/L),  houve  lesões  nos  

estágios  I  e  II  com  médias  de  86,33  e  16,67%,  respectivamente  (Tabela  7).

´

´

e  o  espessamento  lamelar  apresentaram  as  maiores  médias,  38,08%  e  30,67%,  

respectivamente;  com  maior  dosagem  de  amônia,  as  alterações  histopatológicas  

foram  maiores.  Tratamentos  com  maiores  concentrações  de  amônia  foram  observados  

com  lesões  mais  graves  e  com  maior  frequência.

Os  valores  de  CL50  (NH3)  são  mostrados  na  Figura  1.  Concentrações  crescentes  

de  amônia  (mg/L  de  NH3)  foram  observadas  com  tempos  de  exposição  mais  curtos,  

resultando  em  mortalidade  de  50%  dos  peixes.  A  CL10  para  amônia  foi  de  0,93  e  0,24  

mg/L  para  12  e  24  h,  respectivamente.

4.1.  Teste  de  temperatura

3.1.  Teste  de  temperatura

3.  Resultados

1,14  ÿC  em  36  h,  e  o  maior  LT50  foi  de  39,7  ÿC  ±  1,59  ÿC  em  12  h.  As  variações  de  

temperatura  no  presente  estudo  são  superiores  às  encontradas  por  De  Oliveira  et  al.  

(2008),  que  avaliaram  baixas  e  altas  temperaturas  de  Tetra  Cardinal  (Paracheirodon  

axelrodi)  e  relataram  valores  de  19,6  ÿC  e  33,7  ÿC,  respectivamente,  em  96  h.

Os  parâmetros  de  qualidade  da  água  de  temperatura,  oxigênio  dissolvido,  pH  e  

amônia  (NH3)  durante  todo  o  período  experimental  são  mostrados  na  Tabela  4.  

Variações  de  temperatura,  oxigênio  dissolvido  e  pH  foram  observadas,  mas  as  

diferenças  não  foram  estatisticamente  significativas  (p  =  0,76,  p  =  0,91  e  p  =  0,27),  

respectivamente.
´

As  porcentagens  de  mortalidade  de  juvenis  de  Curimbatá  em  diferentes  

concentrações  de  amônia  (NH3)  e  em  relação  ao  tempo  de  exposição  são  apresentadas  

na  Tabela  5.  Os  tratamentos  2,21  e  1,82  mg/L  apresentaram  mortalidade  de  100%  em  

72  e  84  h,  respectivamente.  Os  tratamentos  1,47,  1,14,  0,75  e  0,00  mg/L  resultaram  

em  mortalidade  de  74,5%,  63,5%,  28,7%  e  12,4%,  respectivamente,  após  96  h  de  

exposição.

Essa  capacidade  de  adaptação  a  uma  ampla  faixa  de  temperaturas  pode  ser  

devida  aos  diferentes  locais  onde  a  espécie  é  encontrada  e  à  amplitude  térmica  a  que  

esses  animais  estão  expostos  na  natureza,  cujas

Os  resultados  para  LT10,  LT50,  LT90  e  LT99  são  mostrados  na  Tabela  3.  O  LT50  

inferior  foi  de  13,80  ±  1,14  ÿC  em  36  h  e  o  LT50  superior  foi  de  39,70  ±

As  brânquias  de  Curimbata  no  grupo  controle  inicial  (T0),  no  qual  os  animais  não  

foram  expostos  à  amônia,  apresentaram  distribuição  normal  dos  constituintes  celulares  

e  padrão  de  organização  das  lamelas  primárias  e  secundárias  (Fig.  2).  Nos  animais  

submetidos  a  diferentes  níveis  de  amônia  (0,00,  0,75,  1,14  e  1,47),  as  seguintes  

alterações  nas  brânquias  foram  observadas  em  graus  variados:  hiperplasia,  aumento  

e  redução  do  espaço  interlamelar  secundário,  deformação  da  lamela  primária,  

aneurisma,  fusão  lamelar,  dilatação  do  eixo  vascular,  redução  da  lamela  secundária,  

destruição  do  epitélio  lamelar,  deleção  do  epitélio  lamelar  primário  e  secundário,  

espessamento  lamelar,  descolamento  epitelial  e  união  dos  filamentos  (Fig.  2).

4.  Discussão

Os  parâmetros  de  oxigênio  dissolvido  (O2  mg/L),  pH  e  amônia  total  (NH3  +  NH4  

em  mg/L)  foram  observados  em  todos  os  tratamentos  dentro  da  faixa  considerada  

adequada  para  peixes  de  água  doce  (Arana,  2004).  Após  exposição  a  diferentes  

temperaturas,  observou-se  mortalidade  de  100%  dos  juvenis  de  Curimbata  nas  

temperaturas  de  10  ÿC  e  40  ÿC,  em  36  e  24  h  de  exposição,  respectivamente.  Assim,  

tais  temperaturas  foram  extremas  para  a  espécie  após  a  aclimatação  a  25  ÿC,  indicando  

que  os  peixes  não  foram  capazes  de  ajustar  seu  metabolismo  e  se  adaptar  a  essas  

temperaturas  para  manter  o  funcionamento  adequado  do  organismo  com  as  mudanças  

térmicas  na  água.  Ao  avaliar  a  mortalidade  de  Curimbata  expostos  à  temperatura  mais  

baixa  letal  (MLL)  e  à  temperatura  mais  alta  letal  (TML),  observou-se  que  os  peixes  

foram  tolerantes  a  uma  faixa  de  temperatura  de  15  ÿC  a  35  ÿC  e  que  a  menor  LT50  

foi  de  13,08  ÿC  ±

1,59  ÿC  em  12  h.

3.2.  Teste  de  amônia
O  tratamento  com  1,47  mg/L  apresentou  maior  quantidade  e  gravidade  de  lesões  quando  

comparado  aos  demais  tratamentos.  Não  foram  realizadas  análises  dos  peixes  dos  

tratamentos  1,82  e  2,21,  pois  todos  os  peixes  morreram  em  96  h.

As  análises  histopatológicas  de  cada  estágio  (I,  II  e  III)  estão  apresentadas  na  

Tabela  6.  No  estágio  I,  a  deformação  da  lamela  primária  apresentou  a  maior  ocorrência  

(62,42%).  Nos  estágios  II  e  III,  a  dilatação  do  eixo  vascular

´

Não  houve  diferenças  significativas  entre  os  tratamentos  no

qualidade  da  água  avaliada  durante  o  teste  de  temperatura  (Tabela  1).

0  0,0

0  0,0

0  0,0

Ei

176  e

Alterações  histopatológicas

17,3  37,7  56,3

Redução  da  lamela  secundária

0,0

0  0,0

0,0

0  12,0  25,0  45,3  68,3Hiperplasia

Espessamento  lamelar

T0  0,00  0,75  1,14  1,47

0,0

0,0

207  dias

Ruptura  celular

Produção  excessiva  de  muco

0,0

22,6  37,7  54,3

T0  –  Inicial  

0,00

286  e

0  31,6  49,3  61,7  78,0Aumento  do  espaço  intercalar  secundário

0,0

III

II

290  e

Dilatação  do  eixo  vascular

0,0

0,0

18,3  31,6

0  

a  87  b

*

31,3  55,6

Deleção  do  epitélio  lamelar  primário

28,3  47,6

0,0

19,3  32,6  15,0  

26,0

1.14

Redução  do  espaço  intercalar  secundário

0  0,0

0  42,6  53,6  68,3  85,0

0  16,6  31,6  44,7  59,3

0,0

0  0,0

TI  Zuffo  e  outros.

Deformação  da  lamela  primária

0  0,0  0  0,0

0,0

0  0,0

Descolamento  do  epitélio

0  0,0

59  c

Edema

Aneurisma

0  0,0

0  0,0

0  

a  18  b

77  c

Estágio

Destruição  do  epitélio  lamelar

II

0,0

1,47

Amônia  (mg/L)

115  dias

0,0

Tecido  muscular

7,3  

0,0

0,0

0,75

0  a  

0  b

Ei

19,6  38,7  53,6

União  dos  filamentos

27,6  43,0  61,6

146  c

0  0,0

Fusão  lamelar

0,0

29,0  42,3  51,3

0  0,0

III

Amônia  (mg/L)

Deleção  do  epitélio  lamelar  

secundário

202  dias

Letras  diferentes  na  mesma  coluna  representam  diferença  estatística  de  acordo  com  o  teste  de  

Kruskal-Wallis  (P  ÿ0,05).

Tabela  6  

Lesões  histopatológicas  nos  estádios  (I,  II  e  III)  e  média  geral  de  cada  tratamento  (%)  das  brânquias  

de  juvenis  de  Curimbat´  a  (Prochilodus  lineatus)  expostos  a  diferentes  concentrações  de  amônia  

(NH3),  n:  60  peixes.

´

Tabela  7  

Médias  das  lesões  histopatológicas  das  brânquias  (estágios  I,  II  e  III)  de  juvenis  de  Curimbata  
(Prochilodus  lineatus)  expostos  a  diferentes  concentrações  de  amônia  (NH3),  n:  60  peixes.

Estágio  I  -  Alterações  Leves,  Estágio  II  -  Alterações  Moderadas  e  Estágio  III  -
Alterações  Graves.  T0  –  Inicial.

*
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Fig.  2.  -  Fotomicrografias  da  organização  estrutural  dos  filamentos  branquiais  de  juvenis  de  Curimbata  (Prochilodus  lineatus)  dos  grupos  T0  (inicial),  0,00,  0,75,  1,14  e  1,47  
mg/L  de  diferentes  concentrações  de  amônia  (NH3)  e  96  h  de  exposição.  Colorações  H&E.  Ampliação  200×.
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´

As  concentrações  letais  de  amônia  (CL50)  em  96  h  foram  de  0,62  mg/L  e  a  CL10  

em  24  h  foi  de  0,93  mg/L.  A  análise  histopatológica  das  brânquias  demonstrou  ser  

uma  ferramenta  eficaz  para  avaliar  os  efeitos  de  concentrações  agudas  de  amônia,  

cujas  concentrações  acima  de  0,75  mg/L  causaram  alterações  irreversíveis  nas  

brânquias.  Portanto,  sugere-se  que  a  reprodução  de  Curimbatá  pode  ser  mantida  com  

concentrações  de  amônia  abaixo  de  0,75  mg/L.

A  maioria  das  espécies  tropicais  tem  sua  faixa  de  temperatura  ideal  para  conforto  

térmico  para  crescimento  e  reprodução  entre  25  ÿC  e  28  ÿC.  Temperaturas  abaixo  

de  20  ÿC  afetam  o  metabolismo  dos  peixes  tropicais,  e  temperaturas  acima  de  29  ÿC  

causam  aumento  significativo  na  mortalidade,  pela  diminuição  ou  suspensão  do  

alimento  consumido  (Baldisserotto  et  al.,  2014).

Declaração  resumida

Este  artigo  é  altamente  relevante,  pois  determina  a  temperatura  ideal

Os  animais  foram  analisados  após  o  período  de  aclimatação  e  sem  exposição  à  

amônia,  sendo  considerados  normais  e  sem  lesões.  No  tratamento  controle  final  (0,00  

mg/L  de  NH3),  ocorreram  lesões  leves  e  moderadas,  que  podem  estar  relacionadas  

ao  estresse  do  manejo  durante  o  experimento.

4.2.  Teste  de  amônia

´

´

A  concentração  de  amônia  (NH3)  que  causou  50%  de  mortalidade  (CL50 )  (96  h)  

em  juvenis  de  Curimbata  foi  de  0,62  mg/L.  Esta  espécie  demonstrou  ser  mais  sensível  

à  amônia  do  que  os  alevinos  de  Cichlasoma  facetum  (1,56  g),  que  apresentaram  

CL50  de  1,63  mg/L  (Piedras  et  al.,  2006).  Para  Oreo-chromis  aureus  (3,19  g),  a  CL50  

(24  h)  foi  de  2,83  mg/L  de  NH3  (Küçük,  2014).  Embora  o  Curimbat´  a  seja  mais  

sensível  aos  níveis  de  NH3  do  que  outras  espécies,  existem  algumas  espécies  de  

água  doce  que  são  menos  tolerantes  à  amônia  do  que  as  encontradas  neste  estudo,  

como  o  Pacu  (Piaractus  meso-potamicus)  com  CL50  (96  h)  de  0,014  mg/L  N-NH3  

(Barbieri  e  Bondioli,  2013).

Declaração  de  submissão

A  hiperplasia  é  classificada  como  uma  lesão  leve  a  moderada  nas  brânquias  e  

provavelmente  é  uma  alteração  adaptativa  do  epitélio  devido  à  exposição  a  agentes  

tóxicos.  A  excreção  de  agentes  tóxicos  aumenta  a  distância  da  difusão  água-sangue,  

o  que  pode  diminuir  a  absorção  do  contaminante,  embora  diminua  a  difusão  de  

oxigênio  (Benze  et  al.,  2014).  Além  da  hiperplasia,  Benze  et  al.  (2014)  relataram  

lesões  que  reduzem  a  área  de  superfície  das  brânquias  expostas  a  agentes  tóxicos.  

Assim,  o  aparecimento  de  alterações  e  lesões  nas  brânquias  pode  comprometer  o  

processo  de  excreção  de  compostos  nitrogenados  e  a  respiração  dos  peixes,  

causando,  assim,  um  aumento  na  toxicidade  de  amônia  (Kroupova  et  al.,  2005).

linear).

Resultados  semelhantes  aos  encontrados  no  presente  estudo  foram  relatados  

para  juvenis  de  Pelteobagrus  fulvidraco  (Zhang  et  al.,  2012)  e  Amphiprion  ocellaris  

(Medeiros  et  al.,  2016).  No  presente  estudo,  a  CL10  foi  de  0,93  mg/L  de  NH3  por  12  

h  e  0,24  mg/L  de  NH3  por  24  h.  Esses  valores  podem  servir  como  indicadores  de  

qualidade  inadequada  da  água  para  produtores  de  curimbatá.

O  conteúdo  do  manuscrito  não  foi  publicado  nem  submetido  para  publicação  em  outro  

lugar.

Essa  lesão  resulta  no  colapso  das  células  pilares,  o  que  compromete  o  fluxo  sanguíneo  

e  pode  causar  ruptura  de  aneurisma  e  hemorragia  (Silva  et  al.,  2018).  As  lesões  

consideradas  irreversíveis  foram  observadas  em  tratamentos  com  concentrações  de  

amônia  (NH3)  superiores  a  0,75  mg/L,  indicando  que  a  exposição  de  curimbatás  a  

esses  valores  deve  ser  evitada.

1,59  ÿC,  em  36  e  12  h,  respectivamente.  Os  resultados  do  presente  estudo  indicam  que  

a  faixa  de  temperatura  ideal  é  de  25  ÿC  a  30  ÿC,  uma  vez  que  essa  variação  não  
influenciou  a  sobrevivência  dos  peixes.

As  temperaturas  variam  de  acordo  com  a  sazonalidade  (Andrade  et  al.,  2018).  A  

resposta  imune  em  peixes  também  pode  ser  afetada  por  diversos  fatores,  incluindo  

densidade  de  estocagem,  pH,  salinidade,  temperatura  e  oxigênio  dissolvido  (Gallage  

et  al.,  2016).  No  entanto,  a  temperatura  é  considerada  o  fator  mais  importante,  pois  

está  diretamente  relacionada  à  ocorrência  de  surtos  de  doenças  (Soto  et  al.,  2014).  

Peixes  mantidos  em  altas  temperaturas  após  a  vacinação  podem  apresentar  resposta  

imune  suprimida,  o  que  pode  explicar  a  resistência  inadequada  dos  peixes  vacinados  

a  patógenos  (Wang  et  al.,  2018).

´

As  brânquias  desempenham  um  papel  importante  nas  trocas  gasosas  e  na  regulação  
osmótica,  atuando  como  uma  interface  entre  os  peixes  e  o  ambiente.  As  brânquias  são  

frequentemente  os  primeiros  órgãos  afetados  por  poluentes,  com  alterações  e  lesões  

que  afetam  a  respiração  e  a  osmorregulação  (Baldisserotto,  2013).  Os  resultados  do  

presente  estudo  para  o  tratamento  T0  (inicial),  no  qual  o

Portanto,  o  conhecimento  dos  limites  térmicos  críticos  é  importante  para  entender  

como  uma  espécie  responde  a  diferentes  regimes  térmicos  (Whitney  et  al.,  2016).

(Prochilodus

Para  esta  espécie,  ainda  é  necessário  um  conhecimento  muito  melhor,  e  muitos  

estudos  são  necessários  para  entender  tanto  os  parâmetros  da  água,  como  pH  e  

avaliação  dos  níveis  de  oxigênio,  mas  principalmente,  estudos  sobre  alimentação  de  

larvas  e  juvenis  são  necessários,  uma  vez  que  as  dietas  fornecidas  para  esta  espécie  

são  dietas  genéricas  (dietas  para  tilápia  principalmente),  o  que  pode  levar  a  um  

excesso  de  nutrientes  influenciando  no  crescimento  dos  peixes,  além  de  piorar  a  

qualidade  da  água  pela  excreção  de  amônia.

´

Alterações  branquiais  também  foram  relatadas  em  peixes-palhaço-marrons  

(Rodrigues  et  al.,  2014),  tilápias-do-nilo,  Oreochromis  niloticus  (Benli  e  Koksal,  2005)  

e  bagres-sul-americanos  (Rhamdia  quelen)  (Miron  et  al.,  2008).  No  presente  estudo,  

concentrações  crescentes  de  amônia  foram  observadas,  com  maior  incidência  e  

frequência  de  lesões,  semelhantes  aos  resultados  relatados  para  outras  espécies  de  

peixes  (Rodrigues  et  al.,  2014;  Wuertz  et  al.,  2013).

Os  valores  de  temperatura,  pH  e  oxigênio  no  presente  estudo  estavam  dentro  dos  

valores  recomendados  para  esta  espécie  (Arana,  2004).  O  equilíbrio  entre  amônia  não  

ionizada  (tóxica)  e  ionizada  depende  do  pH  e  da  temperatura  (Ip  e  Chew,  2010).  No  

entanto,  não  houve  diferença  no  pH  entre  os  tratamentos,  sugerindo  que  este  parâmetro  

não  influenciou  os  resultados.  Observou-se  que  o  tempo  para  mortalidade  de  50%  dos  
peixes  (CL50)  foi  menor  com  maiores  concentrações  de  amônia  não  ionizada  (NH3).  Este  

resultado  é  consistente  com  o  observado  por  outros  autores,  que  avaliaram  diferentes  

doses  de  amônia  para  diferentes  espécies  de  peixes  (Barbieri  et  al.,  2019;  Medeiros  et  

al.,  2016;  Piedras  et  al.,  2006).

´

e  o  nível  de  amônia  recomendado  para  Curimbata

Concluiu-se  que  as  temperaturas  de  10  ÿC  e  40  ÿC  foram  letais  após  36  e  24  h,  

respectivamente,  para  juvenis  de  Curimbata  (Prochilodus  linatus) .  Os  LT50  inferior  

e  superior  foram  de  13,80  ±  1,14  e  39,70  ±  1,14.

Alterações  histopatológicas  em  órgãos  e  tecidos  de  peixes  expostos  à  poluição  

ou  à  qualidade  inadequada  da  água  são  adequadas  para  análises  que  visam  

determinar  a  gravidade  da  exposição  (Arana,  2004;  Baldisserotto  et  al.,  2014).  A  

exposição  a  substâncias  tóxicas  pode  causar  alterações  estruturais  nas  brânquias  

dos  peixes,  sendo  as  lesões  mais  comuns  necrose,  hiperplasia,  hipertrofia  e  ruptura  

dos  tecidos  branquiais,  fusão  lamelar,  hipersecreção  e  proliferação  de  células  

mucosas,  alterações  nas  células  de  cloreto  e  alterações  na  vascularização  (Benli  e  

Koksal,  2005;  Miron  et  al.,  2008;  Rodrigues  et  al.,  2014).

Todos  os  autores  leram  e  aprovaram  o  manuscrito  final  para  submissão.

Foi  observada  dilatação  do  eixo  vascular  nos  tratamentos  com  concentrações  

mais  elevadas  de  amônia  (NH3).  Trata-se  de  uma  lesão  moderada  que,  segundo  

Thophon  et  al.  (2003),  causa  perda  da  capacidade  de  suporte  da  célula  e  leva  ao  

aparecimento  de  aneurismas  lamelares,  que  são  mais  graves  e  frequentemente  levam  

a  alterações  irreversíveis.  Outra  lesão  encontrada  nos  dois  níveis  mais  elevados  de  

amônia  testados  foi  o  aneurisma.

Essas  diferenças  nos  valores  de  CL50  entre  as  espécies  podem  estar  associadas  

à  capacidade  dos  peixes  de  se  adaptarem  a  mudanças  na  qualidade  da  água  

(Baldisserotto,  2013).  Além  disso,  o  tamanho  dos  indivíduos  pode  influenciar  sua  

tolerância  à  amônia.  Peixes  mais  jovens  são  considerados  menos  resistentes  a  

mudanças  na  concentração  de  amônia  por  apresentarem  maior  área  de  superfície  

corporal  para  absorção  em  relação  à  massa  corporal  e  apresentarem  taxas  

respiratórias  mais  elevadas  (Benli  e  Koksal,  2005).
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A B S T R A C T

This study determined the influence of red propolis ethanolic extract in lambs’ diets on the ruminal environment, 
animal health, and growth. Two experiments were carried out to achieve these objectives. Pilot study: Twenty- 
four female Lacaune lambs were divided into four groups, with three replicates and two animals per replicate 
(pen): T0 (Control), TP1.3, TP2.7, and TP5.3, representing 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis extract per animal/ 
day, respectively. The highest daily weight gain was observed in lambs that consumed 2.7 mL of propolis extract 
per day, and they also had the lowest feed conversion rate compared to the control. Lower total leukocyte counts 
were observed in lambs that consumed propolis extract compared to control due to lower granulocyte and 
lymphocyte counts. Ceruloplasmin and C-reactive protein levels were lower in the serum of lambs that consumed 
propolis compared to the control. Lambs that consumed 1.3 and 2.7 mL of propolis extract had lower TBARS 
levels than the control. The effect of treatment was observed for ruminal pH, which was higher in lambs that 
consumed propolis extract than in control. A lower concentration of short-chain fatty acids was observed in 
lambs that consumed propolis than the control due to lower concentrations of acetic and butyric acid. In 
experiment II, 36 male Lacaune lambs were selected and divided into two groups: MONENSIN (23.45 ppm of 
monensin per kg/dry matter (DM)) and PROPOLIS (3.8 mL of propolis per animal/day). The animals that 
consumed propolis extract had greater body weight, weight gain, and average daily gain. These also had a shorter 
time to reduce methylene blue, thus demonstrating more significant bacterial activity in the rumen. Furthermore, 
they had lower counts of Escherichia coli, total coliforms, and Enterobacteria. The meat’s fatty acid profile in 
animals fed the red propolis extract showed higher concentrations of monounsaturated fatty acids. In conclusion, 
adding red propolis extract to the concentrate increased weight gain, average daily gain, and oxidative balance 
with an antimicrobial and anti-inflammatory effect.

1. Introduction

Ionophores are growth promoters in ruminant breeding that improve 
energy and protein utilization and decrease methane emissions from 
ruminants (Russell and Strobel, 1988; Wischer et al., 2013), but are 

banned in many parts of the world due to food safety concerns and the 
potential development of antimicrobial resistance. Not all ionophores 
are antibiotics, there are ionophores that are mainly used as research 
tools to study mechanisms of ion transport across cell membranes 
(Callaway et al., 2003). However, there is controversy over the use of 
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antibiotics in animal diets due to the risk of transferring residues to meat 
and milk and promoting the development of resistant bacterial strains 
(Mathew et al., 2001). These concerns have promoted the search for 
alternative natural feed additives, such as propolis (Oeztuerk and Sag
manligil, 2009; Morsy et al., 2013). Propolis includes resinous, gummy, 
and balsamic substances collected by bees from buds, flowers, and plant 
exudates and mixed with their salivary secretions, wax, and pollen 
(Berretta et al., 2017). Its chemical composition differs considerably 
according to the geographic region where the resins were collected due 
to regional differences in flora, and different plants are resin sources 
(Sforcin and Bankova, 2011). Propolis is active against gram-negative 
and gram-positive bacteria, viruses, fungi, oxidants, inflammation, tu
mors, and parasites and may act as an immunomodulator (Alencar et al., 
2007; Morsy et al., 2013).

According to Mirzoeva and Calder (1996), the mechanism of action 
of propolis on gram-positive bacteria is probably related to changes in 
the bioenergetic state of the bacterial membrane, which inhibits its 
motility; this action is similar to that of ionophores. Furthermore, 
propolis affects fermentation and methanogenesis in continuous mi
crobial cultures in ruminants; it decreases the protozoa population and 
increases propionate levels by 10.3 % (Brodiscou et al., 2000). Recent 
studies have mentioned a general improvement in the health and im
munity of animals fed with propolis. Oral administration of ethanolic 
extract of Brazilian red propolis to Santa Inês sheep (3 g/sheep/day) 
during the flushing period increased the concentrations of total leuko
cytes, total proteins, and globulins while decreasing triglycerides, 
glutamate oxaloacetate transaminase, and glutamate pyruvate trans
aminase (Morsy et al., 2013).

Regardless of the type or place of collection, Brazilian red propolis 
and Egyptian brown propolis were incubated in vitro at different con
centrations (125, 250, and 500 g per 500 mg of DM in the diet) (Morsy 
et al., 2015). The authors attributed an increase in total short-chain fatty 
acids ([SCFAs] mainly to a massive increase in acetate production (the 
main contributor to SCFAs) by 45 % compared to monensin (Morsy 
et al., 2015). Brazilian red and Egyptian brown propolis extracts seemed 
to combat ruminal methanogenesis, and the authors attributed this ef
fect to their antiprotozoal properties since protozoa are known to pro
vide hydrogen as a substrate for methanogens (Morsy et al., 2015). The 
color of propolis depends on the vegetation available near the hive (Koru 
et al., 2007). This variation directly affects its pharmacological prop
erties (Afrouzan et al., 2018). Therefore, the influence of propolis ex
tracts on ruminal fermentation may differ according to their origin and 
the extraction method (Morsy et al., 2015).

Recently, Paixão et al. (2022) conducted a study with Santa Inês 
lambs fed with red propolis extract (300 g/L), where they used doses of 
0, 7, 14, 21, and 28 mL of propolis per animal/day. These doses can be 
considered high and economically unfeasible due to the high cost of red 
propolis in Brazil (ca. 400 dollars per kg), considering that Cécere et al. 
(2021) obtained positive results by feeding Lacaune lambs with 1.8 mL 
of green propolis per animal/day (150 µL of propolis/kg body 
weight/day). Therefore, a pilot study was carried out with doses similar 
to Cécere et al. (2021) to direct the research; then, an experiment was 
conducted to evaluate the efficacy of propolis extract as a potential 
substitute for monensin as a growth promoter. Economically, it is 
challenging to compete with this ionophore due to its low cost, but the 
prohibition it in food in several countries has opened up the market for 
substitutes. Therefore, the general objective of this work was to evaluate 
whether a low dose of ethanolic extract of red propolis in diets for 
confined lambs has positive effects on the rumen environment, health, 
animal performance, and meat quality.

2. Materials and methods

Two experiments were conducted to answer the objectives. The first 
was identified as a pilot study, essential to defining the dose of the 
second experiment.

The experiment was carried out in the sheep sector of the Experi
mental Farm of the Centro de Educação Superior do Oeste of the Uni
versidade do Estado de Santa Catarina in Guatambu, SC, Brazil (27◦ 09’ 
09.2" S 52◦ 47’ 18.8 "W). The UDESC animal use research committee 
approved the study, protocol number 2517210622.

2.1. Propolis

The ethanolic extract of red propolis was prepared according to 
Wang et al. (2013). Propolis produced by Apis mellifera (the honey bee) 
was purchased from the Bee Propolis (Minas Gerais). Raw propolis was 
ground in a porcelain mortar under liquid nitrogen to obtain small 
fragments and then ground in a hammer. A propolis solution of 
100 g L− 1 70 % ethanol was prepared. The samples were placed in a 
water bath at 40 ◦C for 1 h, and the supernatants were collected and 
filtered through Whatman No. 4 paper. The residue was subjected to 
three such extractions. The supernatants were placed in a rotary evap
orator under reduced pressure at 50 ◦C to eliminate ethanol.

2.2. Determination of the chemical profile of propolis via GC-MS

To determine the general chemical profile of the propolis extract, the 
method described by Bayram et al. (2020) was used with some modifi
cations. 5 mg of lyophilized propolis with 75 µL of dry pyridine and 
50 µL of derivatizing N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide was 
homogenized, and kept at 80 ◦C for 20 min. The supernatant was 
analyzed using GC-MS (Shimadzu, GC-MS-QP2010 Ultra) in triplicate 
using pyridine and the derivatizer as the blank sample. The column oven 
temperature was initially held at 50 ◦C for one minute, then pro
grammed to increase to 280 ◦C at 10 ◦C/min, and held for 2 min with a 
split ratio of 100.

2.3. Total phenolic compounds and antioxidant activity of propolis 
extract

Determining total phenolic compounds (TPC) and antioxidant ac
tivity by scavenging radicals by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylhydrate 
(DPPH) was performed. 0.5 g of each sample was dissolved in 50 mL 
of distilled water for extraction. The mixture was placed in an ultrasonic 
bath (70 W) for 3 h and remained in the dark for another 3 h. The su
pernatants were filtered with quantitative filter paper (Whatman #40) 
and stored in 100-mL volumetric flasks wrapped in aluminum foil. The 
extracts were then stored in microtubes and maintained at -80 ◦C until 
analysis (Larrauri et al., 1997; Bertoletti et al., 2018). TPC quantification 
was performed using the Folin-Ciocalteu colorimetric method, modified 
by Bonoli et al. (2004). An aliquot of each diluted sample was mixed 
with 0.5 mL of the Folin-Ciocalteu reagent and stirred for one min. Then, 
2 mL of sodium carbonate (20 %) was added to the mixture and stirred 
for 30 s. After 2 h of incubation, absorbance was read at 750 nm in a 
digital spectrophotometer Kasuaki IL-593-S. The standard curve was 
prepared using various concentrations of gallic acid in methanol. The 
TPC concentration was calculated using an equation derived from the 
standard curve of gallic acid (expressed in mg of gallic acid equivalent 
per g of dry sample; mg GAE/g). Data were expressed as mean ± stan
dard deviation of triplicate experiments (Supplementary material 1).

The evaluation of the free radical scavenging activity in the extracts 
was determined to be the antioxidant capacity of reducing the DPPH 
radical, according to Brand-Williams et al. (1995). Five dilutions of each 
extract were prepared in test tubes, and 0.3 mL of each diluted extract 
was added to 2.7 mL of DPPH radical (40 μg/mL). After incubation for 
1 h in the dark, absorbance was read at 515 nm. Free radical scavenging 
activity was reported as IC50 (μg/mL), the antioxidant concentration 
required to scavenge 50 % of the DPPH in the test solution. All tests were 
performed in triplicate, and IC50 values were expressed as mean ±
standard deviation of triplicate experiments.
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2.4. Experiment 1: pilot study

Twenty-four Lacaune lambs (90 days old; 20.1 ± 3.85 kg) were ac
quired from Cabanha 3-Leites – Lageado Grande, SC, Brazil. The 
experiment lasted 75 days, 15 of which corresponded to the adaptation 
phase to the diet and installation. The animals were accommodated in 
1.2 m x 2.5 m pens with wooden slats and equipped with feeders and 
drinkers. The animals were separated into pens according to body 
weight. The distribution of the pens in the respective treatments in the 
installation was sequential to avoid environmental interference.

The basal diet was a total ration formulated to meet the requirements 
of the animals, according to the National Research Council (2007). The 
animals received corn silage, hay, and concentrate (2 % of body weight; 
Table 1). The animals assigned to each treatment were given doses of 
2.2, 4.4, and 8.8 mL of propolis extract (10 % concentration solution) 
per kg concentrate, mixed during production. These doses allowed the 
lambs to be given four doses of propolis/animal/day, as detailed below. 
The animals were divided into four groups, with three repetitions and 
two animals per repetition (pen): T0 (Control), TP1.3, TP2.7, and TP5.3 
representing 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis per animal/day, 
respectively. These doses in the pilot study were defined based on the 
experiment carried out by Cécere et al. (2021) using green propolis. To 
guarantee the total consumption of propolis, the concentrate was first 
supplied to the lambs; after 100 % of its consumption, the roughage (hay 
and silage) was supplied. Corn silage, hay, and concentrate samples 
were collected to determine chemical composition.

The animals were weighed individually at the beginning of the 
experiment and then every 7 days. The average daily gain (ADG) was 
calculated as the regression coefficient of individual live weight on time 
(Yuste et al., 2020). All weighings were performed in the morning, with 
the animals fasting, using a digital electronic scale. Leftover feed was 
collected throughout the experiment to determine the dry matter intake 
(DMI) per pen. Based on this information, feed conversion (DMI/weight 
gain - kg/kg) was calculated. It is essential to clarify that the pen was 
used as an experimental unit for these zootechnical variables.

The animals were restrained manually for blood sample collection on 
the first, fifteenth, forty-fifth, and seventy-fifth day through jugular vein 
puncture using vacuum tubes containing ethylenediaminetetraacetic 
acid to perform the erythrograms and leukograms. Tubes without anti
coagulants were used to obtain serum for biochemical analysis. Fecal 
samples were collected on days 15, 45, and 75 directly from the rectal 
ampulla into sterile bags, stored in a refrigerated thermal box for 

transport, and analyzed within 2 h to determine total counts of co
liforms, Escherichia coli, and Enterobacteria. Ruminal fluid (100 mL per 
animal) was collected 3 h after the morning feeding on days 15, 45, and 
75 using an oro-ruminal silicone probe connected to a vacuum pump. 
The pH was measured using a portable digital pH meter (TESTO 205®). 
Immediately after measuring pH, the functional activity of the ruminal 
microbiota was measured using the methylene blue reduction test 
(MBRT) described by Dirksen (1993). A subsample of ruminal fluid was 
reserved for determination of SCFAs. The animal was the experimental 
unit for blood, ruminal fluid, and feces variables.

2.5. Experiment 2

Thirty-six male Lacaune lambs (30 days old; 18.4 ± 3.80 kg body 
weight) were used from a commercial farm in southern Brazil. The 
experiment lasted 75 days, with 15 days of adaptation to the diet and 
installation. The animals were housed in 1.2 m x 2.5 m pens with 
wooden slatted floors and equipped with feeders and drinkers. The an
imals were divided into two groups, with six repetitions and three per 
repetition (pen), totaling 18 animals for each treatment. The groups 
were MONENSIN and PROPOLIS, representing the dose of 23.45 ppm of 
monensin per kg/DM of the diet and the dose of 5 mL of red propolis 
extract/kg of concentrate, respectively. The groups received their 
treatments monensin and propolis in the concentrate, mixed during its 
production.

The animals received corn silage and concentrate (2.5 % of body 
weight; Table 2). The basal diet was a total ration formulated to meet the 
animals’ requirements, according to National Research Council (2007)
for an estimated gain of 300 g/day. Food leftovers were collected 
throughout the experiment to determine DMI. Corn silage and concen
trate samples were collected to determine chemical composition.

The animals were weighed individually at the beginning of the 
experiment and every 15 days after that. The average daily gain (ADG) 
was calculated as the regression coefficient of individual live weight on 
time (Yuste et al., 2020). All weighings were carried out in the morning, 
with the animals fasting, using a digital electronic scale.

They were also manually restrained to collect blood samples on days 
0, 15, 45, and 75 through jugular vein pulsing using vacuum tubes 
containing ethylenediaminetetraacetic acid to perform erythrogram and 
leukogram, and in tubes without anticoagulant to obtain serum for 
biochemical analysis. Fecal samples were collected on days 15, 45, and 
75 directly from the rectal ampoule in sterile bags, stored in a 

Table 1 
Experiment 1: Pilot study - Ingredients (g/kg) and chemical composition of ingredients and experimental feeds (g/kg DM).

Ingredients Composition
Corn silage 418.2 ​ ​ ​ ​
Hay: Tifton 85 63.6 ​ ​ ​ ​
Concentratea 518.2

​ Concentrate
Chemical compositionb Corn silage Hay Controlc TP1.3 TP2.7 TP5.3
DM 308.4 803.3 868.4 868.4 868.4 868.4
MM 40.0 60.9 81.6 81.6 81.6 81.6
CP 89.9 83.0 205.3 205.3 205.3 205.3
NDF 334.1 694.6 170.2 170.2 170.2 170.2
ADF 180.3 328.6 49.1 49.1 49.1 49.1
EE 33.8 14.0 31.0 31.0 31.0 31.0

Note: Total phenolic compounds (mg/kg) of concentrates. Control: 253.9; TP1.3: 266.8; TP2.7: 276.6; TP5.3: 285.0. IC50 (mg/mL - the concentration responsible for 
reducing cellular viability by half) of concentrates. Control: 0.033; TP1.3: 0.152; TP2.7: 0.196; TP5.3: 0.255.
Control treatment and treatments TP1.3, TP2.7, and TP5.3 represent 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis per animal/day, respectively.

a Composition of the concentrate, production of 1000 kg: corn meal (540 g/kg), soybean meal (200 g/kg), wheat bran (200 g/kg), calcitic limestone (10 g/kg), 
sodium bicarbonate (4 g/kg) and 50 g/kg of premix (Calcium (min./max.) 175/245 g; Phosphorus (min.) 40 g; Sulfur (min.) 25 g; Magnesium (min.) 12 g; Sodium 
(max.) 100 g; Mineral Matter (max.) 980 g; Cobalt (min.) 40 mg; Iron (min.) 1800 mg; Iodine (min.) 80 mg; Manganese (min.) 1400 mg; Selenium (min.) 12 mg; Zinc 
(min.) 4000 mg; Vit. A (min.) 300,000 IU; Vit. D3 (min.) 60,000 IU; Vit. E (min.) 600 IU; Fluoride (max.) 600 mg; Monensin Sodium 600 mg).

b DM (dry matter), MM (mineral matter), CP (crude protein), NDF (neutral detergent fiber), ADF (acid detergent fiber), and EE (ether extract).
c Basal concentrate - used in all groups. The chemical composition of the concentrate of the four groups was identical; that is, the phytogenic curvature did not alter 

the chemical composition of the concentrate ingested by the lambs.
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refrigerated thermal box for transport, and analyzed within 2 h to 
determine total coliforms/Escherichia coli and Enterobacteria count. 
Furthermore, 100 mL of rumen fluid per animal was collected after 3 h 
of morning feeding on days 15, 45, and 75, using an oro-ruminal probe 
connected to a vacuum pump. The pH was measured using a portable 
digital pH meter (TESTO 205®), then the functional activity of the 
rumen microbiota was measured using the MBRT, described by Dirksen 
(1993). A subsample of ruminal fluid was reserved for determination of 
SCFAs. These samples after collected were immediately submitted to 
freezing to avoid SCFAs degradation but adding an acid to allow sample 
deproteinizing wasn’t used at this moment.

Slaughter was carried out following the end of the experiment (day 
76) in a specific slaughterhouse for sheep, following current regulations 
and accompanied by a veterinarian from the municipal inspection. After 
the stunning, bleeding, skin removal, and evisceration procedures, 
muscle pH was measured in the longissimus dorsus muscle. Next, a 
gluteus medius muscle sample was taken to analyze the chemical 
composition and fatty acid profile. A piece of liver was also collected for 
antioxidant analysis.

2.6. Hematology, serum biochemistry, and proteinogram

Hemoglobin, erythrocyte, and total leukocyte counts, hematocrit, 
and leukocyte differentials were performed immediately upon sample 
arrival at the laboratory using an automatic hematologic analyzer (three 
parts EQUIP VET 3000®). The tubes without anticoagulant were 
centrifuged (7000 rpm for ten minutes) to separate the serum. The su
pernatants were transferred to 1.5-mL microtubes, identified, and stored 
at -20 ◦C. Total protein, albumin, triglycerides, cholesterol, glucose, 
aspartate aminotransferase (AST), and gamma-glutamyltranspeptidase 
(GGT) concentrations were evaluated in a semiautomatic analyzer 
(Bio-2000 BioPlus®) and commercial kits (Analisa®, Belo Horizonte, 
Brazil). Globin levels were calculated using the formula total protein – 
albumin.

For the proteinogram, electrophoresis in polyacrylamide gels 

containing sodium dodecyl sulfate was performed according to Fagliari 
et al. (1998) using mini-gels (10 ×10 cm). Gels were stained with 
Coomassie blue and photographed to identify and quantify protein 
fractions using Labimage 1D software (Loccus Biotechnology). A stan
dard containing fractions with molecular weight between 10 and 250 kD 
(Kaleidoscope – Bio-Rad) was used as the reference. The total protein 
content using the biuret technique was used as a reference for quanti
fication (Layne, 1957).

2.7. Oxidant status

To determine oxidant status, serum glutathione S-transferase (GST) 
activity was measured based on Habig et al. (1974) and expressed as 
µmol 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)/min/mg serum protein. Ac
cording to Ellman (1959), protein thiols were measured, and the results 
were expressed as nmol thiols/mg of protein.

Serum lipid peroxidation was measured as the amount of TBARS, 
according to Jentzsch et al. (1996). The reaction was read in a spec
trophotometer Kasuaki IL-593-S at 535 nm. The results were expressed 
as nmol of malondialdehyde (MDA)/mL of serum.

2.8. E. coli, total coliforms, and Enterobacteriaceae counts in stool

Counting was performed with 1 g of each stool sample, diluted in 
9 mL of buffered peptone water in sterile test tubes, and homogenized in 
a vortex mixer, resulting in a dilution of 10− 1, until reaching a final 
dilution of 10− 4. Then, 1 mL of the final dilution was inoculated into 
3 M™  Petrifilm™  EC 6414 Plates for counting E. coli and total co
liforms. For counting Enterobacteria, 1 mL of each sample was inocu
lated into 3 M™  Petrifilm™  EB 6420 Plates. Subsequently, the plates 
were incubated in a bacteriological oven at 37 ± 1 ◦C for 24 h. Then, the 
colony count was performed according to the corresponding 3 M™ 
Petrifilm™  interpretation guide for each plate type. The results were 
expressed as colony-forming units per gram of feces (CFU/g).

2.9. Analysis of the chemical composition of silage and concentrate

Feed samples were previously pre-dried in a forced ventilation oven 
at 55 ºC for 72 h. Then, the samples were weighed to determine the DM 
content of the original sample, followed by grinding in a Wiley-type mill 
(Marconi, model: MA340) using a 1-mm mesh sieve. The pre-dried and 
ground samples were heated at 105 ◦C for 24 h to obtain the DM, and the 
ashes in a muffle at 600 ◦C (Silva and Queiroz, 2002).

Diets were analyzed according to Association of Official Analytical 
Chemists (2000): DM, method 930.15; crude protein (CP), method 
976.05; ether extract, method 920.39 and ash, method 942.05. The 
method described by Van Soest et al. (1991) without adding sodium 
sulfite and alpha-amylase was chosen for neutral and acid detergent 
fiber analysis.

To determine TPC, 0.5 g of each concentrate (control, TP1.3, TP2.7, 
and TP5.3) was weighed in a Falcon tube, and 5 mL of ethanol solvent 
(60 %) was added. The mixture was stirred and kept for 20 min in a 
heated bath (96 ◦C). Then, they remained for 15 min in an ultrasound 
bath (180 W) and centrifuged for 15 min (4000 x g). The supernatants 
were filtered, and the extracts were analyzed.

2.10. Determination of short-chain fatty acids

Ruminal fluid samples were thawed at 5 ◦C and manually shaken for 
homogenization. Aliquots of 1 mL of the supernatant of ruminal fluid 
samples were collected in polypropylene microtubes (2 mL) and 
centrifuged for five minutes (12,300 × g). Then, 250 μL of the super
natants were removed and transferred to a new microtube containing 
250 μL of formic acid. The mixture was shaken manually and centrifuged 
again for three min. Then, 250 μL of the supernatant was collected in an 
injection vial, and 500 μL of 3-octanol solution (665 μg mL− 1 in 

Table 2 
Experiment 2 - Ingredients (g/kg) and chemical composition of ingredients and 
experimental feeds (g/kg DM).

Ingredients Composition, kg ​ ​
Corn silage 315,4 ​ ​
Concentratea 684,6 ​ ​

Concentrate ​ ​
Chemical compositionb Corn silage Controlc Propolis
DM 308.4 873.0 873.0
MM 40.0 82.8 82.8
CP 89.9 228.5 228.5
NDF 334.1 147.8 147.8
ADF 180.3 46.7 46.7
EE 33.8 31.1 31.1

Note: Total phenolic compounds (mg/kg) of concentrates. Control: 243.07; 
TP138: 269.51. IC50 (mg/mL - the concentration responsible for reducing 
cellular viability by half) of concentrates. Control: 0.206; TP138: 0.253.
The control and propolis treatments represent animals that received 23.45 ppm/ 
kg/DM of monensin and 3.8 mL of animal propolis/day, respectively.

a Composition of the concentrate, production of 1000 kg: corn meal (525 g/ 
kg), soybean meal (300 g/kg), wheat bran (117 g/kg) calcitic limestone (10 g/ 
kg) and 50 g/kg of premix (Calcium (min./max.) 190/260 g; Phosphorus (min.) 
20 g; Sulfur (min.) 40 g; Magnesium (min.) 20 g; Sodium (min.) 62 g; Mineral 
Matter (max.) 980 g; Cobalt (min.) 8 mg; Iron (min.) 1200 mg; Iodine (min.) 
32 mg; Manganese (min.) 800 mg; Selenium (min.) 6 mg; Zinc (min.) 1.200 mg; 
Vit. A (min.) 200,000 IU; Vit. D3 (min.) 40,000 IU; Vit. E (min.) 400 IU.

b DM (dry matter), MM (mineral matter), CP (crude protein), NDF (neutral 
detergent fiber), ADF (acid detergent fiber), and EE (ether extract).

c Basal concentrate - used in all groups. The chemical composition of the 
concentrate of the four groups was identical; that is, the phytogenic curvature 
did not alter the chemical composition of the concentrate ingested by the lambs.
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methanol) was added, used as an internal standard (Zahedi et al., 2023) 
and homogenized. The samples were analyzed in a gas chromatograph 
equipped with a flame ionization detector (GC-FID; Varian Star 3600, 
Palo Alto, USA) and an automatic sampler (Varian 8200CX, Palo Alto, 
USA). One microliter of the extract was injected in split mode at 1:10 at 
250 ◦C. The carrier gas used was hydrogen at a constant pressure of 
20 psi. The analytes (acetic, propionic, butyric, valeric, and isovaleric 
acids) were separated by a CP-WAX 52CB capillary column (60 m x 
0.25 mm; 0.25 μm stationary phase thickness) (Supplementary material 
2). The initial column temperature was set at 80 ◦C for one min and 
increased to 120 ◦C at a rate of 8 ◦C min–1, then to 230 ◦C for 
15 ◦C min–1, where it remained for one min. The flame ionization de
tector temperature was set at 250 ◦C. The results were expressed in 
mmol L− 1 of each short-chain fatty acids (SCFAs) in the ruminal fluid.

2.11. Fatty acid profile and chemical composition of meat

Extraction was carried out using the method of Bligh and Dyer 
(1959) with some modifications. Fractions of 1.5 g of samples, 0.8 mL of 
water, 5 mL of methanol, and 2.5 mL of chloroform were added to a 
15 mL polypropylene tube, and mechanical stirring was carried out for 
30 min. Next, 2.5 mL of chloroform and 1.5 % Na2SO4 solution were 
added to promote a two-phase system. This mixture was stirred for 
2 min and then centrifuged for 15 min at 2000 rpm. The lipids obtained 
from the chloroform phase were subjected to fatty acid analysis.

Fatty acid (FA) profile methylation was performed using a trans
esterification method proposed by Hartman and Lago (1973). 1 mL of 
0.4 M KOH methanolic solution was added to the extracted lipids in a 
test tube and vortexed for one min. The samples were kept in a water 
bath for ten minutes at boiling temperature. Subsequently, they were 
cooled to room temperature, and 3 mL of 1 M methanolic H2SO4 solution 
were added, vortexed, and kept in a water bath for ten min. After 
cooling, 2 mL of hexane was added and centrifuged at 2000 rpm for ten 
min. Finally, hexane with fatty acid methyl esters (FAME) was subjected 
to chromatographic analysis. A gas chromatograph model TRACE 1310 
with a flame ionization detector (Thermo Scientific) was used to 
determine FAME. One microliter of samples was injected into a 
split/splitless injector, operated in split mode with a 1:20 ratio at 250 ◦C. 
Hydrogen was used as the carrier gas at a constant flow rate of 
1.5 mL/min. Separation of FAMEs was performed using an RT 2560 
chromatography column (100 m × 0.25 mm × 0.20 μm film thickness, 
Restek, USA). The initial oven temperature was programmed at 100 ◦C 
for five min and increased to 180 ◦C at an 8 ◦C/min rate. Then, it in
creases to 210 ◦C at a rate of 4 ◦C/min, and finally up to 250 ◦C, in
creases to 20 ◦C/min, and maintains it for 7 min in isothermal. The 
detector temperature was kept constant at 250 ◦C. FAME compounds 
were identified by comparing the experimental retention time with 
those of the authentic standard (FAME Mix-37, Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO). The results were presented as a percentage of each FA identified in 
the lipid fraction, considering the factor equivalent to the size of the 
FAME chain for FID and the ester conversion factor for the respective 
acid, according to Visentainer and e Franco (2006). For the chemical 
composition of the meat (DM, ether extract, CP and organic matter), the 
values were obtained using a near-infrared reflection spectrometer, 
model Spectra Star 2600 XT series of near-infrared analyzers (Unity 
Scientific®).

2.12. Statistical analysis

Data were tested for normality and homogeneity of variance using 
Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. Blood counts, stool bacte
rial counts, and GST activity results required transformation to achieve 
normality and homogeneity and then were retransformed to the original 
units for description.

All data were analyzed using the SAS ’MIXED procedure’ (SAS Inst. 
Inc., Cary, NC, USA; version 9.4), with the Satterthwaite approximation 

to determine the denominator degrees of freedom for the fixed effects 
tested. In both experiments (pilot and experiment 1), in the experi
mental model we used treatment, sampling day, and the interaction 
between treatment and sampling day as fixed effects. The random effect 
was the "pen" per treatment (for data without repeated measurements 
over time, e.g.: growth performance data and postmortem meat data; 
exception for body weight), and the "animal" per treatment (for all 
repeated measurements over time, example: hematology, biochemistry, 
fatty acids and immunity).

In experiment 1, the means were compared using orthogonal con
trasts at 5 % of significance. The first contrast (C1) represented the effect 
of propolis addition [control versus treatments (TP1.3 + TP2.7 +
TP5.3)]; second contrast (C2): [Control versus TP1.3]; third contrast 
(C3): [(Control versus TP2.7), and four contrast (C4): [control versus 
TP5.3]. Regression analysis considering daily weight gain was per
formed to determine the ideal dose of propolis (mL/animal/day). In 
experiment 1 and 2, all data obtained on day 1 for each variable were 
included as covariates in each analysis, and the initial weight was 
included as a variable in the model. The first-order autoregressive 
covariance structure was selected according to the lowest Akaike in
formation criterion. Means were separated using the PDIFF method, the 
t-test was selected, and all results were reported as means with standard 
errors. Significance was defined when P ≤ 0.05.

3. Results

3.1. Chemical composition of red propolis extract

In red propolis extract used in the pilot study, the total phenolic 
compound content of the extract was 93.07 ± 0.780 mg gallic acid 
equivalent/g, and the antioxidant activity (IC50) was 0.735 ± 0.170 mg/ 
mL. The chemical profiles of the extract compounds using GC/MS are 
displayed in Supplementary material 1.

In red propolis used in experiment 2, the content of TPC in the 
propolis extract was 90.50 ± 3.8 mg gallic acid equivalent/g, and the 
antioxidant activity (IC50) was 0.735 mg/mL.

3.2. Experiment 1: pilot study

Results of the growth performance of the lambs were presented in 
Table 3. No effect of propolis treatment on body weight and feed con
sumption was observed. Greater daily weight gain was observed in 
lambs that consumed 2.7 mL of propolis extract per day compared to the 
control; as well as the animals in this group had the lowest feed con
version compared to the control. Regression analysis considered the 
ADG showed a trend (p = 0.07) toward an ideal dose of 3.81 mL/ani
mal/day (y = − 0.001x2+ 0.276x +183.3; R2 = 0.562).

Results of the blood count of the lambs were presented in Table 4. 
There was no effect of treatment with propolis extract on red blood cells 
(erythrocytes, hematocrit and hemoglobin). However, lower total 
leukocyte counts were observed in lambs that consumed propolis extract 
compared to controls, due to lower granulocyte and lymphocyte counts. 
There was no difference between groups for monocyte count. No effect 
of day and interaction between treatment x day (P ≥ 0.05) for the var
iable’s erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, leukocyte, monocytes and 
granulocyte. However, the lymphocyte count variable showed a signif
icant day effect for all groups (P = 0.05) and treatment x day interaction 
(P = 0.01); the animals in the control treatment had higher counts on 
days 45 and 75 than the animals in the TP2.7 and TP5.3 groups 
(Supplementary material 3).

Serum biochemistry results are shown in Table 4. Lower triglyceride 
concentrations were observed in the serum of lambs in the TP5.3 group 
compared to control. Higher concentration of total cholesterol was 
found in the serum of TP2.7 and TP5.3 animals when compared to the 
control. There was no effect of treatment with propolis extract for the 
variables of AST, GGT, total protein, albumin, globulin and glucose. 
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Table 3 
Experiment 1: Pilot study - Zootechnical performance of lambs fed red propolis extract mixed with the concentrate.

Items Treatmentsa SEM P-valueb

CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 C1 C2 C3 C4

Average daily gain (ADG), kg/day 0.178 0.182 0.194 0.184 0.01 0.18 0.80 0.03 0.36
Dry matter intake (DMI), kg/day 0.95 0.91 0.96 0.92 0.08 0.86 0.92 0.94 0.89
Feed conversion (DMI/ADG), kg/kg 5.33 5.00 4.94 5.00 0.05 0.05 0.21 0.03 0.18

a Control treatment and treatments TP1.3, TP2.7, and TP5.3 represent 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis per animal/day, respectively.
b Probabilities for contrast effect: C1 = [CONT vs (TP1.3+TP2.7+TP5.3)]; C2 = CONT vs TP1.3; C3 = CONT vs TP2.7; C4 = CONT vs TP5.3.

Table 4 
Experiment 1: Pilot study – Hemogram, seric biochemistry, proteinogram and oxidative status of lambs fed red propolis extract mixed with the concentrate.

Variables Treatments1 SEM P-value2

CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 C1 C2 C3 C4

Hematology ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
Erythrocytes (x106 µL) 

Hematocrit (%)
9.65 9.52 9.63 8.76 0.14 0.89 ​ 0.85 0.87 0.72
28.7 29.1 28.5 27.4 1.35 0.92 ​ 0.90 0.89 0.91

Hemoglobin (g/dL) 
Leukocytes (x103 µL)

10.9 10.9 10.8 10.3 0.27 0.94 ​ 0.91 0.92 0.90
8.10 7.27 6.47 6.72 0.81 0.02 ​ 0.26 0.01 0.01

Granulocytes (x103 µL) 
Lymphocytes (x10c µL)

1.39 0.95 0.95 1.02 0.19 0.05 ​ 0.04 0.04 0.091
6.45 5.73 5.19 5.34 0.36 0.02 ​ 0.28 0.03 0.05

Monocytes (x103 µL) 0.48 0.42 0.28 0.31 0.09 0.16 ​ 0.84 0.13 0.23
Serum biochemistry3 ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
AST (U/L) 94.2 99.8 94.5 101 3.74 0.92 ​ 0.89 0.80 0.87
GGT (U/L) 87.0 89.6 86.3 80.0 2.95 0.86 ​ 0.93 0.91 0.29
Total protein (g/dL) 7.72 7.21 7.52 7.30 0.36 0.21 ​ 0.87 0.79 0.61
Albumin (g/dL) 2.31 2.50 2.35 2.48 0.14 0.56 ​ 0.45 0.82 0.80
Globulin (g/dL) 5.41 4.71 5.17 4.81 0.20 0.12 ​ 0.08 0.67 0.35
Triglycerides (mg/dL) 35.1 34.8 31.3 27.3 1.87 0.65 ​ 0.94 0.75 0.04
Cholesterol (mg/dL) 73.7 75.5 79.7 78.1 2.08 0.58 ​ 0.92 0.04 0.05
Glucose (mg/dL) 68.7 69.7 66.7 66.1 3.01 0.85 ​ 0.96 0.89 0.90
Proteinogram ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
IgA (g/dL) 0.74 0.69 0.72 0.73 0.04 0.95 ​ 0.90 0.95 0.96
IgG heavy chain (g/gL) 0.89 0.95 0.96 0.94 0.04 0.20 ​ 0.29 0.32 0.27
Ceruloplasmin (g/dL) 0.54 0.47 0.44 0.39 0.02 0.03 ​ 0.25 0.05 0.03
Transferrin (g/dL) 0.36 0.34 0.33 0.30 0.02 0.80 ​ 0.86 0.83 0.09
C-reactive protein (g/dL) 0.19 0.20 0.13 0.11 0.01 0.42 ​ 0.95 0.05 0.03
Haptoglobin (g/dL) 0.28 0.27 0.27 0.25 0.02 0.88 ​ 0.94 0.92 0.59
Oxidative status ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
TBARS (nmol MDA/mL) 17.8 13.9 13.6 16.8 0.41 0.25 ​ 0.05 0.05 0.91
Total thiols 79.1 82.3 83.5 82.1 2.14 0.76 ​ 0.81 0.85 0.81
GST (µmol CDNB/min/mg protein) 430a 394b 395b 423a 6.87 0.35 ​ 0.02 0.02 0.92

1Control treatment and treatments TP1.3, TP2.7, and TP5.3 represent 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis per animal/day, respectively. 2Probabilities for contrast effect: C1 = [CONT vs (TP1.3+TP2.7+TP5.3)]; C2 =

CONT vs TP1.3; C3 = CONT vs TP2.7; C4 = CONT vs TP5.3. 3Aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), immunoglobulin A (IgA) and G (IgG), thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) and glutathione s-transferase (GST).

Table 5 
Experiment 1: Pilot study - Ruminal indicators and feces microbiology of lambs fed with red propolis extract mixed with the concentrate.

Variables Treatmentsb SEM P-value5

CONT TP1.3 TP2.7 TP5.3 C1 C2 C3 C4

Ruminal liquidc ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
Rumen pH 6.44 6.61 6.64 6.65 0.01 0.05 ​ 0.16 0.09 0.12
MBRTa (s) 232 160 235 191 28.9 0.21 ​ 0.07 0.92 0.59
Total short-chain fatty acids mmol/L 79.3 74.8 73.0 72.8 0.31 0.01 ​ 0.10 0.08 0.05
Acetic acid, mmol/L 52.9 50.5 48.8 49.0 0.85 0.05 ​ 0.25 0.12 0.18
Propionic acid, mmol/L 16.5 15.4 15.7 15.06 0.452 0.36 ​ 0.43 0.52 0.39
Butyric acid, mmol/L 7.85 7.08 6.65 6.66 0.212 0.01 ​ 0.26 0.03 0.09
Isovaleric acid, mmol/L 1.21 1.05 1.11 1.34 0.17 0.38 ​ 0.45 0.66 0.78
Valeric acid, mmol/L 0.76 0.72 0.73 0.67 0.03 0.74 ​ 0.82 0.80 0.41
Fecesd ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
Escherichia coli (x 104) 49.2 40.6 39.5 42.4 3.12 0.08 ​ 0.10 0.23 0.28
Total coliforms (x 104) 78.8 52.8 61.7 94.7 5.75 0.62 ​ 0.05 0.35 0.22
Enterobacteria (x 104) 83.0 59.6 67.5 74.8 8.23 0.40 ​ 0.12 0.66 0.75

5 Probabilities for contrast effect: C1 = [CONT vs (TP1.3+TP2.7+TP5.3)]; C2 = CONT vs TP1.3; C3 = CONT vs TP2.7; C4 = CONT vs TP5.3.
a MBRT (methylene blue reduction test).
b Control treatment and treatments TP1.3, TP2.7, and TP5.3 represent 0, 1.3, 2.7, and 5.3 mL of propolis per animal/day, respectively.
c Values expressed in mmol L− 1 of each short-chain fatty acid (SCFA) in the ruminal fluid.
d Values expressed in log CFU/g of feces.
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There is also no day effect and treatment x day interaction (P ≥ 0.05) for 
triglycerides, cholesterol, AST, GGT, total protein, albumin, globulin, or 
glucose.

Protein profile results by electrophoresis are in Table 4. Effect of 
treatment with propolis extract was observed on ceruloplasmin levels, 
being lower in the serum of lambs that consumed propolis compared to 
the control. Lower concentration of C-reactive protein in the serum of 
lambs that consumed 2.7 and 5.3 mL of propolis extract compared to the 
control. No treatment effect was observed between groups for immu
noglobulins, transferrin and haptoglobin. Also, there was no treatment x 
day interaction and day effect for concentrations of IgA, IgG heavy 
chain, transferrin, ceruloplasmin and C-reactive protein. But hapto
globin levels were influenced by the interaction between treatment x 
day (P = 0.05); no effect on the day (P = 0.67).

Oxidative status data are in Table 4. Lambs that consumed 1.3 and 
2.7 mL of propolis extract had lower TBARS levels compared to the 
control. These same animals (TP1.3 and TP2.7) showed lower GST ac
tivity compared to the control. There was no effect of treatment on the 
concentration of total thiols. Also, there was no treatment x day inter
action and day effect for concentrations of TBARS and total thiols, as 
well as GST activity differed between groups.

Results of biomarkers in ruminal fluid were presented in Table 5. 
Effect of treatment was observed for ruminal pH, being higher in lambs 
that consumed propolis extract compared to control. There was no dif
ference between groups for bacterial activity (MBRT). Lower concen
tration of SCFAs was observed in lambs that consumed propolis 
compared to the control due to lower concentrations of acetic and 
butyric acid. There was no treatment effect for propionic, isovaleric and 
valeric acid. Acetic acid showed a significant interaction between 
treatment x day interaction (P = 0.01), and the animals in the TP2.7 and 
TP5.3 treatments showed a higher concentration on day 15. On day 75, 
the animals in the control group showed concentrations of acetic acid 
higher than those in the TP1.3 and TP2.7 groups. The concentrations of 
propionic acid showed a difference only on day 15 for the control group, 
which was higher than the TP5.3 group (P = 0.01 for the interaction 
between treatment x day). Butyric acid showed concentrations a treat
ment x day interaction (P = 0.001) i.e., on day 15, the TP2.7 and TP5.3 
groups had lower concentrations than the control group; however, on 
day 75, the animals in the control group only outperformed the TP2.7 
group. The concentration of valeric acid was higher in the control, 
TP1.3, and TP2.7 treatments compared to the TP5.3 treatment on day 15 
(P = 0.01), and when only the differences between treatments were 
evaluated, there was a trend (P = 0.10) of the control animals presented 
values higher than TP5.3. There was an effect of day for acetic, butyric 
and valeric in TP5.3 lambs, which increased over time. Effect of day 
(increased over time) for propionic acid in all treatments. There was no 
treatment x day interaction or day effect for the sum of SCFA, pH and 
MBRT (Supplementary material 3).

There was no effect of treatment on E. coli and Enterobacteria counts 
in lamb feces (Table 5). However, lower total coliform counts were 
found in the feces of TP1.3 lambs when compared to the control. E. coli 
counts between treatment x day (P = 0.05). The TP5.3 animals had a 
higher count than the TP1.3 animals on day 15. The total coliform count 
of the TP5.3 was higher than the TP1.3 group on the fifteenth day; 
however, the animals from the control and TP1.3 treatments had higher 
counts than the TP2.7 and TP5.3 treatments on day 45 (P = 0.01). 
Enterobacteriaceae counts did not differ treatment x day and day (P ≥
0.05). There was an effect of day for E. coli and total coliform counts in 
all treatments, reducing over time (Supplementary material 3).

3.3. Experiment 2

The results of growth performance are described in Table 6. Animals 
that received propolis had greater body weight than animals in the 
MONENSIN group on days 60 and 75 (interaction; P = 0.05); however, 
treatment did not affect body weight (P = 0.17). The weight gain of 

animals that received propolis was higher than those that received 
MONENSIN (P = 0.05), as was the ADG of animals treated with propolis 
(P = 0.05). No effect was found between treatments or treatment x day 
interaction (P ≥ 0.11) for weight gain from day 1–15, DMI, and feed 
conversion.

The results of the hematologic analysis are described in Table 7. 
Animals fed with propolis had higher counts of lymphocytes than ani
mals of the MONENSIN group on day 15 (P = 0.01). No treatment or 
treatment x day effects were detected for (P > 0.11) were detected for 
hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, leukocytes, granulocytes, or 
monocytes. There was an effect of day (P = 0.01), for both treatments 
(MONENSIN and PROPOLIS), for the variable’s total leukocytes, lym
phocytes and granulocytes. The sampling day had no effect on the other 
hematologic variables.

The serum biochemistry results are described in Table 7. Animals fed 
with propolis showed greater AST activity than the MONENSIN group on 
days 45 and 75, as well as the treatment effect (P = 0.01). No effects of 
treatment and treatment x day (P > 0.11) were identified for glucose, 
triglycerides, cholesterol, total protein, albumin, globulin, and GGT. 
There was an effect of day (p = 0.03), for both treatments (MONENSIN 
and PROPOLIS), for AST activity. The sampling day had no effect on the 
other clinical biochemical variables.

The results of ruminal indicators are presented in Table 8. Animals 
fed with propolis showed higher pH values on days 45 and 75, with a 
significant treatment effect (P = 0.01). The PROPOLIS group had a 
shorter time to MBRT than the MONENSIN animals on days 45 and 75 (P 
= 0.01). A lower concentration of short-chain fatty acids was found in 
the rumen fluid of lambs that consumed propolis (Table 8). Treatment or 
treatment x day interaction did not affect the proportion of acetic, 
propionic, butyric, isovaleric and valeric acids (P>0.05). The acetic/ 
propionic ratio was higher in the rumen of lambs that consumed propolis 
compared to monensin. In ruminal fluid, there was an effect of day (p =
0.01) for both treatments (MONENSIN and PROPOLIS), for MBRT time, 
SCFA concentration and proportion of acetic acid. The sampling day had 
no effect on the other variables related with ruminal fluid.

The results of the microbiological analysis in feces are described in 
Table 8. The animals in the PROPOLIS group showed lower Escherichia 
coli counts on days 45 and 75 (P = 0.03), with a significant treatment 
effect (P = 0.05). The same occurred for the variable total coliforms on 
days 45 and 75 (P = 0.01), with lower counts in animals in the PROP
OLIS group compared to the MONENSIN group. However, there was a 
significant effect of treatment and a treatment x day interaction for 
Enterobacteria counts, with lower bacteria counts observed on day 45 (P 

Table 6 
Experiment 2 - Zootechnical performance of lambs fed with red propolis extract 
mixed with concentrate.

Variables Treatments1 SEM P-Value

MONENSIN PROPOLIS Treat Treat 
£day

Body weight (kg) ​ ​ ​ 0.17 ​ 0.05
Day 1 18.3 18.4 0.54 ​ ​ ​
Initial weight 

(d15)
21.0 21.4 0.69 ​ ​ ​

Final weight 
(d75)

36.5b 38.1a 0.66 ​ ​ ​

Average daily 
gain (ADG)

0.240b 0.261a 0.02 0.03 ​ -

Dry matter 
intake (kg/ 
day)

0.910
0.950 0.42 0.79 ​ -

Feed conversion 
(kg/kg)

3.79 3.63 0.17 0.32 ​ -

1The monensin and propolis treatments represent animals that received 23.45 
ppm/kg/DM of monensin and 3.8 mL of animal propolis/day, respectively. a-b 

Within a row means without a common superscript differ (P ≤ 0.05) or tend to 
differ (P ≤ 0.10).
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= 0.01) in lambs in the PROPOLIS group. There was an effect of day (p =
0.01) for both treatments (MONENSIN and PROPOLIS), regarding the 
count of E. coli, total coliforms and Enterobacteria.

The results of carcass characteristics and the chemical composition of 
the meat are described in Table 9. There was no treatment effect (P >
0.11) for carcass weight, yield, hot carcass pH, DM, fat, protein, and 
organic matter.

The results of the FA profile in meat are described in Table 9. Meat 
from animals fed with red propolis showed a lower concentration of 
palmitic acid, while there was an increase in palmitoleic acid (P = 0.01). 
Furthermore, an effect of the treatment (P = 0.05) was detected for the 
total concentration of monounsaturated fatty acids (MUFA), being 
higher in animals fed with red propolis when compared to lambs in the 
MONENSIN group. There was no treatment effect for the other variables 
related to the FA profile in meat.

4. Discussion

Adding red propolis extract to the diet of lambs decreased the 
oxidative state, improved inflammatory responses and animal growth; 
these improvements do not always occur in propolis experiments. 

According to the literature, the chemical composition of propolis de
pends on the biodiversity in the area where the hives collect their ma
terial and their phytogeographic location, and this variation directly 
affects its pharmacological properties (Afrouzan et al., 2018). Vestitol 
and medicarpine exist only in the thirteenth type of propolis and have 
never been mentioned in the other 12 types of Brazilian propolis (Park 
et al., 2000). Red propolis is rare due to its robust antioxidant, antimi
crobial, antiprotozoal and antifungal properties (Freires et al., 2016; 
Rufatto et al., 2018), as it is produced from resins collected from specific 
plants that are found in limited geographic regions. Brazilian red 
propolis is derived primarily from the plant Dalbergia ecastaphyllum, 
which grows in specific coastal areas of the northeastern region of Brazil. 
Compared to other types of propolis, the production of red propolis is 
naturally lower due to the limited availability of source plants and the 
dependence on bee activities in specific environments. It has unique 
chemical compounds that are not commonly found in other types of 

Table 7 
Experiment 2 - Hemogram of lambs fed with red propolis extract mixed with 
concentrate compared to monensin.

Variables Treatments1 SEM P-value

MONENSIN PROPOLIS Treat Treat 
£day

Hemogram ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
Hematocrit (%) 30.4 29.1 1.25 0.89 ​ 0.91
Hemoglobin (g/ 
dL)

11.8 11.8 0.41 0.92 ​ 0.95

Erythrocytes (x 
106µL)

10.0 10.1 0.26 0.95 ​ 0.96

Leukocytes 
(x103 µL)2

7.04 7.24 1.01 0.82 ​ 0.32

Lymphocytes 
(x103/µL)2

​ ​ ​ 0.68 ​ 0.01

Day 1 10.8 11.0 0.96 ​ ​ ​ 
Day 15 7.43b 8.93a 0.57 ​ ​ ​ 
Day 45 4.37 4.59 0.56 ​ ​ ​ 
Day 75 3.13 3.03 0.55 ​ ​ ​ 
Granulocytes 
(x103/µL)2

1.49 1.19 0.75 0.20 ​ 0.13

Monocytes 
(x103/µL)

0.56 0.54 0.38 0.90 ​ 0.81

Seric 
biochemistry

​ ​ ​ ​ ​ ​ 

Glucose (mg/dL) 74.7 74.2 2.85 0.94 ​ 0.92
Triglycerides 
(mg/dL)

27.3 22.7 3.14 0.73 ​ 0.65

Cholesterol 
(mg/dL)

65.3 65.1 2.46 0.96 ​ 0.91

Total protein (g/ 
dL)

6.11 6.06 0.26 0.93 ​ 0.92

Albumin (g/dL) 2.55 2.54 0.11 0.95 ​ 0.96
Globulin (g/dL) 3.56 3.51 0.24 0.93 ​ 0.92
GGT (U/L) 95.9 96.8 6.41 0.85 ​ 0.72
AST (U/L)2 ​ ​ ​ 0.08 ​ 0.01
Day 1 94.3 93.6 3.21 ​ ​ ​ 
Day 15 90.6 92.5 3.04 ​ ​ ​ 
Day 45 80.3a 108.2b 3.94 ​ ​ ​ 
Day 75 93.0a 103.5b 3.82 ​ ​ ​ 

1The monensin and propolis treatments represent animals that received 23.45 ppm/kg/DM of monensin 

and 3.8 mL of animal propolis/day, respectively. 2Aspartate aminotransferase (AST) and 
gamma-glutamyl transferase (GGT). 2There was an effect of day (P < 0.05). a- 

bWithin a row means without a common superscript differ (P ≤ 0.05) or tend to 
differ (P ≤ 0.10).
Note: To analyze the treatment effect, results on days 15, 45, and 75, which 
correspond to the experimental period, were used; the results were presented as 
an average.

Table 8 
Experiment 2 - Ruminal indicators and feces microbiology of lambs fed with red 
propolis extract mixed with concentrate.

Variables2 Treatments1 SEM P-value

MONENSIN PROPOLIS Treat Treat 
£ day

Ruminal liquid ​ ​ ​ ​ ​ ​ 
pH ruminal ​ ​ ​ 0.01 ​ 0.01
Day 15 6.21 6.34 0.03 ​ ​ ​ 
Day 45 6.13b 6.35a 0.03 ​ ​ ​ 
Day 75 6.11b 6.38a 0.03 ​ ​ ​ 
MBRT (s)3 ​ ​ ​ 0.26 ​ 0.01
Day 15 

Day 45 
Day 75

41.4 56.2 3.05 ​ ​ ​ 
67.8a 33.0b 3.65 ​ ​ ​ 
78.3a 57.8b 3.41 ​ ​ ​ 

Σ SCFA (mmol/ 
L)3

​ ​ ​ 0.05 ​ 0.01

Day 15 121a 98.4b 2.85 ​ ​ ​ 
Day 45 104 101 2.87 ​ ​ ​ 
Day 75 119 113 2.86 ​ ​ ​ 
Acetic acid (%)3 59.7 61.3 1.97 0.56 ​ 0.23
Propionic acid 
(%)

26.3 25.4 0.95 0.89 ​ 0.61

Butyric acid (%) 10.6 10.2 0.64 0.93 ​ 0.86
Isovaleric acid 
(%)

1.40 1.27 0.06 0.15 ​ 0.34

Valeric acid (%) 1.90 1.76 0.07 0.23 ​ 0.11
Acetic/ 
propionic

2.43b 2.57a 0.02 0.02 ​ 0.12

Feces 
microbiology2

​ ​ ​ ​ ​ ​ 

Escherichia coli 
(x104)3

​ ​ ​ 0.05 ​ 0.03

Day 15 134 120 5.10 ​ ​ ​ 
Day 45 310a 186b 6.16 ​ ​ ​ 
Day 75 82.7a 42.6b 3.94 ​ ​ ​ 
Total coliforms 
(x104)3

​ ​ ​ 0.02 ​ 0.01

Day 15 235 195 5.96 ​ ​ ​ 
Day 45 610a 357b 8.41 ​ ​ ​ 
Day 75 209a 137b 7.36 ​ ​ ​ 
Enterobacteria 
(x104)3

​ ​ ​ 0.05 ​ 0.01

Day 15 175 159 7.28 ​ ​ ​ 
Day 45 594a 338b 10.7 ​ ​ ​ 
Day 75 129 113 9.32 ​ ​ ​ 

1The monensin and propolis treatments represent animals that received 23.45 
ppm/kg/DM of monensin and 3.8 mL of animal propolis/day, respectively. 
2MBRT (methylene blue reduction test); SCFA (short-chain fatty acids); Values 
expressed as log CFU/g of feces. 3There was an effect of day (P < 0.05).a-bWithin 
a row means without a common superscript differ (P ≤ 0.05) or tend to differ (P 
≤ 0.10).
Note: To analyze the treatment effect, results on days 15, 45, and 75, which 
correspond to the experimental period, were used; the results were presented as 
averages.
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propolis. These compounds include isoflavones, for example. However, 
in the propolis of this study, no rare compounds were found to classify it 
as the thirteenth type. This finding occurs because the propolis of each 
study originates from different places, and their respective compositions 
are also different. Therefore, the values of phenols and flavonoids are 
unique to this study and are challenging to compare with the literature. 
Nevertheless, it is possible that red propolis directly and indirectly in
fluences our results, as discussed below.

TP2.7 animals have more ADG. However, the lambs in the PROPOLIS 
treatment in experiment 2 achieved greater body weight due to greater 
weight gain and daily gain during the experimental period. Suckling 
lambs that were supplemented with green propolis at a dose of 150 µL/ 
kg of body weight showed significant weight gain (Cécere et al., 2021), 
while ́Itavo et al. (2011) found a more significant daily gain in confined 
lambs fed green propolis at a dose of 15 mL/day (67.0 mg of flavonoid). 
Propolis has high bioactivity and synergism between its compounds; for 
this reason, it is called a feed additive. Like monensin, propolis acts 
against gram-positive bacteria, which benefits rumen fermentation in 
terms of nutrient utilization, improving animal performance (Zawadzki 

et al., 2011).
The leukogram must be interpreted with caution, as an increase in 

cells may indicate an increase in the inflammatory response (negative 
effect on animal productivity) or stimulation of the immune system 
(positive effect for the animal). An increase in the inflammatory 
response in animals can lead to a series of adverse effects that negatively 
impact productivity, such as reduced growth, as the energy that animals 
would use for growth and production can be diverted to combat 
inflammation, and inflammation can affect digestion and nutrient ab
sorption, resulting in lower feed efficiency; a reduction in these defense 
cells may indicate a negative interference in the immune response or 
simply a desirable anti-inflammatory effect due to the consumption of 
the additive. In the pilot study, there was a lower number of leukocytes 
in animals fed propolis extract, although the value was within the 
normal range for the species (González and Silva, 2022), suggesting a 
beneficial effect on lamb performance. Morsy et al. (2016) found a 
higher number of leukocytes in sheep fed red propolis extract; Slazon 
et al. (2019) found no difference in the leukogram of calves.

Propolis acts as an immunostimulant due to the presence of its fla
vonoids (Nassar et al., 2012) and an anti-inflammatory action resulting 
from compounds present in propolis (Ramos and Miranda, 2007). The 
immunomodulatory effect is probably due to the components of propolis 
that increase and inhibit biomarkers of the immune system. These 
contradictory effects described in the literature are probably due to the 
complex chemical variations, the presence in different geographic re
gions and the forms of extraction (Berretta et al., 2017). The contra
dictory effects refer to the different ways in which propolis may 
influence the immune system, as described in the scientific literature. In 
other words, some studies report that propolis may increase certain 
biomarkers of the immune system, while others indicate that it may 
inhibit these same biomarkers. These contradictory observations suggest 
that the effects of propolis on the immune system are not consistent.

The lower lymphocyte count is responsible for the lower number of 
leukocytes in lambs that fed red propolis extract. This decrease did not 
interfere with the concentration of globulins; however, it affected the 
levels of acute phase proteins, that is, levels of ceruloplasmin, and C- 
reactive protein were in lower concentrations in animals fed with 
propolis, suggesting an anti-inflammatory effect. Flavonoids are potent 
anti-inflammatories, which explains our results. The elevation of these 
proteins (ceruloplasmin, and C-reactive protein) may suggest an over
load response due to tissue injuries and local infections (Gabay and 
Kushner, 1999), leading to a greater ATP consumption by the animal 
organisms, reflecting less energy to produce muscle mass and provide 
weight gain for the animals. Therefore, indirectly, due to the 
anti-inflammatory action, the ingestion of propolis by the lambs favored 
their growth. According to the literature, flavonoids can also regulate 
arachidonic acid proteins (Hou et al., 2007), decrease reactive oxygen 
species with consequent inhibition of the inflammatory pathway 
(Salzano et al., 2014), inhibit the path of NF-kB through activation of 
PPAR-gamma (Martinez-Micaelo et al., 2015), and regulate 
mitogen-activated protein kinases (Wadsworth et al., 2001; Cho et al., 
2003). Cécere et al. (2021) evaluated acute phase proteins such as 
ceruloplasmin in lambs fed green propolis and found no differences, 
even at a higher dose (250 µl/kg body weight).

The reduction of TBARS levels capable of reacting to thiobarbituric 
acid and the induction of activation of antioxidant enzymes are associ
ated with compounds found in propolis (Jasprica et al., 2007). In the 
present study, there were flavonoids and phenols, antioxidant agents 
capable of eliminating free radicals and protecting the action of lipid 
peroxidation (Paulino et al., 2018; Yousef and Salama, 2009). As a 
result, we can attribute an indirect hepatoprotective effect, as GST 
reduced its activity, a critical enzyme in liver detoxification; this effect is 
probably related to the reduction of oxidations and, consequently, free 
radicals.

There was an unexpected result because the animals that consumed 
propolis in the pilot study (TP2.7) had more weight gain and the lowest 

Table 9 
Experiment 2 - Chemical composition and fatty acid of meat and carcass char
acteristics of lambs fed with red propolis extract mixed with concentrate.

Variables Treatments1 SEM P- 
value

MONENSIN PROPOLIS Treat

Hot carcass weight (kg) 19.5 18.0 0.62 0.87
Carcass yield (%) 47.7 47.7 0.60 0.96
pH hot carcass 6.61 6.60 0.04 0.97
Chemical composition (g/kg) ​ ​ ​ ​ 
Dry matter 27.5 27.2 0.25 0.96
Total lipids 2.64 2.22 0.08 0.74
Crude protein 23.3 23.5 0.55 0.95
Organic matter 1.58 1.49 0.12 0.88
Fatty acid (%) ​ ​ ​ ​ 
C8:0 (Caprylic) 0.048 0.046 0.002 0.87
C10:0 (Capric) 0.050 0.061 0.003 0.58
C12:0 (Lauric) 0.046 0.060 0.002 0.44
C14:0 (Mystic) 1.301 1.565 0.361 0.51
C14:1 (Myristoleic) 0.068 0.089 0.025 0.19
C15:0 (Pentadecanoic) 0.229 0.285 0.012 0.65
C16:0 (Palmitic) 25.00a 22.78b 0.851 0.01
C16:1 (Palmitoleic) 1.626b 2.842a 0.201 0.01
C17:0 (Heptadecanoic) 0.963 0.978 0.157 0.96
C17:1 (cis− 10-heptadecenoic) 0.744 0.758 0.143 0.95
C18:0 (Stearic) 15.87 15.81 0.358 0.94
C18:1n9t (Elaidic) 1.646 1.705 0.092 0.89
C18:1n9c (Oleic) 40.31 41.07 0.386 0.74
C18:2n6c (Linoleic) 7.921 7.758 0.654 0.94
C20:0 (Arachidic) 0.119 0.122 0.040 0.91
C18:3n6 (α- linolenic) 0.104 0.108 0.015 0.97
C18:3n3 (α- linolenic) 0.249 0.250 0.139 0.99
C21:0 (Henicosanoic) 0.230 0.262 0.097 0.95
C20:2 (cis− 11,14- 
Eicosadienoic)

0.094 0.085 0.008 0.88

C22:0 (Behenico) 0.062 0.061 0.006 0.96
C20:3n6 (cis− 8,11,14- 
Eicosatrienoic)

0.215 0.214 0.023 0.98

C20:4n6 (Arachidonic) 2.913 2.884 0.113 0.90
C20:5n3 (cis− 5,8,11,14,17- 
Eicosapentaenoic)

0.075 0.079 0.011 0.92

C24:1n9 (nervous) 0.041 0.038 0.008 0.87
C22:6n3 (cis− 4,7,10,13,16,19- 
docosahexaenoic)

0.057 0.077 0.011 0.65

SFA 18.92 19.25 0.241 0.81
MUFA 44.44b 46.50a 0.468 0.05
PUFA 11.62 11.45 0.197 0.96

1The monensin and propolis treatments represent animals that received 23.45 
ppm/kg/DM of monensin and 3.8 mL of animal propolis/day, respectively. 2SFA 
(saturated fatty acids); MUFA (monounsaturated fatty acids); PUFA (poly
unsaturated fatty acids).
a-b Within a line, means without a common superscript differ (P ≤ 0.05).
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levels of SCFAs in the ruminal environment. At the same time, in 
experiment 2, we observed no difference in levels at the end of the 
experiment. Morsy et al. (2021) found an increase in acetate, propio
nate, valerate, and total SCFA when red propolis was fed to sheep. We 
need to understand better how the flavonoids present in red propolis 
(vestitol, medicarpin, isoliquiritigenin, and formononetin) can affect the 
profile of SCFAs, which we will do in a future study investigating the 
ruminal microbiota.

The microorganisms in the rumen are indispensable for the efficient 
digestion of the nutrients present in the diet (Vázquez-Anón and Jenkins, 
2007; Freires et al., 2016); however, in this study, an antimicrobial ef
fect may have occurred in the rumen and feces, consequently interfering 
with SCFA synthesis. We hypothesize that ingesting red propolis extract 
by lambs would increase ruminal nutrient degradation and produce 
individual proportions and total SCFA while mitigating methane for
mation based on information from other researchers (Morsy et al., 2015; 
Soltan and Patra, 2020). We attribute the lowest levels of SCFA to the 
extract not having vestitol, medicarpin, isoliquiritigenin, or for
mononetin, present in the study by Morsy et al. (2021); according to the 
authors, these compounds helped increase SCFA production. However, 
the decrease in SCFA concentrations did not interfere with the perfor
mance results, which we believe is related to the indirect effects, such as 
anti-inflammatory and antioxidant action, which improve the lambs’ 
health.

Lower counts of total coliforms in the feces of TP1.3 lambs had 
already been described in another study by our research group when we 
used green propolis at a dose of 150 µL/kg of body weight (Cécere et al., 
2021). In experiment 2, we obtained a decrease in the total coliforms, 
E. coli, and Enterobacteria count for animals fed with red propolis 
extract at a 3.8 mL animal/day dose. We attribute this effect to flavo
noids and terpenes with antibacterial characteristics. According to re
searchers (Krol et al. 1993), these agents present synergism and enhance 
the antibacterial mechanism when combined. In vitro, 30 % green 
propolis has been shown to inhibit cell division in gram-negative bac
teria, including E. coli, and to cause bacteriolysis (Krol et al., 1993). 
Notably, the extract in the present study had a concentration of 10 %, 
suggesting a more significant antibacterial action than other chemical 
compositions found in the literature at lower doses but efficiently 
reducing the count of gram-negative bacteria.

The results obtained for fatty acids in meat show that red propolis 
extract influenced the acid profile. Propolis increased the concentration 
of palmitoleic acid, a monounsaturated acid. Palmitic acid, a saturated 
acid, was reduced. This finding corroborates Aguiar et al. (2014), where 
the authors also found an increase in the concentration of palmitoleic 
acid when feeding propolis to confined cattle. Furthermore, ́Itavo et al. 
(2019), when supplementing lambs with brown propolis, observed a 
reduction in the levels of saturated fatty acids and an increase in 
monounsaturated fatty acids (oleic acid (C18:1n-9) and polyunsaturated 
fatty acids (linoleic acid, C18:2n− 6). Although we did not find an in
crease in other monounsaturated fatty acids alone in this study, we did 
observe an increase in their total. Therefore, as serum cholesterol is 
affected by the composition of fatty acids and monounsaturated fatty 
acids play an essential role in reducing blood cholesterol (Madruga 
et al., 2005), it can be stated that the addition of red propolis improved 
the profile of fatty acids in lamb meat, which is essential from the 
consumer’s point of view. Aguiar et al. (2014) evaluated the effect of 
propolis on the FA profile of the milk of mid-lactation dairy cows. They 
observed that the FA profile of the milk was altered by the addition of 
propolis, which shows that it plays an essential role in microorganisms. 
The rumen is involved in the biohydrogenation process. However, in the 
literature, it is unclear which compounds in red propolis can modulate 
these effects on meat quality and FA profile, making it difficult to 
interpret the results; therefore, more studies are needed. However, in 
another recent study, researchers found that the red propolis extract 
improved the lipid profile of lamb meat, i.e., the treatment with propolis 
had a more significant antioxidant effect and lower content of saturated 

fatty acids in meat (Silva et al., 2024). Furthermore, an increase in the 
content of monounsaturated acids and, consequently, an improvement 
in nutritional quality, atherogenicity, and thrombogenicity indexes of 
desirable fatty acids was verified (Silva et al., 2024).

The “n” sample was one of the limitations of our pilot study, espe
cially for the zootechnical performance evaluation; however, we high
light that performance analysis is only complementary data, and the 
main objective of the study was to understand the effects of propolis on 
the antioxidant response, inflammation, and the SCFA profile in the 
rumen. However, experiment 2 was carried out to complement these 
performance data and add more information about the action of red 
propolis in confined lambs.

5. Conclusion

The addition of red propolis extract to the concentrate provided a 
positive oxidative balance, which means there is an excess of antioxi
dants compared to free radicals. In terms of oxidative balance, this may 
indicate a condition in which the organism is well protected against 
oxidative stress, potentially promoting cellular health and preventing 
related diseases. The feed additive had anti-inflammatory and antimi
crobial action, a diet containing propolis reduced SCFAs in the rumen. In 
addition, propolis extract at the tested dose of 3.8 mL of propolis 
extract/day was more efficient in the growth performance of lambs 
compared to the control group without propolis.
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Este  estudo  determinou  a  influência  do  extrato  etanólico  de  própolis  vermelha  na  dieta  de  cordeiros  sobre  o  ambiente  ruminal,  a  saúde  animal  e  o  

crescimento.  Dois  experimentos  foram  realizados  para  atingir  esses  objetivos.  Estudo  piloto:  Vinte  e  quatro  cordeiros  Lacaune  fêmeas  foram  divididos  

em  quatro  grupos,  com  três  repetições  e  dois  animais  por  repetição  (baia):  T0  (Controle),  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3,  representando  0,  1.3,  2.7  e  5.3  mL  

de  extrato  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.  O  maior  ganho  de  peso  diário  foi  observado  em  cordeiros  que  consumiram  2,7  mL  de  extrato  

de  própolis  por  dia,  e  eles  também  tiveram  a  menor  taxa  de  conversão  alimentar  em  comparação  ao  controle.  Menores  contagens  totais  de  leucócitos  

foram  observadas  em  cordeiros  que  consumiram  extrato  de  própolis  em  comparação  ao  controle  devido  às  menores  contagens  de  granulócitos  e  

linfócitos.  Os  níveis  de  ceruloplasmina  e  proteína  C-reativa  foram  menores  no  soro  de  cordeiros  que  consumiram  própolis  em  comparação  ao  controle.  

Cordeiros  que  consumiram  1,3  e  2,7  mL  de  extrato  de  própolis  apresentaram  menores  níveis  de  TBARS  do  que  o  controle.  O  efeito  do  tratamento  foi  

observado  para  o  pH  ruminal,  que  foi  maior  nos  cordeiros  que  consumiram  extrato  de  própolis  do  que  no  controle.  Uma  menor  concentração  de  

ácidos  graxos  de  cadeia  curta  foi  observada  em  cordeiros  que  consumiram  própolis  do  que  o  controle  devido  às  menores  concentrações  de  ácido  

acético  e  butírico.  No  experimento  II,  36  cordeiros  machos  Lacaune  foram  selecionados  e  divididos  em  dois  grupos:  MONENSINA  (23,45  ppm  de  

monensina  por  kg/matéria  seca  (MS))  e  PRÓPOLIS  (3,8  mL  de  própolis  por  animal/dia).  Os  animais  que  consumiram  extrato  de  própolis  apresentaram  

maior  peso  corporal,  ganho  de  peso  e  ganho  médio  diário.  Estes  também  apresentaram  menor  tempo  para  reduzir  o  azul  de  metileno,  demonstrando  

assim  atividade  bacteriana  mais  significativa  no  rúmen.  Além  disso,  apresentaram  menores  contagens  de  Escherichia  coli,  coliformes  totais  e  

Enterobactérias.  O  perfil  de  ácidos  graxos  da  carne  em  animais  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  apresentou  maiores  concentrações  de  

ácidos  graxos  monoinsaturados.  Em  conclusão,  a  adição  de  extrato  de  própolis  vermelha  ao  concentrado  aumentou  o  ganho  de  peso,  o  ganho  médio  

diário  e  o  equilíbrio  oxidativo,  com  efeito  antimicrobiano  e  anti-inflamatório.
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Proibido  em  muitas  partes  do  mundo  devido  a  preocupações  com  a  segurança  alimentar  

e  ao  potencial  desenvolvimento  de  resistência  antimicrobiana.  Nem  todos  os  ionóforos  

são  antibióticos;  existem  ionóforos  que  são  usados  principalmente  como  ferramentas  

de  pesquisa  para  estudar  mecanismos  de  transporte  de  íons  através  das  membranas  

celulares  (Callaway  et  al.,  2003).  No  entanto,  há  controvérsia  sobre  o  uso  de

1.  Introdução

Os  ionóforos  são  promotores  de  crescimento  na  criação  de  ruminantes  que  

melhoram  a  utilização  de  energia  e  proteína  e  diminuem  as  emissões  de  metano  dos  

ruminantes  (Russell  e  Strobel,  1988;  Wischer  et  al.,  2013),  mas  são
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Foi  realizada  a  determinação  dos  compostos  fenólicos  totais  (CFT)  e  da  atividade  

antioxidante  por  sequestro  de  radicais  por  2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato  (DPPH).  0,5  

g  de  cada  amostra  foi  dissolvido  em  50  mL  de  água  destilada  para  extração.  A  mistura  

foi  colocada  em  banho  ultrassônico  (70  W)  por  3  h  e  permaneceu  no  escuro  por  mais  3  

h.  Os  sobrenadantes  foram  filtrados  com  papel  de  filtro  quantitativo  (Whatman  nº  40)  e  

armazenados  em  balões  volumétricos  de  100  mL  envoltos  em  papel  alumínio.  Os  extratos  

foram  então  armazenados  em  microtubos  e  mantidos  a  -80  °C  até

O  experimento  foi  realizado  no  setor  de  ovinos  da  Fazenda  Experimental  do  Centro  

de  Educação  Superior  do  Oeste  da  Universidade  do  Estado  de  Santa  Catarina,  em  

Guatambu,  SC,  Brasil  (27ÿ  09'  09,2"  S  52ÿ  47'  18,8"  W).  O  estudo  foi  aprovado  pelo  

comitê  de  pesquisa  sobre  uso  de  animais  da  UDESC,  protocolo  número  2517210622.

análise  (Larrauri  et  al.,  1997;  Bertoletti  et  al.,  2018).  A  quantificação  de  TPC  foi  realizada  

usando  o  método  colorimétrico  de  Folin-Ciocalteu,  modificado  por  Bonoli  et  al.  (2004).  

Uma  alíquota  de  cada  amostra  diluída  foi  misturada  com  0,5  mL  do  reagente  de  Folin-

Ciocalteu  e  agitada  por  um  minuto.  Em  seguida,  2  mL  de  carbonato  de  sódio  (20%)  foram  

adicionados  à  mistura  e  agitados  por  30  segundos.  Após  2  horas  de  incubação,  a  

absorbância  foi  lida  a  750  nm  em  um  espectrofotômetro  digital  Kasuaki  IL-593-S.  A  curva  

padrão  foi  preparada  usando  várias  concentrações  de  ácido  gálico  em  metanol.  A  

concentração  de  TPC  foi  calculada  usando  uma  equação  derivada  da  curva  padrão  de  

ácido  gálico  (expressa  em  mg  de  equivalente  de  ácido  gálico  por  g  de  amostra  seca;  mg  

GAE/g).  Os  dados  foram  expressos  como  média  ±  desvio  padrão  de  experimentos  em  

triplicado  (Material  suplementar  1).

A  avaliação  da  atividade  de  sequestro  de  radicais  livres  nos  extratos  foi  determinada  

como  sendo  a  capacidade  antioxidante  de  redução  do  radical  DPPH,  de  acordo  com  

Brand-Williams  et  al.  (1995).  Cinco  diluições  de  cada  extrato  foram  preparadas  em  tubos  

de  ensaio,  e  0,3  mL  de  cada  extrato  diluído  foi  adicionado  a  2,7  mL  de  radical  DPPH  (40  

ÿg/mL).  Após  incubação  por  1  h  no  escuro,  a  absorbância  foi  lida  a  515  nm.  A  atividade  

de  sequestro  de  radicais  livres  foi  relatada  como  IC50  (ÿg/mL),  a  concentração  

antioxidante  necessária  para  sequestro  de  50%  do  DPPH  na  solução  de  teste.  Todos  os  

testes  foram  realizados  em  triplicata,  e  os  valores  de  IC50  foram  expressos  como  média  

±

2.1.  Própolis

O  extrato  etanólico  de  própolis  vermelha  foi  preparado  de  acordo  com  Wang  et  al.  

(2013).  A  própolis  produzida  por  Apis  mellifera  (abelha)  foi  adquirida  da  Bee  Propolis  

(Minas  Gerais).  A  própolis  bruta  foi  moída  em  um  almofariz  de  porcelana  sob  nitrogênio  

líquido  para  obter  pequenos  fragmentos  e,  em  seguida,  moída  em  um  martelo.  Uma  

solução  de  própolis  de  70%  de  etanol  foi  preparada.  As  amostras  foram  colocadas  em  

um  banho-maria  de  100  g  Lÿ  a  40  ÿC  por  1  h,  e  os  sobrenadantes  foram  coletados  

e  filtrados  através  de  papel  Whatman  No.  4.  O  resíduo  foi  submetido  a  três  dessas  

extrações.  Os  sobrenadantes  foram  colocados  em  um  evaporador  rotativo  sob  pressão  

reduzida  a  50  ÿC  para  eliminar  o  etanol.

2.2.  Determinação  do  perfil  químico  da  própolis  via  CG-EM

desvio  padrão  de  experimentos  triplicados.

Dois  experimentos  foram  conduzidos  para  responder  aos  objetivos.  O  primeiro  foi  

identificado  como  um  estudo  piloto,  essencial  para  definir  a  dose  do  segundo  experimento.

2.  Materiais  e  métodos

Para  determinar  o  perfil  químico  geral  do  extrato  de  própolis,  o  método  descrito  por  

Bayram  et  al.  (2020)  foi  usado  com  algumas  modificações.  5  mg  de  própolis  liofilizada  

com  75  µL  de  piridina  seca  e  50  µL  de  derivatizante  N,  O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida  

foi  homogeneizado  e  mantido  a  80  ÿC  por  20  min.  O  sobrenadante  foi  analisado  usando  

GC-MS  (Shimadzu,  GC-MS-QP2010  Ultra)  em  triplicata  usando  piridina  e  o  derivatizante  

como  amostra  em  branco.  A  temperatura  do  forno  da  coluna  foi  inicialmente  mantida  a  

50  ÿC  por  um  minuto,  então  programada  para  aumentar  para  280  ÿC  a  10  ÿC/min,  e  

mantida  por  2  min  com  uma  razão  de  divisão  de  100.

antibióticos  em  dietas  animais  devido  ao  risco  de  transferência  de  resíduos  para  a  carne  

e  o  leite  e  promoção  do  desenvolvimento  de  cepas  bacterianas  resistentes  (Mathew  et  

al.,  2001).  Essas  preocupações  têm  promovido  a  busca  por  aditivos  naturais  alternativos  

para  rações,  como  a  própolis  (Oeztuerk  e  Sag-manligil,  2009;  Morsy  et  al.,  2013).  A  

própolis  inclui  substâncias  resinosas,  gomosas  e  balsâmicas  coletadas  por  abelhas  de  

brotos,  flores  e  exsudatos  de  plantas  e  misturadas  com  suas  secreções  salivares,  cera  e  

pólen  (Berretta  et  al.,  2017).  Sua  composição  química  difere  consideravelmente  de  

acordo  com  a  região  geográfica  onde  as  resinas  foram  coletadas  devido  às  diferenças  

regionais  na  flora,  e  diferentes  plantas  são  fontes  de  resina  (Sforcin  e  Bankova,  2011).  O  

própolis  é  ativo  contra  bactérias  gram-negativas  e  gram-positivas,  vírus,  fungos,  oxidantes,  

inflamações,  tumores  e  parasitas  e  pode  atuar  como  um  imunomodulador  (Alencar  et  al.,  

2007;  Morsy  et  al.,  2013).

23.  Compostos  fenólicos  totais  e  atividade  antioxidante  da  própolis

De  acordo  com  Mirzoeva  e  Calder  (1996),  o  mecanismo  de  ação  da  própolis  em  

bactérias  gram-positivas  está  provavelmente  relacionado  a  alterações  no  estado  

bioenergético  da  membrana  bacteriana,  o  que  inibe  sua  motilidade;  essa  ação  é  

semelhante  à  dos  ionóforos.  Além  disso,  a  própolis  afeta  a  fermentação  e  a  metanogênese  

em  culturas  microbianas  contínuas  em  ruminantes;  diminui  a  população  de  protozoários  

e  aumenta  os  níveis  de  propionato  em  10,3%  (Brodiscou  et  al.,  2000).  Estudos  recentes  

mencionaram  uma  melhora  geral  na  saúde  e  imunidade  de  animais  alimentados  com  

própolis.  A  administração  oral  de  extrato  etanólico  de  própolis  vermelha  brasileira  a  

ovelhas  Santa  Inês  (3  g/ovelha/dia)  durante  o  período  de  lavagem  aumentou  as  

concentrações  de  leucócitos  totais,  proteínas  totais  e  globulinas,  enquanto  diminuiu  os  

triglicerídeos,  glutamato  oxaloacetato  transaminase  e  glutamato  piruvato  transaminase  

(Morsy  et  al.,  2013).

extrair

Independentemente  do  tipo  ou  local  de  coleta,  a  própolis  vermelha  brasileira  e  a  

própolis  marrom  egípcia  foram  incubadas  in  vitro  em  diferentes  concentrações  (125,  250  

e  500  g  por  500  mg  de  MS  na  dieta)  (Morsy  et  al.,  2015).  Os  autores  atribuíram  um  

aumento  no  total  de  ácidos  graxos  de  cadeia  curta  ([SCFAs]  principalmente  a  um  aumento  

maciço  na  produção  de  acetato  (o  principal  contribuinte  para  SCFAs)  em  45%  em  

comparação  com  a  monensina  (Morsy  et  al.,  2015).  Os  extratos  de  própolis  vermelha  

brasileira  e  marrom  egípcia  pareceram  combater  a  metanogênese  ruminal,  e  os  autores  

atribuíram  esse  efeito  às  suas  propriedades  antiprotozoárias,  uma  vez  que  os  protozoários  

são  conhecidos  por  fornecer  hidrogênio  como  substrato  para  metanógenos  (Morsy  et  

al.,  2015).  A  cor  da  própolis  depende  da  vegetação  disponível  perto  da  colmeia  ( Koru  et  

al .,  2007).

Recentemente,  Paixão  et  al.  (2022)  conduziram  um  estudo  com  cordeiros  Santa  Inês  

alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  (300  g/L),  onde  utilizaram  doses  de  0,  7,  

14,  21  e  28  mL  de  própolis  por  animal/dia.  Essas  doses  podem  ser  consideradas  altas  e  

economicamente  inviáveis  devido  ao  alto  custo  da  própolis  vermelha  no  Brasil  (ca.  400  

dólares  por  kg),  considerando  que  C´ecere  et  al.  (2021)  obtiveram  resultados  positivos  

alimentando  cordeiros  Lacaune  com  1,8  mL  de  própolis  verde  por  animal/dia  (150  µL  de  

própolis/kg  de  peso  corporal/dia).  Portanto,  um  estudo  piloto  foi  realizado  com  doses  

semelhantes  às  de  C´ecere  et  al.  (2021)  para  direcionar  a  pesquisa;  Em  seguida,  foi  

conduzido  um  experimento  para  avaliar  a  eficácia  do  extrato  de  própolis  como  um  

potencial  substituto  da  monensina  como  promotor  de  crescimento.  Economicamente,  é  

desafiador  competir  com  este  ionóforo  devido  ao  seu  baixo  custo,  mas  a  proibição  de  

sua  utilização  em  alimentos  em  diversos  países  abriu  o  mercado  para  substitutos.  

Portanto,  o  objetivo  geral  deste  trabalho  foi  avaliar  se  uma  baixa  dose  de  extrato  etanólico  

de  própolis  vermelha  em  dietas  para  cordeiros  confinados  tem  efeitos  positivos  sobre  o  

ambiente  ruminal,  a  saúde,  o  desempenho  animal  e  a  qualidade  da  carne.

GL  Deolindo  et  al.

Machine Translated by Google



Os  animais  foram  pesados  individualmente  no  início  do  experimento  e  a  cada  15  

dias  posteriormente.  O  ganho  médio  diário  (GMD)  foi  calculado  como  o  coeficiente  

de  regressão  do  peso  vivo  individual  ao  longo  do  tempo  (Yuste  et  al.,  2020).  Todas  

as  pesagens  foram  realizadas  pela  manhã,  com  os  animais  em  jejum,  utilizando  uma  

balança  eletrônica  digital.

Vinte  e  quatro  cordeiros  Lacaune  (90  dias  de  idade;  20,1  ±  3,85  kg)  foram  

adquiridos  da  Cabanha  3-Leites  –  Lageado  Grande,  SC,  Brasil.  O  experimento  teve  

duração  de  75  dias,  sendo  15  correspondentes  à  fase  de  adaptação  à  dieta  e  à  

instalação.  Os  animais  foram  alojados  em  baias  de  1,2  m  x  2,5  m,  com  ripas  de  

madeira  e  equipadas  com  comedouros  e  bebedouros.  Os  animais  foram  separados  

nas  baias  de  acordo  com  o  peso  corporal.  A  distribuição  das  baias  nos  respectivos  

tratamentos  na  instalação  foi  sequencial  para  evitar  interferências  ambientais.

Eles  também  foram  contidos  manualmente  para  coletar  amostras  de  sangue  nos  

dias  0,  15,  45  e  75  por  meio  de  pulsação  na  veia  jugular,  utilizando  tubos  a  vácuo  

contendo  ácido  etilenodiaminotetracético  para  realizar  eritrograma  e  leucograma,  e  

em  tubos  sem  anticoagulante  para  obter  soro  para  análise  bioquímica.  Amostras  

fecais  foram  coletadas  nos  dias  15,  45  e  75  diretamente  da  ampola  retal  em  sacos  

estéreis,  armazenados  em  um  recipiente  hermeticamente  fechado.

Os  animais  foram  contidos  manualmente  para  coleta  de  amostras  de  sangue  no  

primeiro,  décimo  quinto,  quadragésimo  quinto  e  septuagésimo  quinto  dia,  por  meio  

de  punção  da  veia  jugular,  utilizando  tubos  a  vácuo  contendo  ácido  

etilenodiaminotetracético  para  a  realização  dos  eritrogramas  e  leucogramas.  Tubos  

sem  anticoagulantes  foram  utilizados  para  obtenção  do  soro  para  análise  bioquímica.  

Amostras  fecais  foram  coletadas  nos  dias  15,  45  e  75,  diretamente  da  ampola  retal,  

em  sacos  estéreis,  armazenados  em  caixa  térmica  refrigerada  por  até  10  dias.

A  dieta  basal  foi  uma  ração  completa  formulada  para  atender  às  necessidades  

dos  animais,  de  acordo  com  o  National  Research  Council  (2007).  Os  animais  

receberam  silagem  de  milho,  feno  e  concentrado  (2%  do  peso  corporal;  Tabela  1).  

Os  animais  designados  para  cada  tratamento  receberam  doses  de  2,2,  4,4  e  8,8  mL  

de  extrato  de  própolis  (solução  com  concentração  de  10%)  por  kg  de  concentrado,  

misturadas  durante  a  produção.  Essas  doses  permitiram  que  os  cordeiros  recebessem  

quatro  doses  de  própolis/animal/dia,  conforme  detalhado  a  seguir.

Os  animais  foram  pesados  individualmente  no  início  do  experimento  e,  

posteriormente,  a  cada  7  dias.  O  ganho  médio  diário  (GMD)  foi  calculado  como  o  

coeficiente  de  regressão  do  peso  vivo  individual  (Yuste  et  al.,  2020).  Todas  as  

pesagens  foram  realizadas  pela  manhã,  com  os  animais  em  jejum,  utilizando  uma  

balança  eletrônica  digital.  As  sobras  de  ração  foram  coletadas  ao  longo  do  

experimento  para  determinar  o  consumo  de  matéria  seca  (CMS)  por  baia.  Com  base  

nessas  informações,  foi  calculada  a  conversão  alimentar  (CMS/ganho  de  peso  -  kg/

kg).  É  essencial  esclarecer  que  a  baia  foi  utilizada  como  unidade  experimental  para  

essas  variáveis  zootécnicas.

Os  animais  foram  divididos  em  quatro  grupos,  com  três  repetições  e  dois  animais  

por  repetição  (baia):  T0  (Controle),  TP1,3,  TP2,7  e  TP5,3  representando  0,  1,3,  2,7  

e  5,3  mL  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.  Essas  doses  no  estudo  piloto  

foram  definidas  com  base  no  experimento  realizado  por  C´ecere  et  al.  (2021)  

utilizando  própolis  verde.  Para  garantir  o  consumo  total  de  própolis,  o  concentrado  

foi  primeiramente  fornecido  aos  cordeiros;  após  100%  do  seu  consumo,  o  volumoso  

(feno  e  silagem)  foi  fornecido.  Amostras  de  silagem  de  milho,  feno  e  concentrado  

foram  coletadas  para  determinar  a  composição  química.

Foram  utilizados  36  cordeiros  machos  da  raça  Lacaune  (30  dias  de  idade;  18,4  

±  3,80  kg  de  peso  corporal)  provenientes  de  uma  granja  comercial  no  sul  do  Brasil.  

O  experimento  teve  duração  de  75  dias,  sendo  15  dias  de  adaptação  à  dieta  e  

instalação.  Os  animais  foram  alojados  em  baias  de  1,2  m  x  2,5  m,  com  piso  ripado  

de  madeira  e  equipadas  com  comedouros  e  bebedouros.  Os  animais  foram  divididos  

em  dois  grupos,  com  seis  repetições  e  três  por  repetição  (baia),  totalizando  18  

animais  para  cada  tratamento.  Os  grupos  foram  MONENSINA  e  PRÓPOLIS,  

representando  a  dose  de  23,45  ppm  de  monensina  por  kg/MS  da  dieta  e  a  dose  de  

5  mL  de  extrato  de  própolis  vermelha/kg  de  concentrado,  respectivamente.  Os  

grupos  receberam  seus  tratamentos  monensina  e  própolis  no  concentrado,  

misturados  durante  sua  produção.

Os  animais  receberam  silagem  de  milho  e  concentrado  (2,5%  do  peso  corporal;  

Tabela  2).  A  dieta  basal  foi  uma  ração  total  formulada  para  atender  às  necessidades  

dos  animais,  de  acordo  com  o  National  Research  Council  (2007).

2.4.  Experimento  1:  estudo  piloto

para  um  ganho  estimado  de  300  g/dia.  Restos  de  ração  foram  coletados  ao  longo  do  

experimento  para  determinar  a  IMS.  Amostras  de  silagem  e  concentrado  de  milho  

foram  coletadas  para  determinar  a  composição  química.

transporte  e  analisados  em  até  2  h  para  determinar  a  contagem  total  de  coliformes,  

Escherichia  coli  e  Enterobactérias.  O  fluido  ruminal  (100  mL  por  animal)  foi  coletado  

3  h  após  a  alimentação  matinal  nos  dias  15,  45  e  75,  utilizando  uma  sonda  ororuminal  

de  silicone  conectada  a  uma  bomba  de  vácuo.

2.5.  Experimento  2

O  pH  foi  medido  usando  um  medidor  de  pH  digital  portátil  (TESTO  205®).

Imediatamente  após  a  medição  do  pH,  a  atividade  funcional  da  microbiota  ruminal  

foi  medida  utilizando  o  teste  de  redução  do  azul  de  metileno  (MBRT)  descrito  por  

Dirksen  (1993).  Uma  subamostra  do  fluido  ruminal  foi  reservada  para  a  determinação  

de  AGCC.  O  animal  foi  a  unidade  experimental  para  as  variáveis  de  sangue,  fluido  

ruminal  e  fezes.
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81,6

49.1

694,6

180,3

63,6

49.1

PC

49.1

868,4

49.1

Composição  químicab
868,4

EE

Existem:  Tifton  85

868,4

518,2

31,0

FDN

Ingredientes

81,6

31,033,8

Concentratea

81,6

31,0

Silagem  de  

milho  308,4

81,640,0

Concentrado  basal  -  utilizado  em  todos  os  grupos.  A  composição  química  do  concentrado  dos  quatro  grupos  foi  idêntica,  ou  seja,  a  curvatura  fitogênica  não  se  alterou.

Composição  do  concentrado,  produção  de  1000  kg:  fubá  de  milho  (540  g/kg),  farelo  de  soja  (200  g/kg),  farelo  de  trigo  (200  g/kg),  calcário  calcítico  (10  g/kg),  bicarbonato  de  

sódio  (4  g/kg)  e  50  g/kg  de  pré-mistura  (Cálcio  (mín./máx.)  175/245  g;  Fósforo  (mín.)  40  g;  Enxofre  (mín.)  25  g;  Magnésio  (mín.)  12  g;  Sódio  (máx.)  100  g;  mg;  Vit.  A  (mín.)  300.000  

UI;  Vit.  D3  (mín.)  60.000  UI;  Vit.  E  (mín.)  600  UI;  Fluoreto  (máx.)  600  mg;  Monensina  Sódica  600  mg).

DM  (matéria  seca),  MM  (matéria  mineral),  CP  (proteína  bruta),  FDN  (fibra  em  detergente  neutro),  FDA  (fibra  em  detergente  ácido)  e  EE  (extrato  etéreo).

a  composição  química  do  concentrado  ingerido  pelos  cordeiros.

Nota:  Compostos  fenólicos  totais  (mg/kg)  dos  concentrados.  Controle:  253,9;  TP1,3:  266,8;  TP2,7:  276,6;  TP5,3:  285,0.  IC50  (mg/mL  -  concentração  responsável  por  reduzir  a  

viabilidade  celular  pela  metade)  dos  concentrados.  Controle:  0,033;  TP1,3:  0,152;  TP2,7:  0,196;  TP5,3:  0,255.

O  tratamento  controle  e  os  tratamentos  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3  representam  0,  1,3,  2,7  e  5,3  mL  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.

Experimento  1:  Estudo  piloto  -  Ingredientes  (g/kg)  e  composição  química  dos  ingredientes  e  rações  experimentais  (g/kg  MS).

Tabela  1

b

para

c
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Para  determinar  a  CPT,  0,5  g  de  cada  concentrado  (controle,  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3)  

foi  pesado  em  um  tubo  Falcon  e  5  mL  de  solvente  etanol  (60%)  foram  adicionados.  A  

mistura  foi  agitada  e  mantida  por  20  minutos  em  banho  aquecido  (96  °C).  Em  seguida,  

permaneceram  por  15  minutos  em  banho  ultrassônico  (180  W)  e  centrifugados  por  15  

minutos  (4000  x  g).  Os  sobrenadantes  foram  filtrados  e  os  extratos  analisados.

2.6.  Hematologia,  bioquímica  sérica  e  proteinograma

Contagens  de  hemoglobina,  eritrócitos  e  leucócitos  totais,  hematócrito  e  diferenciais  

de  leucócitos  foram  realizados  imediatamente  após  a  chegada  da  amostra  ao  laboratório  

usando  um  analisador  hematológico  automático  (três  peças  EQUIP  VET  3000®).  Os  

tubos  sem  anticoagulante  foram  centrifugados  (7000  rpm  por  dez  minutos)  para  separar  

o  soro.  Os  sobrenadantes  foram  transferidos  para  microtubos  de  1,5  mL,  identificados  e  

armazenados  a  -20  ÿC.  As  concentrações  de  proteína  total,  albumina,  triglicerídeos,  

colesterol,  glicose,  aspartato  aminotransferase  (AST)  e  gama-glutamiltranspeptidase  

(GGT)  foram  avaliadas  em  um  analisador  semiautomático  (Bio-2000  BioPlus®)  e  kits  

comerciais  (Analisa®,  Belo  Horizonte,  Brasil).  Os  níveis  de  globina  foram  calculados  

usando  a  fórmula  proteína  total  –  albumina.

2.8.  Contagens  de  E.  coli,  coliformes  totais  e  Enterobacteriaceae  nas  fezes

2.10.  Determinação  de  ácidos  graxos  de  cadeia  curta

A  contagem  foi  realizada  com  1  g  de  cada  amostra  de  fezes,  diluída  em  9  mL  de  água  peptonada  tamponada  em  tubos  

de  ensaio  estéreis  e  homogeneizada  em  agitador  vórtex,  resultando  em  uma  diluição  de  10ÿ  até  atingir  uma  diluição  final  de  4

caixa  térmica  refrigerada  para  transporte  e  analisada  em  até  2  h  para  determinação  da  

contagem  de  coliformes  totais/ Escherichia  coli  e  Enterobactérias.

A  análise  de  frações  proteicas  contendo  dodecil  sulfato  de  sódio  foi  realizada  de  acordo  

com  Fagliari  et  al.  (1998)  utilizando  minigéis  (10  ×  10  cm).  Os  géis  foram  corados  com  

azul  de  Coomassie  e  fotografados  para  identificar  e  quantificar  as  frações  proteicas  

utilizando  o  software  Labimage  1D  (Loccus  Biotechnology).  Um  padrão  contendo  frações  

com  peso  molecular  entre  10  e  250  kD  (Kaleidoscope  –  Bio-Rad)  foi  utilizado  como  

referência.  O  conteúdo  proteico  total,  utilizando  a  técnica  do  biureto,  foi  utilizado  como  

referência  para  a  quantificação  (Layne,  1957).

diluição  de  10ÿ .  Em  seguida,  1  mL  da  diluição  final  foi  inoculado  em  placas  3  M™  

Petrifilm™  EC  6414  para  contagem  de  E.  coli  e  coliformes  totais.  Para  contagem  de  

Enterobactérias,  1  mL  de  cada  amostra  foi  inoculado  em  placas  3  M™  Petrifilm™  EB  

6420.  Posteriormente,  as  placas  foram  incubadas  em  estufa  bacteriológica  a  37  ±  1  ÿC  

por  24  h.  Em  seguida,  a  contagem  de  colônias  foi  realizada  de  acordo  com  o  guia  de  

interpretação  3  M™  Petrifilm™  correspondente  para  cada  tipo  de  placa.  Os  resultados  

foram  expressos  como  unidades  formadoras  de  colônias  por  grama  de  fezes  (UFC/g).

2.7.  Estado  oxidante

A  peroxidação  lipídica  sérica  foi  medida  como  a  quantidade  de  TBARS,  de  acordo  

com  Jentzsch  et  al.  (1996).  A  reação  foi  lida  em  um  espectrofotômetro  Kasuaki  IL-593-S  

a  535  nm.  Os  resultados  foram  expressos  como  nmol  de  malondialdeído  (MDA)/mL  de  

soro.

Além  disso,  100  mL  de  fluido  ruminal  por  animal  foram  coletados  após  3  horas  da  

alimentação  matinal  nos  dias  15,  45  e  75,  utilizando  uma  sonda  oro-ruminal  conectada  a  

uma  bomba  de  vácuo.  O  pH  foi  medido  utilizando  um  medidor  de  pH  digital  portátil  

(TESTO  205®)  e,  em  seguida,  a  atividade  funcional  da  microbiota  ruminal  foi  medida  

utilizando  o  MBRT,  descrito  por  Dirksen  (1993).  Uma  subamostra  de  fluido  ruminal  foi  

reservada  para  a  determinação  de  AGCCs.  Essas  amostras,  após  coletadas,  foram  

imediatamente  submetidas  ao  congelamento  para  evitar  a  degradação  dos  AGCCs,  mas  

a  adição  de  um  ácido  para  permitir  a  desproteinização  da  amostra  não  foi  utilizada  neste  

momento.

Amostras  de  fluido  ruminal  foram  descongeladas  a  5  ÿC  e  agitadas  manualmente  para  

homogeneização.  Alíquotas  de  1  mL  do  sobrenadante  das  amostras  de  fluido  ruminal  foram  

coletadas  em  microtubos  de  polipropileno  (2  mL)  e  centrifugadas  por  cinco  minutos  (12.300  ×  

g).  Em  seguida,  250  ÿL  dos  sobrenadantes  foram  removidos  e  transferidos  para  um  novo  

microtubo  contendo  250  ÿL  de  ácido  fórmico.  A  mistura  foi  agitada  manualmente  e  centrifugada  

novamente  por  três  minutos.  Em  seguida,  250  ÿL  do  sobrenadante  foram  coletados  em  um  

frasco  para  injeção  e  500  ÿL  de  solução  de  3-octanol  (665  ÿg  mLÿ  em

Para  determinar  o  estado  oxidante,  a  atividade  da  glutationa  S-transferase  (GST)  

sérica  foi  medida  com  base  em  Habig  et  al.  (1974)  e  expressa  em  µmol  de  1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno  (CDNB)/min/mg  de  proteína  sérica.  De  acordo  com  Ellman  (1959),  os  

tiois  proteicos  foram  medidos  e  os  resultados  expressos  em  nmol  de  tiois/mg  de  proteína.

O  abate  foi  realizado  após  o  término  do  experimento  (dia  76)  em  um  matadouro  

específico  para  ovinos,  seguindo  as  normas  vigentes  e  acompanhado  por  um  veterinário  

da  inspeção  municipal.  Após  os  procedimentos  de  insensibilização,  sangria,  remoção  de  

pele  e  evisceração,  o  pH  muscular  foi  medido  no  músculo  longissimus  dorsus.  Em  

seguida,  uma  amostra  do  músculo  glúteo  médio  foi  coletada  para  análise  da  composição  

química  e  do  perfil  de  ácidos  graxos.  Um  pedaço  de  fígado  também  foi  coletado  para  

análise  antioxidante.

2.9.  Análise  da  composição  química  da  silagem  e  do  concentrado

Para  o  proteinograma,  eletroforese  em  géis  de  poliacrilamida

As  dietas  foram  analisadas  de  acordo  com  a  Associação  de  Químicos  Analíticos  

Oficiais  (2000):  MS,  método  930.15;  proteína  bruta  (PB),  método  976.05;  extrato  etéreo,  

método  920.39;  e  cinzas,  método  942.05.  O  método  descrito  por  Van  Soest  et  al.  (1991),  

sem  adição  de  sulfito  de  sódio  e  alfa-amilase,  foi  escolhido  para  a  análise  da  fibra  em  

detergente  neutro  e  ácido.

As  amostras  de  ração  foram  previamente  pré-secas  em  estufa  com  ventilação  forçada  

a  55  °C  por  72  h.  Em  seguida,  as  amostras  foram  pesadas  para  determinação  do  teor  de  

matéria  seca  da  amostra  original,  seguidas  de  moagem  em  moinho  tipo  Wiley  (Marconi,  

modelo  MA340)  com  peneira  de  malha  de  1  mm.  As  amostras  pré-secas  e  moídas  foram  

aquecidas  a  105  °C  por  24  h  para  obtenção  da  matéria  seca,  e  as  cinzas  em  mufla  a  600  

°C  (Silva  e  Queiroz,  2002).
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PC

82,8

31.1

228,5

Composição  químicab

EE

46,7

Controlec  

873.0

89,9

1

1

Os  tratamentos  controle  e  própolis  representam  animais  que  receberam  23,45  ppm/kg/MS  de  

monensina  e  3,8  mL  de  própolis  animal/dia,  respectivamente.

Concentrado  basal  -  utilizado  em  todos  os  grupos.  A  composição  química  do  concentrado  dos  

quatro  grupos  foi  idêntica;  ou  seja,  a  curvatura  fitogênica  não  alterou  a  composição  química  do  

concentrado  ingerido  pelos  cordeiros.

Nota:  Compostos  fenólicos  totais  (mg/kg)  dos  concentrados.  Controle:  243,07;  TP138:  269,51.  IC50  

(mg/mL  -  concentração  responsável  por  reduzir  a  viabilidade  celular  pela  metade)  dos  concentrados.  

Controle:  0,206;  TP138:  0,253.

Tabela  2  

Experimento  2  -  Ingredientes  (g/kg)  e  composição  química  dos  ingredientes  e  rações  experimentais  

(g/kg  MS).

fibra  em  detergente),  ADF  (fibra  em  detergente  ácido)  e  EE  (extrato  etéreo).

DM  (matéria  seca),  MM  (matéria  mineral),  PB  (proteína  bruta),  NDF  (matéria  neutra

Composição  do  concentrado,  produção  de  1000  kg:  fubá  de  milho  (525  g/  kg),  farelo  de  soja  

(300  g/kg),  farelo  de  trigo  (117  g/kg),  calcário  calcítico  (10  g/  kg)  e  50  g/kg  de  pré-mistura  (Cálcio  

(mín./máx.)  190/260  g;  Fósforo  (mín.)  20  g;  Enxofre  (mín.)  40  g;  Magnésio  (mín.)  20  g;  Sódio  (mín.)  

62  g;  Matéria  Mineral  (mín.)  8  mg;  Iodo  (mín.)  32  mg;  200.000  UI;  Vit.  D3  (mín.)  40.000  UI;  Vit.  E  

(mín.)  400  UI.

b

para

c

Machine Translated by Google



5

Pesquisa  de  Pequenos  Ruminantes  240  (2024)  107379GL  Deolindo  et  al.

3.  Resultados

No  experimento  1,  as  médias  foram  comparadas  por  meio  de  contrastes  ortogonais  

a  5%  de  significância.  O  primeiro  contraste  (C1)  representou  o  efeito  da  adição  de  

própolis  [controle  versus  tratamentos  (TP1,3  +  TP2,7  +

A  metilação  do  perfil  de  ácidos  graxos  (AG)  foi  realizada  usando  um  método  de  

transesterificação  proposto  por  Hartman  e  Lago  (1973).  1  mL  de  solução  metanólica  de  

KOH  0,4  M  foi  adicionado  aos  lipídios  extraídos  em  um  tubo  de  ensaio  e  agitado  em  

vórtice  por  um  minuto.  As  amostras  foram  mantidas  em  banho-maria  por  dez  minutos  à  

temperatura  de  ebulição.  Posteriormente,  foram  resfriadas  à  temperatura  ambiente  e  3  

mL  de  solução  metanólica  de  H2SO4  1  M  foram  adicionados,  agitados  em  vórtice  e  

mantidos  em  banho-maria  por  dez  minutos.  Após  o  resfriamento,  2  mL  de  hexano  foram  

adicionados  e  centrifugados  a  2000  rpm  por  dez  minutos.  Finalmente,  o  hexano  com  

ésteres  metílicos  de  ácidos  graxos  (FAME)  foi  submetido  à  análise  cromatográfica.  Um  

cromatógrafo  a  gás  modelo  TRACE  1310  com  um  detector  de  ionização  de  chama  

(Thermo  Scientific)  foi  usado  para  determinar  o  FAME.  Um  microlitro  de  amostras  foi  

injetado  em  um  injetor  split/splitless,  operado  em  modo  split  com  uma  proporção  de  1:20  

a  250  ÿC.

Não  houve  diferença  entre  os  grupos  para  a  contagem  de  monócitos.  Não  houve  efeito  

do  dia  e  da  interação  tratamento  x  dia  (P  ÿ  0,05)  para  as  variáveis  eritrócitos,  

hematócrito,  hemoglobina,  leucócitos,  monócitos  e  granulócitos.  No  entanto,  a  variável  

contagem  de  linfócitos  apresentou  efeito  significativo  do  dia  para  todos  os  grupos  (P  =  

0,05)  e  para  a  interação  tratamento  x  dia  (P  =  0,01);  os  animais  do  tratamento  controle  

apresentaram  contagens  mais  elevadas  nos  dias  45  e  75  do  que  os  animais  dos  grupos  

TP2.7  e  TP5.3  (Material  Suplementar  3).

O  hidrogênio  foi  usado  como  gás  de  arraste  a  uma  vazão  constante  de  1,5  mL/min.  A  

separação  dos  FAMEs  foi  realizada  usando  uma  coluna  cromatográfica  RT  2560  

( espessura  de  filme  de  100  m  ×  0,25  mm  ×  0,20  ÿm,  Restek,  EUA).  A  temperatura  inicial  

do  forno  foi  programada  em  100  ÿC  por  cinco  minutos  e  aumentada  para  180  ÿC  a  uma  

taxa  de  8  ÿC/min.  Em  seguida,  aumentou  para  210  ÿC  a  uma  taxa  de  4  ÿC/min  e,  

finalmente,  até  250  ÿC,  aumentou  para  20  ÿC/min  e  a  manteve  por  7  minutos  em  

isotérmico.  A  temperatura  do  detector  foi  mantida  constante  em  250  ÿC.  Os  compostos  

FAME  foram  identificados  pela  comparação  do  tempo  de  retenção  experimental  com  os  

do  padrão  autêntico  (FAME  Mix-37,  Sigma  Aldrich,  St.  Louis,  MO).  Os  resultados  foram  

apresentados  como  porcentagem  de  cada  AG  identificado  na  fração  lipídica,  

considerando  o  fator  equivalente  ao  tamanho  da  cadeia  FAME  para  FID  e  o  fator  de  

conversão  éster  para  o  respectivo  ácido,  segundo  Visentainer  e  Franco  (2006).  Para  a  

composição  química  da  carne  (MS,  extração  etérea,  PB  e  matéria  orgânica),  os  valores  

foram  obtidos  utilizando  um  espectrômetro  de  reflexão  no  infravermelho  próximo,  modelo  

Spectra  Star  série  2600  XT  de  analisadores  de  infravermelho  próximo  (Unity  Scientific®).

TP5.3)];  segundo  contraste  (C2):  [Controle  versus  TP1.3];  terceiro  contraste  (C3):  

[(Controle  versus  TP2.7)  e  quarto  contraste  (C4):  [controle  versus  TP5.3].  A  análise  de  

regressão  considerando  o  ganho  de  peso  diário  foi  realizada  para  determinar  a  dose  

ideal  de  própolis  (mL/animal/dia).  Nos  experimentos  1  e  2,  todos  os  dados  obtidos  no  

dia  1  para  cada  variável  foram  incluídos  como  covariáveis  em  cada  análise,  e  o  peso  

inicial  foi  incluído  como  uma  variável  no  modelo.  A  estrutura  de  covariância  

autorregressiva  de  primeira  ordem  foi  selecionada  de  acordo  com  o  menor  critério  de  

informação  de  Akaike.  As  médias  foram  separadas  usando  o  método  PDIFF,  o  teste  t  

foi  selecionado  e  todos  os  resultados  foram  relatados  como  médias  com  erros  padrão.  

A  significância  foi  definida  quando  P  ÿ  0,05.

onde  permaneceu  por  um  minuto.  A  ionização  da  chama  de-

Os  resultados  da  bioquímica  sérica  são  apresentados  na  Tabela  4.  Concentrações  

mais  baixas  de  triglicerídeos  foram  observadas  no  soro  dos  cordeiros  do  grupo  TP5.3  

em  comparação  ao  controle.  Concentrações  mais  altas  de  colesterol  total  foram  

encontradas  no  soro  dos  animais  TP2.7  e  TP5.3  em  comparação  ao  controle.  Não  houve  

efeito  do  tratamento  com  extrato  de  própolis  para  as  variáveis  AST,  GGT,  proteína  total,  

albumina,  globulina  e  glicose.

2.12.  Análise  estatística

,

,

3.1.  Composição  química  do  extrato  de  própolis  vermelha

Na  própolis  vermelha  utilizada  no  experimento  2,  o  teor  de  TPC  no  extrato  de  

própolis  foi  de  90,50  ±  3,8  mg  equivalente  de  ácido  gálico/g,  e  a  atividade  antioxidante  

(CI50)  foi  de  0,735  mg/mL.

No  extrato  de  própolis  vermelha  utilizado  no  estudo  piloto,  o  teor  total  de  compostos  

fenólicos  do  extrato  foi  de  93,07  ±  0,780  mg  equivalente  de  ácido  gálico/g,  e  a  atividade  

antioxidante  (CI50)  foi  de  0,735  ±  0,170  mg/mL.  Os  perfis  químicos  dos  compostos  do  

extrato  por  GC/MS  são  apresentados  no  Material  Suplementar  1.

de  cada  ácido  graxo  de  cadeia  curta  (AGCC)  no  fluido  ruminal.

metanol)  foi  adicionado,  usado  como  padrão  interno  (Zahedi  et  al.,  2023)  e  

homogeneizado.  As  amostras  foram  analisadas  em  um  cromatógrafo  a  gás  equipado  

com  um  detector  de  ionização  de  chama  (GC-FID;  Varian  Star  3600,  Palo  Alto,  EUA)  e  

um  amostrador  automático  (Varian  8200CX,  Palo  Alto,  EUA).  Um  microlitro  do  extrato  

foi  injetado  em  modo  split  a  1:10  a  250  ÿC.  O  gás  de  arraste  utilizado  foi  hidrogênio  a  

uma  pressão  constante  de  20  psi.  Os  analitos  (ácidos  acético,  propiônico,  butírico,  

valérico  e  isovalérico)  foram  separados  por  uma  coluna  capilar  CP-WAX  52CB  (60  m  x  

0,25  mm;  espessura  da  fase  estacionária  de  0,25  ÿm)  (Material  suplementar  2).  A  

temperatura  inicial  da  coluna  foi  fixada  em  80  ÿC  por  um  minuto  e  aumentada  para  120  

ÿC  a  uma  taxa  de  8  ÿC  min–1

3.2.  Experimento  1:  estudo  piloto

Os  dados  foram  testados  quanto  à  normalidade  e  homogeneidade  de  variância  usando  

os  testes  de  Shapiro-Wilk  e  Levene,  respectivamente.  Os  hemogramas,  as  contagens  

bacterianas  nas  fezes  e  os  resultados  da  atividade  da  GST  precisaram  ser  transformados  

para  atingir  a  normalidade  e  a  homogeneidade  e,  em  seguida,  foram  retransformados  para  

as  unidades  originais  para  descrição.

Os  resultados  do  desempenho  de  crescimento  dos  cordeiros  foram  apresentados  

na  Tabela  3.  Não  foi  observado  efeito  do  tratamento  com  própolis  sobre  o  peso  corporal  

e  o  consumo  de  ração.  Maior  ganho  de  peso  diário  foi  observado  nos  cordeiros  que  

consumiram  2,7  mL  de  extrato  de  própolis  por  dia  em  comparação  ao  controle;  assim  

como  os  animais  deste  grupo  apresentaram  a  menor  conversão  alimentar  em  

comparação  ao  controle.  A  análise  de  regressão  considerando  o  GMD  mostrou  uma  

tendência  (p  =  0,07)  em  direção  à  dose  ideal  de  3,81  mL/animal/dia  (y  =  ÿ  0,001x²  +  

0,276x  +183,3;  R²  =  0,562).

2.11.  Perfil  de  ácidos  graxos  e  composição  química  da  carne

então  a  230  ÿC  por  15  

ÿC  min–1

Todos  os  dados  foram  analisados  usando  o  procedimento  SAS  'MIXED'  (SAS  Inst.

Inc.,  Cary,  NC,  EUA;  versão  9.4),  com  a  aproximação  de  Satterthwaite

A  extração  foi  realizada  utilizando  o  método  de  Bligh  e  Dyer  (1959)  com  algumas  

modificações.  Frações  de  1,5  g  de  amostras,  0,8  mL  de  água,  5  mL  de  metanol  e  2,5  mL  

de  clorofórmio  foram  adicionadas  a  um  tubo  de  polipropileno  de  15  mL,  sob  agitação  

mecânica  por  30  min.  Em  seguida,  2,5  mL  de  clorofórmio  e  uma  solução  de  NaÿSOÿ  a  

1,5%  foram  adicionados  para  promover  um  sistema  bifásico.  Essa  mistura  foi  agitada  

por  2  min  e,  em  seguida,  centrifugada  por  15  min  a  2000  rpm.  Os  lipídios  obtidos  da  

fase  clorofórmica  foram  submetidos  à  análise  de  ácidos  graxos.

A  temperatura  do  tector  foi  fixada  em  250  ÿC.  Os  resultados  foram  expressos  em  1  mmol  Lÿ

Os  resultados  do  hemograma  dos  cordeiros  foram  apresentados  na  Tabela  4.

Não  houve  efeito  do  tratamento  com  extrato  de  própolis  sobre  os  glóbulos  vermelhos  

(eritrócitos,  hematócrito  e  hemoglobina).  No  entanto,  contagens  totais  de  leucócitos  mais  

baixas  foram  observadas  em  cordeiros  que  consumiram  extrato  de  própolis  em  

comparação  aos  controles,  devido  às  menores  contagens  de  granulócitos  e  linfócitos.

para  determinar  os  graus  de  liberdade  do  denominador  para  os  efeitos  fixos  testados.  

Em  ambos  os  experimentos  (piloto  e  experimento  1),  no  modelo  experimental,  utilizamos  

o  tratamento,  o  dia  da  amostragem  e  a  interação  entre  tratamento  e  dia  da  amostragem  

como  efeitos  fixos.  O  efeito  aleatório  foi  o  "curral"  por  tratamento  (para  dados  sem  

medições  repetidas  ao  longo  do  tempo,  p.  ex.:  dados  de  desempenho  de  crescimento  e  

dados  de  carne  post-mortem;  exceção  para  peso  corporal)  e  o  "animal"  por  tratamento  

(para  todas  as  medições  repetidas  ao  longo  do  tempo,  p.  ex.:  hematologia,  bioquímica,  

ácidos  graxos  e  imunidade).
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Tabela  5  

Experimento  1:  Estudo  piloto  -  Indicadores  ruminais  e  microbiologia  das  fezes  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  misturado  ao  concentrado.

Probabilidades  para  efeito  de  contraste:  C1  =  [CONT  vs  (TP1,3+TP2,7+TP5,3)];  C2  =  CONT  vs  TP1,3;  C3  =  CONT  vs  TP2,7;  C4  =  CONT  vs  TP5,3.

MBRT  (teste  de  redução  do  azul  de  metileno).

Valores  expressos  em  mmol  Lÿ  

Valores  expressos  em  log  UFC/g  de  fezes.

Probabilidades  para  efeito  de  contraste:  C1  =  [CONT  vs  (TP1,3+TP2,7+TP5,3)];  C2  =  CONT  vs  TP1,3;  C3  =  CONT  vs  TP2,7;  C4  =  CONT  vs  TP5,3.

Tabela  4  

Experimento  1:  Estudo  piloto  –  Hemograma,  bioquímica  sérica,  proteinograma  e  estado  oxidativo  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  misturado  ao  concentrado.

O  tratamento  controle  e  os  tratamentos  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3  representam  0,  1,3,  2,7  e  5,3  mL  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.

Tabela  3  

Experimento  1:  Estudo  piloto  -  Desempenho  zootécnico  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  misturado  ao  concentrado.

de  cada  ácido  graxo  de  cadeia  curta  (AGCC)  no  fluido  ruminal.

O  tratamento  controle  e  os  tratamentos  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3  representam  0,  1,3,  2,7  e  5,3  mL  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.

(TBARS)  e  glutationa  s-transferase  (GST).

5

para

b

b

CONT  vs  TP1.3;  C3  =  CONT  vs  TP2.7;  C4  =  CONT  vs  TP5.3.  3Aspartato  aminotransferase  (AST),  gama-glutamil  transferase  (GGT),  imunoglobulina  A  (IgA)  e  G  (IgG),  substâncias  reativas  ao  ácido  tiobarbitúrico

1O  tratamento  controle  e  os  tratamentos  TP1.3,  TP2.7  e  TP5.3  representam  0,  1,3,  2,7  e  5,3  mL  de  própolis  por  animal/dia,  respectivamente.  2Probabilidades  de  efeito  de  contraste:  C1  =  [CONT  vs  (TP1.3+TP2.7+TP5.3)];  C2  =

para

1

d

c
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28,9

4,94

0,35

66,7

0,212

0,01

0,05

4,71  

34,8

0,18  

0,86

15.06

0,16

0,90

6,87

Ingestão  de  matéria  seca  (CMS),  kg/dia

0,79

48,8

0,35

0,87

0,59

0,05

1,35

0,02

0,27

TP1.3

0,56

0,42

0,25  

0,86

0,95

74,8

3,74

232

10.9

0,27

83,0

Líquido  ruminal

86,3

Ácido  isovalérico,  mmol/L

3.12

0,39

5,34  

0,31

SEM

7,72

9,65

0,95

Estado  oxidativo

395b

0,38  

0,74

C4

0,95

0,184  

0,92

0,80

0,08  

0,94

5.33

72,8

0,72

C4

0,80

0,41

235

0,85

0,26

0,92

0,86

CONT

6,61

0,28

0,92

0,01

94,7

10.8

0,02  

0,02

1.02

0,40
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7h30

Enterobacter  (x  104 )

9,52

0,32

Ácido  propiônico,  mmol/L

2,50

1,34  

0,67

Leucócitos  (x103  µL)

0,04

5,73  

0,42

94,2

C1 C3

49,2

Proteína  C-reativa  (g/dL)

0,92

C2

0,89

Colesterol  (mg/dL)

16,8

0,05

Variáveis

0,92

Tióis  totais

Tratamentosb

0,03

Eritrócitos  (x106  µL)

0,96

0,43

3.01

1,21  

0,76

TP2.7

0,05

Cadeia  pesada  de  IgG  (g/gL)

0,21

75,5

423a

Albumina  (g/dL)

0,81

0,12  

0,65

0,89

0,31

83,5

0,23

0,05

0,05

0,91

0,05

0,04

0,194  

0,96

0,61

191

0,89

0,25

67,5

6,64

0,45

C3

6,72

0,19

42,4

80,0

Tratamentos

0,92

Coliformes  totais  (x  104 )

7,85

0,75

7.21

Ácido  acético,  mmol/L

28,5

Proteinograma

0,39  

0,30

82,1

66,1

CONT

0,04

0,62

73,7

0,05

0,21

0,10

0,12

GGT  (U/L)

0,03  

0,94

4,81  

27,3

0,02

0,01

0,28

0,76

0,091

0,87

0,178  

0,95

0,85

0,92

0,95

82,3

6,65

0,81

0,27

TP5.3

0,93

15.4

27,4

0,03

8.23

C2

0,36

52,9

39,5

0,95

0,66  

0,80

99,8

2,35

MBRTa  (s)

Fezesd

0,47  

0,34

52,8

TP2.7

0,02  

0,16

10.9

0,90

94,5

Ácido  butírico,  mmol/L

78,8

0,17  

0,03

6,47

0,03  

0,80

87,0

C4

74,8

Granulócitos  (x103  µL)

0,04

29.1

0,96

C3

0,69

0,08

5,19  

0,28

SEM

0,96

Variáveis

394b

Haptoglobina  (g/dL)

0,18

78,1

AST  (U/L)

Glicose  (mg/dL)

0,8579,1

0,01

0,25

5,00

0,04

0,05

0,89

13,9

0,07

0,80  

0,92

5,17  

31,3

6,66

0,66

0,05

TP2.7

0,89

0,82

Conversão  alimentar  (DMI/ADG),  kg/kg

50,5

0,88

15,7

0,03  

0,13

C2

1,11  

0,73

0,59

1,39

0,95

6,45  

0,48

0,41

C1

Hemoglobina  (g/dL)

0,74

0,94

Valor-p5

0,85

Valor-p2

Transferrina  (g/dL)

0,01

0,18

79,7
Triglicerídeos  (mg/dL)

17,8

0,09

0,91

Monócitos  (x103  µL)

2.14

5,00

0,67  

0,75

0,02

0,03

0,04

0,452

5,41  

35,1

0,01  

0,08

0,94

0,02

49,0

160

Ganho  médio  diário  (GMD),  kg/dia

0,91

73,0

0,10

2,48

6,44

0,21

SEM

0,14

0,20

0,23

0,87

C1

7.08

61,7

0,90

Unid

0,14

0,94

16,5

0,22

0,11

0,19

101

9,63

10.3

0,44  

0,33 0,09

Escherichia  coli  (x  104 )

0,78

8.10

0,29

59,6

0,08

89,6

Ácidos  graxos  de  cadeia  curta  totais  mmol/L

0,12

Hematócrito  (%)

0,73

0,28  

0,84

TP5.3

Ceruloplasmina  (g/dL)

GST  (µmol  CDNB/min/mg  proteína)

CONT

TP5.3

0,90

0,92

Globulina  (g/dL)

0,36

1,05  

0,72

0,58

Tratamentos1

Linfócitos  (x10c  µL)

0,81

0,26

0,03

69,7

79,3

2,95

Valor-pb

5,75

0,27

0,13

7,52

Ácido  valérico,  mmol/L

0,12

8,76

0,05  

0,83

28,7

7,27

0,20

0,54  

0,36

2.31

pH  do  rúmen

Hematologia

0,72

0,09

40,6

0,45  

0,82

0,36  

0,09

TP1.3

0,89

TP1.3

0,25

430a

TBARS  (nmol  MDA/mL)

Proteína  total  (g/dL)

0,91

IgA  (g/dL)

2.08

0,52

0,05

0,35

68,7

0,05

0,01

13.6

0,182  

0,91

0,29

0,36

0,20  

1,87

6,65
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Os  resultados  do  desempenho  de  crescimento  estão  descritos  na  Tabela  6.  Os  animais  

que  receberam  própolis  apresentaram  maior  peso  corporal  do  que  os  animais  do  grupo  

MONENSIN  nos  dias  60  e  75  (interação;  P  =  0,05);  entretanto,  o  tratamento  não  afetou  o  

peso  corporal  (P  =  0,17).  O  ganho  de  peso  de

Os  resultados  dos  indicadores  ruminais  são  apresentados  na  Tabela  8.  Os  animais  

alimentados  com  própolis  apresentaram  maiores  valores  de  pH  nos  dias  45  e  75,  com  efeito  

significativo  do  tratamento  (P  =  0,01).  O  grupo  PRÓPOLIS  apresentou  menor  tempo  para  

MBRT  do  que  os  animais  MONENSINA  nos  dias  45  e  75  (P  =  0,01).  Foi  encontrada  menor  

concentração  de  ácidos  graxos  de  cadeia  curta  no  fluido  ruminal  dos  cordeiros  que  

consumiram  própolis  (Tabela  8).  O  tratamento  ou  a  interação  tratamento  x  dia  não  afetou  a  

proporção  dos  ácidos  acético,  propiônico,  butírico,  isovalérico  e  valérico  (P>0,05).  A  relação  

acético/propiônico  foi  maior  no  rúmen  dos  cordeiros  que  consumiram  própolis  em  comparação  

à  monensina.  No  fluido  ruminal,  houve  efeito  do  dia  (p  =

0,01)  para  ambos  os  tratamentos  (MONENSINA  e  PRÓPOLIS),  para  tempo  de  MBRT,  concentração  de  

AGCC  e  proporção  de  ácido  acético.  O  dia  da  coleta  não  teve  efeito  sobre  as  demais  variáveis  relacionadas  

ao  fluido  ruminal.

Os  resultados  dos  biomarcadores  no  fluido  ruminal  foram  apresentados  na  Tabela  5.

Não  houve  efeito  do  tratamento  nas  contagens  de  E.  coli  e  Enterobacteria  nas  fezes  de  

cordeiros  (Tabela  5).  No  entanto,  contagens  totais  de  coliformes  mais  baixas  foram  

encontradas  nas  fezes  de  cordeiros  TP1.3  quando  comparados  ao  controle.  Contagens  de  E.  

coli  entre  tratamento  x  dia  (P  =  0,05).  Os  animais  TP5.3  apresentaram  contagem  maior  que  

os  animais  TP1.3  no  dia  15.  A  contagem  total  de  coliformes  do  grupo  TP5.3  foi  maior  que  a  

do  grupo  TP1.3  no  décimo  quinto  dia;  no  entanto,  os  animais  dos  tratamentos  controle  e  

TP1.3  apresentaram  contagens  maiores  que  os  dos  tratamentos  TP2.7  e  TP5.3  no  dia  45  (P  

=  0,01).

As  contagens  de  Enterobacteriaceae  não  diferiram  entre  o  tratamento  x  dia  e  dia  (P  ÿ

Efeito  do  tratamento  foi  observado  para  o  pH  ruminal,  sendo  maior  em  cordeiros  que  

consumiram  extrato  de  própolis  em  comparação  ao  controle.  Não  houve  diferença  entre  os  

grupos  para  atividade  bacteriana  (MBRT).  Menor  concentração  de  AGCC  foi  observada  em  

cordeiros  que  consumiram  própolis  em  comparação  ao  controle  devido  às  menores  

concentrações  de  ácido  acético  e  butírico.  Não  houve  efeito  do  tratamento  para  ácido  

propiônico,  isovalérico  e  valérico.  O  ácido  acético  apresentou  interação  significativa  entre  a  

interação  tratamento  x  dia  (P  =  0,01),  e  os  animais  nos  tratamentos  TP2,7  e  TP5,3  

apresentaram  maior  concentração  no  dia  15.  No  dia  75,  os  animais  do  grupo  controle  

apresentaram  concentrações  de  ácido  acético  maiores  que  os  dos  grupos  TP1,3  e  TP2,7.  As  

concentrações  de  ácido  propiônico  apresentaram  diferença  apenas  no  dia  15  para  o  grupo  

controle,  que  foi  maior  que  o  grupo  TP5,3  (P  =  0,01  para  a  interação  entre  tratamento  x  dia).  

O  ácido  butírico  apresentou  concentrações  a  interação  tratamento  x  dia  (P  =  0,001)  ou  seja,  

no  dia  15,  os  grupos  TP2.7  e  TP5.3  apresentaram  concentrações  menores  que  o  grupo  

controle;  Entretanto,  no  dia  75,  os  animais  do  grupo  controle  superaram  apenas  o  grupo  

TP2.7.  A  concentração  de  ácido  valérico  foi  maior  nos  tratamentos  controle,  TP1.3  e  TP2.7  

em  comparação  ao  tratamento  TP5.3  no  dia  15  (P  =  0,01),  e  quando  avaliadas  apenas  as  

diferenças  entre  os  tratamentos,  houve  uma  tendência  (P  =  0,10)  dos  animais  controle  

apresentarem  valores  maiores  que  o  TP5.3.  Houve  efeito  do  dia  para  acético,  butírico  e  

valérico  nos  cordeiros  TP5.3,  que  aumentaram  ao  longo  do  tempo.  Efeito  do  dia  (aumentou  

ao  longo  do  tempo)  para  ácido  propiônico  em  todos  os  tratamentos.  Não  houve  interação  

tratamento  x  dia  ou  efeito  do  dia  para  a  soma  de  AGCC,  pH  e  MBRT  (Material  suplementar  

3).

Também  não  há  efeito  dia  e  interação  tratamento  x  dia  (P  ÿ  0,05)  para  triglicerídeos,  

colesterol,  AST,  GGT,  proteína  total,  albumina,  globulina  ou  glicose.

A  proporção  de  animais  que  receberam  própolis  foi  maior  do  que  a  daqueles  que  receberam  

MONENSIN  (P  =  0,05),  assim  como  o  GMD  dos  animais  tratados  com  própolis  (P  =  0,05).  

Não  houve  efeito  entre  os  tratamentos  ou  na  interação  tratamento  x  dia  (P  ÿ  0,11)  para  ganho  

de  peso  do  dia  1  ao  dia  15,  IMS  e  conversão  alimentar.

Os  dados  do  estado  oxidativo  estão  na  Tabela  4.  Os  cordeiros  que  consumiram  1,3  e

Os  resultados  do  perfil  proteico  por  eletroforese  estão  na  Tabela  4.  O  efeito  do  tratamento  

com  extrato  de  própolis  foi  observado  nos  níveis  de  ceruloplasmina,  sendo  menor  no  soro  de  

cordeiros  que  consumiram  própolis  em  comparação  ao  controle.  Menor  concentração  de  

proteína  C-reativa  no  soro  de  cordeiros  que  consumiram  2,7  e  5,3  mL  de  extrato  de  própolis  

em  comparação  ao  controle.  Nenhum  efeito  do  tratamento  foi  observado  entre  os  grupos  

para  imunoglobulinas,  transferrina  e  haptoglobina.  Também  não  houve  interação  tratamento  

x  dia  e  efeito  dia  para  concentrações  de  IgA,  cadeia  pesada  de  IgG,  transferrina,  

ceruloplasmina  e  proteína  C-reativa.  Mas  os  níveis  de  haptoglobina  foram  influenciados  pela  

interação  entre  tratamento  x  dia  (P  =  0,05);  sem  efeito  no  dia  (P  =  0,67).

0,05).  Houve  efeito  do  dia  para  contagens  de  E.  coli  e  coliformes  totais  em  todos  os  

tratamentos,  reduzindo  ao  longo  do  tempo  (Material  suplementar  3).

Os  resultados  da  análise  hematológica  estão  descritos  na  Tabela  7.

Os  resultados  da  análise  microbiológica  das  fezes  estão  descritos  na  Tabela  8.  Os  

animais  do  grupo  PRÓPOLIS  apresentaram  contagens  menores  de  Escherichia  coli  nos  dias  

45  e  75  (P  =  0,03),  com  efeito  significativo  do  tratamento  (P  =  0,05).  O  mesmo  ocorreu  para  

a  variável  coliformes  totais  nos  dias  45  e  75  (P  =  0,01),  com  contagens  menores  nos  animais  

do  grupo  PROP-OLIS  em  comparação  ao  grupo  MONENSINA.  No  entanto,  houve  efeito  

significativo  do  tratamento  e  interação  tratamento  x  dia  para  as  contagens  de  Enterobactérias,  

com  contagens  bacterianas  menores  observadas  no  dia  45  (P  =  0,05).

Os  animais  alimentados  com  própolis  apresentaram  contagens  de  linfócitos  maiores  do  que  

os  animais  do  grupo  MONENSIN  no  dia  15  (P  =  0,01).  Não  foram  detectados  efeitos  de  

tratamento  ou  de  tratamento  x  dia  (P  >  0,11)  para  hematócrito,  hemoglobina,  eritrócitos,  

leucócitos,  granulócitos  ou  monócitos.  Houve  efeito  do  dia  (P  =  0,01),  para  ambos  os  

tratamentos  (MONENSIN  e  PRÓPOLIS),  para  as  variáveis  leucócitos  totais,  linfócitos  e  

granulócitos.  O  dia  da  coleta  não  teve  efeito  sobre  as  demais  variáveis  hematológicas.

3.3.  Experimento  2

2,7  mL  de  extrato  de  própolis  apresentaram  níveis  mais  baixos  de  TBARS  em  comparação  

ao  controle.  Esses  mesmos  animais  (TP1,3  e  TP2,7)  apresentaram  menor  atividade  de  GST  

em  comparação  ao  controle.  Não  houve  efeito  do  tratamento  sobre  a  concentração  de  tiois  

totais.  Além  disso,  não  houve  interação  tratamento  x  dia  e  efeito  dia  para  as  concentrações  

de  TBARS  e  tiois  totais,  assim  como  a  atividade  de  GST  diferiu  entre  os  grupos.

Houve  efeito  do  dia  (p  =  0,03),  para  ambos  os  tratamentos  (MONENSINA  e  PRÓPOLIS),  na  atividade  da  

AST.  O  dia  da  coleta  não  teve  efeito  sobre  as  demais  variáveis  bioquímicas  clínicas.

Os  resultados  da  bioquímica  sérica  estão  descritos  na  Tabela  7.  Os  animais  alimentados  

com  própolis  apresentaram  maior  atividade  de  AST  do  que  o  grupo  MONENSINA  nos  dias  

45  e  75,  assim  como  o  efeito  do  tratamento  (P  =  0,01).  Não  foram  identificados  efeitos  do  

tratamento  e  do  tratamento  x  dia  (P  >  0,11)  para  glicose,  triglicerídeos,  colesterol,  proteína  

total,  albumina,  globulina  e  gama  GT.
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Variáveis

Peso  inicial  (d15) 21.4

18.4

0,02 0,03

3,79

0,69

MONENSINA  PRÓPOLIS

Ganho  médio  

diário  (GMD)
0,950

0,17

Tratar

Conversão  alimentar

£dia

0,17

38.1a

-

(kg/kg)

0,261a

Peso  corporal  (kg)

21.0

0,910

Peso  final  (d75)

Valor  P  do  SEM

0,54

-

3,63

Tratar

GL  Deolindo  et  al.

0,42Ingestão  de  

matéria  seca  

(kg/dia)

36,5b

0,32 -

0,240b

0,79

18.3

0,05

0,66

Dia  1

Tratamentos1

ppm/kg/MS  de  monensina  e  3,8  mL  de  própolis  animal/dia,  respectivamente.

Dentro  de  uma  linha  significa  que  sem  um  sobrescrito  comum  diferem  (P  ÿ  0,05)  ou  tendem  a  

diferir  (P  ÿ  0,10).

Os  tratamentos  com  monensina  e  própolis  representam  animais  que  receberam  23,45

Tabela  6  

Experimento  2  -  Desempenho  zootécnico  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  
vermelha  misturado  ao  concentrado.

sobre

1
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Dentro  de  uma  linha  significa  que  sem  um  sobrescrito  comum  diferem  (P  ÿ  0,05)  ou  tendem  a  diferir  

(P  ÿ  0,10).

gama-glutamil  transferase  (GGT). Houve  efeito  do  dia  (P  <  0,05).

MBRT  (teste  de  redução  do  azul  de  metileno);  SCFA  (ácidos  graxos  de  cadeia  curta);  Valores  

expressos  em  log  UFC/g  de  fezes.

Aspartato  aminotransferase  (AST)  e

Nota:  Para  analisar  o  efeito  do  tratamento,  foram  utilizados  os  resultados  dos  dias  15,  45  e  75,  que  

correspondem  ao  período  experimental;  os  resultados  foram  apresentados  como

Tabela  8  

Experimento  2  -  Indicadores  ruminais  e  microbiologia  das  fezes  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  

de  própolis  vermelha  misturado  ao  concentrado.

Tabela  7  

Experimento  2  -  Hemograma  de  cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  misturado  

ao  concentrado  comparado  à  monensina.

Os  tratamentos  com  monensina  e  própolis  representam  animais  que  receberam  23,45  ppm/kg/MS  

de  monensina  e  3,8  mL  de  própolis  animal/dia,  respectivamente.

uma  média.
Houve  efeito  do  dia  (P  <  0,05).  a-bDentro  de  uma  linha,  os  

meios  sem  um  sobrescrito  comum  diferem  (P  ÿ  0,05)  ou  tendem  a  diferir  (P  ÿ  0,10).

Nota:  Para  analisar  o  efeito  do  tratamento,  foram  utilizados  os  resultados  dos  dias  15,  45  e  75,  que  

correspondem  ao  período  experimental;  os  resultados  foram  apresentados  como  médias.
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0,01

0,15

0,05

Tratamentos1

Proteína  total  (g/dL)

1,25 0,01

186b  

42,6b

93,6

0,56

Fezes

113

MONENSINA  PRÓPOLIS

Dia  15

0,56

3,56

Líquido  ruminal

0,65

Hemoglobina  (g/dL)

6.41

7.04

0,90

98,4b  

101  

113

0,12

0,01

6.11

Dia  75

0,72

175

microbiologia2

Dia  45

0,92

0,05

9,32

0,93

Colesterol  (mg/

dL)

3,94

11.8

90,6

0,01

2,85

£  dia

6h35  

6h38

0,20

2,55

195

0,95

0,92

0,24

Hematócrito  (%)

0,01

610a  

209a

56,2  

33,0b  

57,8b

0,11

0,38

2,87

Globulina  (g/dL)

22,7

Tratar

6.34

10.1

Dia  75

3.21

59,7

1,76  

2,57a

0,89

95,9

pH  do  rúmen  

Dia  15  

Dia  45  

Dia  75  

MBRT  (s)3  

Dia  15  

Dia  45  

Dia  75

8.41

10.2

65,1

134

Monócitos  

(x103 /µL)

3,65

129

11,0  

8,93a  

4,59  

3,03

0,26

0,34

Tratamentos1

0,89

(x104 )

0,03

Variáveis2

0,02

0,41

310a  

82,7a

6.21

Albumina  (g/dL)

0,55

92,5

74,2

Tratar

Dia  45

10.0

5,96

0,13

Eritrócitos  (x  106  µL)

0,95

7.24

0,81

0,05

65,3

0,01

Granulócitos  

(x103 /µL)2

3,05

6.06

594a

10,8  

7,43b  

4,37  

3,13

0,86

0,95

3.14

61,3

108,2b  

103,5b

0,02

Dia  15  

Dia  45  

Dia  75  

Ácido  acético  (%)3  

Ácido  propiônico  

(%)

3,51

0,82

0,61

1,27

0,85

Linfócitos  (x103 /

µL)2

bioquímica

2,46

0,92

Valor  P  SEM

0,91

0,57

Dia  45

1,49

AST  (U/L)2  Dia  

1  Dia  

15  Dia  

45  Dia  75

Dia  15

Tratar

0,03

3,94

Enterobacter  (x104 )

MONENSINA  PRÓPOLIS

0,03

2,85

3.04

0,26

7,36

26.3

0,07

ÿ  SCFA  (mmol/L)3

Leucócitos  

(x103  µL)2

1.01

0,23

2,54

0,93

30.4

120

3,41

Sérico

0,96

0,93

GL  Deolindo  et  al.

Variáveis

Dia  15

0,92

0,01

2,86

159

338b

GGT  (U/L)

41,4  

67,8a  

78,3a

0,54

0,91

Dia  15

29.1

0,96

0,06

0,01

6.16

Glicose  (mg/dL)  74,7  Triglicerídeos  

27,3  (mg/dL)

10.7

Escherichia  coli

Ácido  valérico  (%)  1,90  2,43b  

Acético/  propiônico

0,75

Coliformes  totais  

(x104 )

SEM

£dia

Dia  75

6.13b  

6.11b

1,97

235

0,73

0,11

Hemograma

0,26

0,02

80,3a  

93,0a

0,23

Ácido  butírico  (%)  10,6  Ácido  isovalérico  

1,40

0,96

0,32

96,8

357b  

137b

0,56

0,96

0,64

0,08

Dia  1

11.8

5.10

0,68

94,3

0,95

121a  

104  

119

7,28

1.19

Dia  75

Valor  de  p

(%)

Tratar

Dia  45

0,03

25,4

3,82

0,94

1

2

b

2 para-

e  3,8  mL  de  própolis  animal/dia,  respectivamente.  2

1Os  tratamentos  com  monensina  e  própolis  representam  animais  que  receberam  23,45  ppm/kg/MS  de  monensina

3

3

3

3

0,11)  para  peso  da  carcaça,  rendimento,  pH  da  carcaça  quente,  MS,  gordura,  proteína  e  

matéria  orgânica.

Além  disso,  foi  detectado  efeito  do  tratamento  (P  =  0,05)  para  a  concentração  total  de  

ácidos  graxos  monoinsaturados  (AGMI),  sendo  maior  nos  animais  alimentados  com  

própolis  vermelha  quando  comparados  aos  cordeiros  do  grupo  MONENSIN.  Não  houve  

efeito  do  tratamento  para  as  demais  variáveis  relacionadas  ao  perfil  de  AG  na  carne.

De  acordo  com  a  literatura,  a  composição  química  da  própolis  depende  da  biodiversidade  

da  área  onde  as  colmeias  coletam  seu  material  e  de  sua  localização  fitogeográfica,  e  

essa  variação  afeta  diretamente  suas  propriedades  farmacológicas  (Afrouzan  et  al.,  

2018).  Vestitol  e  medicarpina  existem  apenas  no  décimo  terceiro  tipo  de  própolis  e  nunca  

foram  mencionados  nos  outros  12  tipos  de  própolis  brasileira  (Park  et  al.,  2000).  A  

própolis  vermelha  é  rara  devido  às  suas  robustas  propriedades  antioxidantes,  

antimicrobianas,  antiprotozoárias  e  antifúngicas  (Freires  et  al.,  2016;  Rufatto  et  al.,  

2018),  pois  é  produzida  a  partir  de  resinas  coletadas  de  plantas  específicas  encontradas  

em  regiões  geográficas  limitadas.  A  própolis  vermelha  brasileira  é  derivada  principalmente  

da  planta  Dalbergia  ecastaphyllum,  que  cresce  em  áreas  costeiras  específicas  da  região  

nordeste  do  Brasil.

Em  comparação  com  outros  tipos  de  própolis,  a  produção  da  própolis  vermelha  é  

naturalmente  menor  devido  à  disponibilidade  limitada  de  plantas-fonte  e  à  dependência  

da  atividade  das  abelhas  em  ambientes  específicos.  Ela  possui  compostos  químicos  

únicos  que  não  são  comumente  encontrados  em  outros  tipos  de  própolis.

Os  resultados  das  características  da  carcaça  e  da  composição  química  da  carne  

estão  descritos  na  Tabela  9.  Não  houve  efeito  do  tratamento  (P  >

Os  resultados  do  perfil  de  AG  na  carne  estão  descritos  na  Tabela  9.  A  carne  dos  

animais  alimentados  com  própolis  vermelha  apresentou  menor  concentração  de  ácido  

palmítico,  enquanto  houve  aumento  de  ácido  palmitoleico  (P  =  0,01).

0,01)  para  ambos  os  tratamentos  (MONENSINA  e  PRÓPOLIS),  quanto  à  contagem  de  

E.  coli,  coliformes  totais  e  Enterobactérias.

=  0,01)  em  cordeiros  do  grupo  PRÓPOLIS.  Houve  efeito  do  dia  (p  =

4.  Discussão

A  adição  de  extrato  de  própolis  vermelha  à  dieta  de  cordeiros  diminuiu  o  estado  

oxidativo,  melhorou  as  respostas  inflamatórias  e  o  crescimento  animal;  essas  melhorias  

nem  sempre  ocorrem  em  experimentos  com  própolis.

Machine Translated by Google



Animais  TP2.7  apresentam  maior  GMD.  No  entanto,  os  cordeiros  tratados  com  

PRÓPOLIS  no  experimento  2  alcançaram  maior  peso  corporal  devido  ao  maior  ganho  de  

peso  e  ganho  diário  durante  o  período  experimental.  Cordeiros  lactentes  que  foram  

suplementados  com  própolis  verde  na  dose  de  150  µL/kg  de  peso  corporal  apresentaram  

ganho  de  peso  significativo  (C´ecere  et  al.,  2021),  enquanto  Itavo  et  al.  (2011)  encontraram  

ganho  diário  mais  significativo  em  cordeiros  confinados  alimentados  com  própolis  verde  

na  dose  de  15  mL/dia  (67,0  mg  de  flavonoide).

própolis.  Esses  compostos  incluem,  por  exemplo,  isoflavonas.  No  entanto,  na  própolis  

deste  estudo,  não  foram  encontrados  compostos  raros  que  a  classificassem  como  o  

décimo  terceiro  tipo.  Essa  descoberta  ocorre  porque  as  própolis  de  cada  estudo  são  

originárias  de  locais  diferentes,  e  suas  respectivas  composições  também  são  diferentes.  

Portanto,  os  valores  de  fenóis  e  flavonoides  são  exclusivos  deste  estudo  e  são  difíceis  de  

comparar  com  a  literatura.

Entretanto,  é  possível  que  a  própolis  vermelha  influencie  direta  e  indiretamente  nossos  

resultados,  conforme  discutido  abaixo.

A  própolis  possui  alta  bioatividade  e  sinergia  entre  seus  compostos;  por  isso,  é  chamada  

de  aditivo  alimentar.  Assim  como  a  monensina,  a  própolis  atua  contra  bactérias  gram-

positivas,  o  que  beneficia  a  fermentação  ruminal  em  termos  de  utilização  de  nutrientes,  

melhorando  o  desempenho  animal  (Zawadzki

O  leucograma  deve  ser  interpretado  com  cautela,  pois  o  aumento  de  células  pode  

indicar  aumento  da  resposta  inflamatória  (efeito  negativo  na  produtividade  animal)  ou  

estimulação  do  sistema  imunológico  (efeito  positivo  para  o  animal).  O  aumento  da  

resposta  inflamatória  em  animais  pode  levar  a  uma  série  de  efeitos  adversos  que  

impactam  negativamente  a  produtividade,  como  redução  do  crescimento,  pois  a  energia  

que  os  animais  usariam  para  crescimento  e  produção  pode  ser  desviada  para  combater  

a  inflamação,  e  a  inflamação  pode  afetar  a  digestão  e  a  absorção  de  nutrientes,  resultando  

em  menor  eficiência  alimentar;  a  redução  dessas  células  de  defesa  pode  indicar  

interferência  negativa  na  resposta  imune  ou  simplesmente  um  efeito  anti-inflamatório  

desejável  devido  ao  consumo  do  aditivo.  No  estudo  piloto,  houve  menor  número  de  

leucócitos  nos  animais  alimentados  com  extrato  de  própolis,  embora  o  valor  estivesse  

dentro  da  faixa  de  normalidade  para  a  espécie  (González  e  Silva,  2022),  sugerindo  efeito  

benéfico  no  desempenho  dos  cordeiros.  Morsy  et  al.  (2016)  encontraram  maior  número  

de  leucócitos  em  ovinos  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha;  Slazon  et  al.  

(2019)  não  encontraram  diferença  no  leucograma  de  bezerros.

A  menor  contagem  de  linfócitos  é  responsável  pelo  menor  número  de  leucócitos  em  

cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha.  Essa  diminuição  não  interferiu  

na  concentração  de  globulinas;  no  entanto,  afetou  os  níveis  de  proteínas  de  fase  aguda,  

ou  seja,  os  níveis  de  ceruloplasmina  e  proteína  C-reativa  estavam  em  menores  

concentrações  nos  animais  alimentados  com  própolis,  sugerindo  um  efeito  anti-inflamatório.  

Os  flavonoides  são  poderosos  anti-inflamatórios,  o  que  explica  nossos  resultados.  A  

elevação  dessas  proteínas  (ceruloplasmina  e  proteína  C-reativa)  pode  sugerir  uma  

resposta  de  sobrecarga  devido  a  lesões  teciduais  e  infecções  locais  (Gabay  e  Kushner,  

1999),  levando  a  um  maior  consumo  de  ATP  pelo  organismo  animal,  refletindo  em  menos  

energia  para  produzir  massa  muscular  e  proporcionar  ganho  de  peso  para  os  animais.  

Portanto,  indiretamente,  devido  à  ação  anti-inflamatória,  a  ingestão  de  própolis  pelos  

cordeiros  favoreceu  seu  crescimento.  De  acordo  com  a  literatura,  os  flavonoides  também  

podem  regular  proteínas  do  ácido  araquidônico  (Hou  et  al.,  2007),  diminuir  espécies  

reativas  de  oxigênio  com  consequente  inibição  da  via  inflamatória  (Salzano  et  al.,  2014),  

inibir  a  via  do  NF-kB  por  meio  da  ativação  do  PPAR-gama  (Martinez-Micaelo  et  al.,  2015)  

e  regular  proteínas  quinases  ativadas  por  mitógeno  (Wadsworth  et  al.,  2001;  Cho  et  al.,  

2003).  C´ecere  et  al.  (2021)  avaliaram  proteínas  de  fase  aguda,  como  a  ceruloplasmina,  

em  cordeiros  alimentados  com  própolis  verde  e  não  encontraram  diferenças,  mesmo  em  

uma  dose  mais  alta  (250  µl/kg  de  peso  corporal).

A  própolis  atua  como  um  imunoestimulante  devido  à  presença  de  seus  flavonoides  

(Nassar  et  al.,  2012)  e  uma  ação  anti-inflamatória  resultante  de  compostos  presentes  na  

própolis  (Ramos  e  Miranda,  2007).  O  efeito  imunomodulador  é  provavelmente  devido  aos  

componentes  da  própolis  que  aumentam  e  inibem  biomarcadores  do  sistema  imunológico.  

Esses  efeitos  contraditórios  descritos  na  literatura  são  provavelmente  devido  às  complexas  

variações  químicas,  à  presença  em  diferentes  regiões  geográficas  e  às  formas  de  

extração  (Berretta  et  al.,  2017).  Os  efeitos  contraditórios  referem-se  às  diferentes  

maneiras  pelas  quais  a  própolis  pode  influenciar  o  sistema  imunológico,  conforme  

descrito  na  literatura  científica.  Em  outras  palavras,  alguns  estudos  relatam  que  a  própolis  

pode  aumentar  certos  biomarcadores  do  sistema  imunológico,  enquanto  outros  indicam  

que  ela  pode  inibir  esses  mesmos  biomarcadores.  Essas  observações  contraditórias  

sugerem  que  os  efeitos  da  própolis  no  sistema  imunológico  não  são  consistentes.

e  outros,  2011).

A  redução  dos  níveis  de  TBARS  capazes  de  reagir  ao  ácido  tiobarbitúrico  e  a  indução  

da  ativação  de  enzimas  antioxidantes  estão  associadas  a  compostos  encontrados  na  

própolis  (Jasprica  et  al.,  2007).  No  presente  estudo,  foram  encontrados  flavonoides  e  

fenóis,  agentes  antioxidantes  capazes  de  eliminar  radicais  livres  e  proteger  a  ação  da  

peroxidação  lipídica  (Paulino  et  al.,  2018;  Yousef  e  Salama,  2009).  Como  resultado,  

podemos  atribuir  um  efeito  hepatoprotetor  indireto,  visto  que  a  GST  reduziu  sua  atividade,  

uma  enzima  crítica  na  desintoxicação  hepática;  esse  efeito  provavelmente  está  relacionado  

à  redução  das  oxidações  e,  consequentemente,  dos  radicais  livres.

Houve  um  resultado  inesperado  porque  os  animais  que  consumiram  própolis  no  

estudo  piloto  (TP2.7)  tiveram  maior  ganho  de  peso  e  menor
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Matéria  seca

Ácido  eicosadienóico)

0,011

0,094

0,81

0,89

0,050

MONENSINA  PRÓPOLIS

0,085

0,65

0,002

C24:1n9  (nervoso)

27,5

C15:0  (Pentadecanóico)

18,92  

44,44b  

11,62

Matéria  orgânica

0,74

0,143

C18:1n9c  (Oleico)

0,98

0,062

25,00a  

1,626b  

0,963

0,74

0,94

0,048

C18:1n9t  (Elaídico)

0,96

0,003

Ácido  eicosapentaenóico)

C20:2  (cisÿ  11,14-

0,113

0,230

0,008

0,157

0,51

Proteína  bruta

47,7

0,88

22,78b  

2,842a  

0,978

0,96

0,08  

0,55

0,97

C14:1  (Miristoleico)

Peso  da  carcaça  quente  (kg)

SFA 0,241

0,6547.758

0,58

Ácido  graxo  (%)

0,94

0,650,229

0,62

1,58

C20:0  (Araquídico)

0,061

0,758

C20:3n6  (cisÿ  8,11,14-

Tratamentos1

2.913

7.921

0,92

0,046

41.07

0,87

C22:6n3  (cisÿ  4,7,10,13,16,19-  

docosahexaenóico)

C22:0  (Behênico)

0,90

0,19

6,60

Tratar

19h25  

46h50  

11h45

0,386

0,215

0,744

27.2

C16:0  (Palmítico)

40,31

0,046

0,95

C18:2n6c  (Linoléico)

C10:0  (Caprico)

PUFA

0,970,015

0,012

0,04

C17:0  (Heptadecanóico)

0,214

15,87  

1,646

0,01

0,96

0,060

SEM

C20:4n6  (Araquidônico)

0,038  

0,077

2.884

0,104

47,7

0,197

Composição  química  (g/kg)

0,108

1,301  

0,068

0,285

0,60

19,5

0,468

Rendimento  de  carcaça  

(%)  pH  carcaça  quente

0,01

0,040

C16:1  (Palmitoleico)

0,25

C8:0  (Caprílico)

0,91

MUFA

0,075

GL  Deolindo  et  al.

0,119

0,061

1,49

C18:3n6  (ÿ-  linolênico)

0,122

0,44

Eicosatrienoico)

Variáveis

0,041  

0,057

C18:0  (Esteárico)

0,023

0,95

2,22  

23,5

0,079

0,249

0,358  

0,092

0,88

C21:0  (Henicosanóico)

18.0

Lipídios  totais

0,05

0,87

valor

0,262

0,361  

0,025

0,96

C14:0  (Místico)

0,950,097

0,201

0,96

2,64  

23,3

C12:0  (Láurico)

0,87

0,99

0,12

C18:3n3  (ÿ-  linolênico)

C17:1  (cisÿ  10-heptadecenóico)

0,006

15,81  

1,705

0,008  

0,011

P-

0,250

1,565  

0,089

0,002

C20:5n3  (cisÿ  5,8,11,14,17-

0,139

0,851

6,61

2

1

sobre

Os  tratamentos  com  monensina  e  própolis  representam  animais  que  receberam  23,45  SFA

Dentro  de  uma  linha,  as  médias  sem  um  sobrescrito  comum  diferem  (P  ÿ  0,05).

ppm/kg/MS  de  monensina  e  3,8  mL  de  própolis  animal/dia,  respectivamente.  (ácidos  graxos  

saturados);  MUFA  (ácidos  graxos  monoinsaturados);  PUFA  (ácidos  graxos  poli-insaturados).

Tabela  9  

Experimento  2  -  Composição  química  e  ácidos  graxos  da  carne  e  características  da  carcaça  de  

cordeiros  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  misturado  ao  concentrado.
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versão  online  em  doi:10.1016/j.smallrumres.2024.107379.
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própolis  sobre  parâmetros  digestivos  e  ruminais  em  vacas  leiteiras.  Rev.  Bras.  
Zootec.  43  (197-206),  2014.  https://doi.org/10.1590/S1516-35982014000400006.

Afrouzan,  H.,  Tahghighi,  A.,  Zakeri,  S.  e  Es-Haghi,  A.,  2018.  Composição  química  e  
atividades  antimicrobianas  da  própolis  iraniana.  Irã.  Biomed.  J.  22,  50–65.  https://
doi.org/10.22034/Ibj.22.1.50 .

GL  Deolindo  et  al.

Aguiar,  SCD,  De  Paula,  EM,  Yoshimura,  EH,  Dos  Santos,  WBR,  Machado,  E.,

Aleksandro  S.  da  Silva:  Redação  –  revisão  e  edição,  Validação,  Supervisão,  Software,  

Recursos,  Administração  do  projeto,  Investigação,  Análise  formal,  Conceitualização.  Luiz  

Eduardo  L.  Silva:  Redação  –  rascunho  original,  Metodologia,  Investigação,  Análise  

formal.  Priscilla  M.

´

Copetti:  Validação,  Metodologia,  Análise  formal,  Curadoria  de  dados.

Dados  suplementares  associados  a  este  artigo  podem  ser  encontrados  em

Bianca  F.  Bissacotti:  Validação,  Metodologia,  Análise  formal,  Curadoria  de  dados.  Bruna  

Klein:  Redação  –  rascunho  original,  Validação,  Metodologia,  Análise  formal,  Curadoria  

de  dados.  Bruno  GO  Cecere:  Redação  –  rascunho  original,  Metodologia,  Investigação,  

Análise  formal,  Curadoria  de  dados.  Denise  N.  Araujo:  Redação  –  rascunho  original,  

Supervisão,  Recursos,  Administração  do  projeto,  Conceitualização.  Vitor  L.  Molosse:  

Redação  –  rascunho  original,  Metodologia,  Análise  formal,  Curadoria  de  dados.  Aniela  P.

5.  Conclusão

Contagens  mais  baixas  de  coliformes  totais  nas  fezes  de  cordeiros  TP1.3  já  haviam  

sido  descritas  em  outro  estudo  do  nosso  grupo  de  pesquisa  quando  utilizamos  própolis  

verde  na  dose  de  150  µL/kg  de  peso  corporal  (C´ecere  et  al.,  2021).  No  experimento  2,  

obtivemos  uma  diminuição  na  contagem  de  coliformes  totais,  E.  coli  e  Enterobacteriaceae  

para  animais  alimentados  com  extrato  de  própolis  vermelha  na  dose  de  3,8  mL  animal/

dia.  Atribuímos  esse  efeito  a  flavonoides  e  terpenos  com  características  antibacterianas.  

De  acordo  com  pesquisadores  (Krol  et  al.  1993),  esses  agentes  apresentam  sinergismo  

e  potencializam  o  mecanismo  antibacteriano  quando  combinados.  In  vitro,  30%  de  

própolis  verde  demonstrou  inibir  a  divisão  celular  em  bactérias  gram-negativas,  incluindo  

E.  coli,  e  causar  bacteriólise  (Krol  et  al.,  1993).
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Os  resultados  obtidos  para  ácidos  graxos  na  carne  mostram  que  o  extrato  de  própolis  

vermelha  influenciou  o  perfil  ácido.  A  própolis  aumentou  a  concentração  de  ácido  

palmitoleico,  um  ácido  monoinsaturado.  O  ácido  palmítico,  um  ácido  saturado,  foi  reduzido.  

Este  achado  corrobora  Aguiar  et  al.  (2014),  onde  os  autores  também  encontraram  um  

aumento  na  concentração  de  ácido  palmitoleico  ao  fornecer  própolis  a  bovinos  confinados.  

Além  disso,  'Itavo  et  al.  (2019),  ao  suplementar  cordeiros  com  própolis  marrom,  

observaram  uma  redução  nos  níveis  de  ácidos  graxos  saturados  e  um  aumento  nos  

ácidos  graxos  monoinsaturados  (ácido  oleico  (C18:1n-9)  e  ácidos  graxos  poli-insaturados  

(ácido  linoleico,  C18:2nÿ  6).  Embora  não  tenhamos  encontrado  um  aumento  em  outros  

ácidos  graxos  monoinsaturados  isoladamente  neste  estudo,  observamos  um  aumento  

em  seu  total.  Portanto,  como  o  colesterol  sérico  é  afetado  pela  composição  de  ácidos  

graxos  e  os  ácidos  graxos  monoinsaturados  desempenham  um  papel  essencial  na  

redução  do  colesterol  sanguíneo  (Madruga  et  al.,  2005),  pode-se  afirmar  que  a  adição  de  

própolis  vermelha  melhorou  o  perfil  de  ácidos  graxos  na  carne  de  cordeiro,  o  que  é  

essencial  do  ponto  de  vista  do  consumidor.  Aguiar  et  al.  (2014)  avaliaram  o  efeito  da  

própolis  no  perfil  de  AG  do  leite  de  vacas  leiteiras  em  meia-lactação.  própolis,  o  que  

mostra  que  ele  desempenha  um  papel  essencial  em  microrganismos.
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Níveis  de  AGCCs  no  ambiente  ruminal.  Ao  mesmo  tempo,  no  experimento  2,  não  

observamos  diferença  nos  níveis  ao  final  do  experimento.  Morsy  et  al.  (2021)  encontraram  

um  aumento  nos  níveis  de  acetato,  propionato,  valerato  e  AGCCs  totais  quando  a  

própolis  vermelha  foi  fornecida  a  ovelhas.  Precisamos  entender  melhor  como  os  

flavonoides  presentes  na  própolis  vermelha  (vestitol,  medicarpina,  isoliquiritigenina  e  

formononetina)  podem  afetar  o  perfil  de  AGCCs,  o  que  faremos  em  um  estudo  futuro  que  
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qualidade  da  carne  e  no  perfil  de  ácidos  graxos,  dificultando  a  interpretação  dos  resultados.  

Portanto,  mais  estudos  são  necessários.  Contudo,  em  outro  estudo  recente,  pesquisadores  

constataram  que  o  extrato  de  própolis  vermelha  melhorou  o  perfil  lipídico  da  carne  de  

cordeiro,  ou  seja,  o  tratamento  com  própolis  apresentou  efeito  antioxidante  mais  
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presentes  na  dieta  (V'azquez-Anon  e  Jenkins,  2007;  Freires  et  al.,  2016);  No  entanto,  

neste  estudo,  um  efeito  antimicrobiano  pode  ter  ocorrido  no  rúmen  e  nas  fezes,  
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extrato  não  possuir  vestitol,  medicarpina,  isoliquiritigenina  ou  for-mononetina,  presentes  

no  estudo  de  Morsy  et  al.  (2021);  De  acordo  com  os  autores,  esses  compostos  ajudaram  

a  aumentar  a  produção  de  AGCC.  Entretanto,  a  diminuição  nas  concentrações  de  AGCC  

não  interferiu  nos  resultados  de  desempenho,  o  que  acreditamos  estar  relacionado  aos  
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cordeiros.
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aumento  no  teor  de  ácidos  monoinsaturados  e,  consequentemente,  uma  melhora  na  

qualidade  nutricional  e  nos  índices  de  aterogenicidade  e  trombogenicidade  dos  ácidos  

graxos  desejáveis  (Silva  et  al.,  2024).
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Apêndice  A.  Informações  complementares

A  amostra  "n"  foi  uma  das  limitações  do  nosso  estudo  piloto,  especialmente  para  a  

avaliação  do  desempenho  zootécnico;  no  entanto,  destacamos  que  a  análise  de  

desempenho  é  apenas  um  dado  complementar,  e  o  principal  objetivo  do  estudo  foi  

compreender  os  efeitos  da  própolis  na  resposta  antioxidante,  na  inflamação  e  no  perfil  de  

AGCC  no  rúmen.  No  entanto,  o  experimento  2  foi  realizado  para  complementar  esses  

dados  de  desempenho  e  adicionar  mais  informações  sobre  a  ação  da  própolis  vermelha  

em  cordeiros  confinados.
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ABSTRACT 
 

The constant and significant growth of aquaculture activity necessitates the intensification of cultivation 

systems and develop more efficient,  cost-effective and bioavailable diets. In this context, the use of 

alternative ingredients to fishmeal, such as fermented soybean meal (FSFM) and Spirulina biomass 

(Arthrospira platensis), should be considered. This review article aims to conduct a survey of studies with 

alternative ingredients to fishmeal for tilapia and other fish species, cultivated in more intensive farming 

systems, such as the biofloc system.Thus, it can be conclude that these ingredients allow the replacement 

(partial or total) of fishmeal in diets for Nile tilapia and other fish species. Furthermore, important information 

about the benefits arising from intensive systems, benefits that justify their use in the cultivation of these 

animals, were also observed. 
 

KEYWORDS: zootechnical performance; animal nutrition; animal health; biofloc system. 

 

RESUMO 
 

O constante e expressivo crescimento da atividade aquícola, faz necessária a intensificação dos sistemas de 

cultivo e o desenvolvimento de dietas mais eficientes, baratas e biodisponíveis. Neste sentido, o uso de 

ingredientes alternativos à farinha de peixe, como o farelo de soja fermentado (FSFM) e a biomassa de 

Spirulina (Arthrospira platensis), devem ser considerados. Esse artigo de revisão tem por objetivo realizar um 

levantamento de estudos com ingredientes alternativos à farinha de peixe para tilápias e outras espécies de 

peixes, cultivadas em sistemas de cultivo mais intensivos, como o sistema de bioflocos, e os inúmeros 

benefícios desses ingredientes e sistemas intensivos para esses animais. Neste sentido, é possível concluir 

que esses ingredientes permitem a substituição (parcial ou total) da farinha de peixe em dietas para a tilápia-

do-Nilo e outras espécies de peixes. Além disso, trazem informações importantes sobre os benefícios 

advindos de sistemas intensivos, benefícios que fundamentam seu uso no cultivo desses animais. 
 

PALAVRAS-CHAVE: desempenho zootécnico; nutrição animal; saúde animal; sistema de bioflocos. 
 

 

 

INTRODUCTION 
 

In intensive fish production systems, feed costs can represent up to 60% of all expenses (BARBOSA et 

al. 2020). Fishmeal is a crucial ingredient in aquaculture diets because it is a protein with high biological value, 

and its exclusion from formulations can lead to a decline in zootechnical indices (GLENCROSS et al. 2011, 

TURCHINI et al. 2019). It is becoming less commercially available, and its cost remains high and constantly 

fluctuating (WORLD BANK 2020). An increase in animal costs results in higher expenses for aquatic animal 

production (EL BASUINI et al. 2016 and 2017, HOSSAIN et al. 2016). In this context, the search for alternative 

ingredients is a strategy for developing diets that reduce costs and optimize production performance (BULBUL 

et al. 2015, ZHANG et al. 2016, DANIEL 2017, ZHANG et al. 2021). Alternative ingredients are by-products or 
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more accessible products of plant or animal origin, derived from agricultural activities and/or processing 

industries (ABOWEI & EKUBO 2011).  

Soybean meal is one of the most commonly used sources of vegetable protein because of its availability 

on the market and amino acid profile (SØRENSEN et al. 2009, DANIEL 2018). Complete replacement of 

fishmeal with this ingredient is not always possible due to its low palatability, high fiber content, and deficiency 

of some essential amino acids, which tend to limit the use of this meal (EL-DAHHAR & EL-SHAZLY 1993, 

LIMA et al. 2014). Strategies such as microbial fermentation can improve amino acid profiles and nutrient 

availability, reduce fibrous components, and improve animal performance and health (HONG et al. 2004, 

SOTOUDEH et al. 2016, VAN NGUYEN et al. 2018). Fermentation is a bioconversion or metabolic degradation 

technique carried out by microorganisms (bacteria and/or fungi) that transform complex substrates into simple 

compounds (BALAKRISHNAN & PANDEY 1996). The preservation technique also improves the nutritional 

and functional properties of ingredients (ROSS et al. 2002, FRIAS et al. 2008). During the fermentation 

process, secondary metabolites with prebiotic action (antibiotics, low molecular weight bioactive peptides, 

enzymes and growth factors) are produced, along with an increase in the population of beneficial 

microorganisms with probiotic function (MUKHERJEE et al. 2015, DAWOOD & KOSHIO 2019, WANG et al. 

2019).  

It has been shown that fermented soybean meal (FSFM) can partially replace fishmeal in diets without 

compromising fish performance (CHOI et al. 2019, WANG et al. 2019, HE et al. 2020a,b). Numerous effects 

of FSFM on fish health have also been observed, including improvements in biochemical parameters 

(NOVRIADI et al. 2017 and 2018), lipid metabolism, total antioxidant capacity (JIANG et al. 2018), and 

intestinal health (WANG et al. 2016, LI et al. 2019, WANG et al. 2019). In addition, increased inflammatory 

responses and digestive enzyme activity (SHIU et al. 2015, SOTOUDEH et al. 2016, LI et al. 2020) were noted. 

The use of soybean meal as a substitute for fishmeal has been evaluated in tilapia diets, either partially (AL-

KENAWY et al. 2008, LIN & LUO 2011, SHARMA & SAINI 2017) or completely (EL-SAYD & GABER 2002, 

AJANI et al. 2016).  

Another alternative ingredient is the filamentous microalga Spirulina (Arthrospira platensis), which is one 

of the main phytoplankton organisms studied for aquatic nutrition (AL-ZAYAT 2019, PLAZA et al. 2019, LEITE 

et al. 2019, SALAH EL-DIN et al. 2021). It is considered a rich source of easily digestible proteins and essential 

amino acids, as well as minerals, vitamins, fatty acids, and pigments (DE LARA ANDRADE et al. 2005). 

Spirulina is used in animal production as a source of protein and coloring (HABIB et al. 2008). In aquaculture, 

it has been evaluated as a dietary supplement (MANSOUR et al. 2021, SALAH EL-DIN et al. 2021, SOLIMAN 

et al. 2021) or as a partial or total substitute for fishmeal (CAO et al. 2018, ERDOGAN 2019, ROOHANI et al. 

2019, RAJI et al. 2020), with no adverse effects on the health or performance of tilapia and several other fish 

species. Based on this and the importance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in national aquaculture, this 

literature review presents the main findings and improvements resulting from the use of fishmeal substitute 

ingredients, such as fermented soybean meal and Spirulina microalgae biomass, in the diet of Nile tilapia 

farmed in different intensive systems. 

 

DEVELOPMENT 
 

National fish farming and fishmeal demand 

According to data from the Brazilian Fish Farming Association, in 2023, Brazilian fish production 

increased by 3.1% compared to the previous year (860,355 tons), totaling 887,029 tons (PEIXE BR 2024). 

According to the Association, Nile tilapia is the most produced species, accounting for 579,000 tons, 

representing 65.3% of total fish production. An increase of 5.28% from the previous year (2022) and 103% 

from 10 years ago (2013). The national ranking of the largest tilapia producers began with Paraná, the largest 

producer, at 209,500 tons; followed by São Paulo at 75,700 tons; Minas Gerais at 58,200 tons; and finally 

Santa Catarina at 44,600 tons (PEIXE BR 2024).  

By  2050, it is estimated that the world's population will reach 9.7 billion (UN 2021). With this increase 

in population, the demand for animal protein and more sustainable activities is also increasing. To meet these 

challenges, intensification of production systems, combined with the relentless search for more sustainable 

ingredients, is inevitable and necessary. Fish farming is a constantly expanding industry (FAO 2022 and 2024, 

PEIXE BR 2024), and the demand for sustainability in this sector depends on many factors, including lower 

feed costs. In intensive fish production systems, feed costs can reach 60% of the total expenses (BARBOSA 

et al. 2020). 

Fishmeal is an important and commonly used ingredient in aquaculture diets. It is a protein of high 

biological value (above 55% crude protein - NRC 2011), and its exclusion from formulations can lead to a 
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decline in zootechnical indices (GLENCROSS et al. 2011, TURCHINI et al. 2019). In addition to its excellent 

amino acid profile, it also stands out for its fat-soluble and water-soluble vitamins and high levels of long-chain 

polyunsaturated fatty acids and minerals (MASUMOTO et al. 1996). As this ingredient becomes less 

commercially available, its cost, in addition to being high, remains in constant fluctuation (WORLD BANK 

2020). This is due not only to increased demand from the feed industry but also to the strong fishing pressure 

on forage species, leading to the depletion of some of these stocks (NAYLOR et al. 2009). As cost rises, 

greater expenses will be incurred for the production of aquatic animals (EL BASUINI et al. 2016 and 2017, 

HOSSAIN et al. 2016). In recent years, there have been constant research efforts to replace fishmeal with 

alternative ingredients that reduce feed costs and optimize production performance (BULBUL et al. 2015, 

ZHANG et al. 2016, DANIEL 2018). 

 

Alternative ingredients to fishmeal 

Fermented soybean meal (FSFM) 

Soybean meal is one of the most commonly used sources of vegetable protein in animal nutrition due 

to its high protein content, balanced amino acid profile, and availability on the market (SØRENSEN et al. 2009; 

MUKHERJEE et al. 2016, SHARAWY et al. 2016, WANG et al. 2016, DANIEL 2018, JANNATHULLA et al. 

2018). It is a product derived from soybean oil extraction and contains approximately 48% crude protein 

(MUKHERJEE et al. 2016).  

The results recommend partially replacing fishmeal with soybean meal, ranging from 25% to 75%, for 

tilapia (AL-KENAWY et al. 2008, LIN & LUO 2011, AJANI et al. 2016, SHARMA & SAINI 2017). These findings 

allow plant protein sources to be incorporated into diets without compromising performance (EL-SAIDY & 

GABER 2002, AL-KENAWY et al. 2008, LIN & LUO 2011, AJANI et al. 2016, SHARMA & SAINI 2017). 

Improvements in nutrient use and animal health have also been observed (AJANI et al. 2016), as well as total 

production and net economic return (AL-KENAWY et al. 2008).  

The total replacement of fishmeal is not always feasible (HANSEN et al. 2011, BONALDO et al. 2011, 

FERRARA et al. 2015). Despite its many qualities, soybean meal contains anti-nutrient factors (ANFs) (LIMA 

et al. 2014), including protease inhibitors, lectins, phytic acid, saponins, and fiber. In addition, it is less palatable 

and deficient in some essential amino acids (methionine and lysine) (EL-DAHHAR & EL-SHAZLY 1993, LIMA 

et al. 2014), limiting the utilization of proteins and other nutrients by animals. Amino acid supplementation can 

enable complete supplementation (AJANI et al. 2016, EL-SAYD & GABER 2002), but some authors have 

reported a decrease in consumption (MAHMOUD et al. 2014). These challenges justify the application of the 

fermentation technique to this ingredient (JAKOBSEN et al. 2015, MONIRUZZAMAN et al. 2018, 

JANNATHULLA et al. 2019).  

Fermentation is a food preservation and processing technique that also enhances the original nutritional 

and functional properties of foods (FRIAS et al. 2008). The process involves inoculating and providing ideal 

conditions for the growth of beneficial microorganisms (fungi and/or bacteria) in ingredients of animal or plant 

origin. The aim is to biologically convert complex substrates into simple compounds, forming typical 

fermentation products (carbon dioxide and alcohol) (BALAKRISHNAN & PANDEY 1996). The final product will 

also be rich in populations of probiotic microorganisms and secondary metabolites such as antibiotics, low-

molecular-weight bioactive peptides, enzymes, and growth factors, all of which have prebiotic action 

(BALAKRISHNAN & PANDEY 1996, KADER et al. 2011, MUKHERJEE et al. 2015, DAWOOD & KOSHIO 

2019, WANG et al. 2019).  

For animal nutrition, the main fermentation technique used is solid-state fermentation (SSF) (YANG et 

al. 2021). This technique involves inoculating microorganisms into grains or bran using moisture levels 

between 40% and 80% (ORIOL et al. 1988a,b, BORZANI et al. 1999, YANG et al. 2021) to produce fermented 

dry ingredients in the form of whole grains or powder (SUBRAMANIYAM & VIMALA 2012). Aspergillus spp., 

Rhizopus spp. and Lactobacillus spp. are the main microorganisms used in this method (SUBRAMANIYAM & 

VIMALA 2012) for the production of enzymes, organic acids, and biopesticide (LU et al. 1998, BATTAN et al 

2006). It can also be used to develop animal feed ingredients (MUKHERJEE et al. 2015, DAWOOD & KOSHIO 

2019, WANG et al. 2019).  

The main microorganisms used in the fermentation technique are from the Bacillus genus 

(WONGPUTTISIN et al. 2007, TENG et al. 2012), Aspergillus (ILYAS et al. 1995, HIRABAYASHI et al. 1998, 

HONG et al. 2004, KISHIDA et al. 2000, FENG et al. 2007a,b), Lactobacillus (AMADOU et al. 2010a,b, CHI & 

CHO 2016, WANG et al. 2016), and Saccharomyces (CHI & CHO 2016, HASSAAN et al. 2018). Each one is 

responsible for producing different products (lactic acid, ethanol, acetic acid, among others) because they 

respond differently to each substrate (NIBA et al. 2009). For example, Lactobacillus tends to produce lactic 
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and citric acid, while yeasts produce ethanol and CO2 (SUBRAMANIYAM & VIMALA 2012).  

Studies have shown that fermentation increases the bioavailability and digestibility of nutrients while 

reducing anti-nutrient content in plant proteins (WANG et al. 2016, HASSAAN et al. 2018). In this fermentation 

process, the microorganisms involved in bioconversion degrade protein macromolecules into soluble low-

molecular-weight compounds. These compounds, made up of small chains of amino acids and bioactive 

peptides, are better assimilated, improving the digestion and absorption of nutrients, as well as animal health 

(AZARM & LEE 2012, SANJUKTA & RAI 2016). In addition, other advantages and benefits of fermented 

soybean meal (FSFM) have been observed, including the following: 

− Improved nutritional quality and antioxidant activity in soybean meal (DA SILVA et al. 2018);  

− Source of enzymes, organic acids, and growth factors (KADER et al. 2011, MUKHERJEE et al. 2015, 

DAWOOD & KOSHIO 2019, HA et al. 2019, WANG et al. 2019);  

− Increase in fibrinolytic enzyme activity, in vitro trypsin digestibility, and nitrogen solubility (MUKHERJEE et 

al. 2016, SHARAWY et al. 2016, WANG et al. 2016, JANNATHULLA et al. 2018);  

− The crude protein content was increased by approximately 10% compared with the original ingredient 

without altering the essential amino acid profile (HONG et al. 2004);  

− Decreases fiber content, ANF levels, and levels of toxic ingredients, facilitating absorption, use, and 

palatability of nutrients. Thus, improvements in feed efficiency and animal performance can be achieved 

(MAKKAR 1993, YAMAMOTO et al. 2010, JAKOBSEN et al. 2015);  

− Immunostimulant action and tolerance to environmental stressors improve the health of farmed animals 

(MONIRUZZAMAN et al. 2018, JANNATHULLA et al. 2019). 

FSFM is rich in bioactive peptides and can have a high protein and amino acid content and lower ANF 

and allergen content than soybean meal (SHIU et al. 2015, WANG et al. 2016, CHI & CHO 2016, LI et al. 

2019). It is also rich in bioactive compounds with regulatory and functional roles, acting as an antihypertensive, 

antimicrobial, antioxidant, and antidiabetic agent (SINGH et al. 2014, SANJUKTA & RAI 2016).  

FSFM has been widely tested as a fishmeal substitute and functional food in aquaculture diets. FSFM 

can replace 25%–60% of fishmeal in fish diets without compromising performance and, in addition, has 

numerous benefits for animal health, as shown in Table 1. Beneficial effects on fish health with the inclusion 

of FSFM in diets have also been reported: improved non-specific immune responses, reduced inflammation, 

modulation of the microbiota, and increased activity of digestive enzymes (YAMAMOTO et al. 2010, SHIU et 

al. 2015, LEE et al. 2016, ILHAM & FOTEDAR 2016, SOTOUDEH et al. 2016, NOVRIADI et al. 2017 and 

2018, CHOI et al. 2019, RAHIMNEJAD et al. 2019). In addition, changes in biochemical and hematological 

parameters, lipid metabolism, hepatointestinal health, and total antioxidant capacity have also been observed 

(YAMAMOTO et al. 2010, AZARM & LEE 2012, BARNES et al. 2015, WANG et al. 2016, JIANG et al. 2018, 

NOVRIADI et al. 2018, WANG et al. 2019). 

 

Table 1. Studies using fermented soybean meal (FSFM) from various fish species. 
 

Tested parameters Species/Weight (g) Levels tested Main results/Conclusion Reference 

Performance 

Hybrid tilapia 
(Oreochromis 
niloticus × O. 
aureus)/0.36 

Control: No FP; Diet I: 0-
20% FP or 57-31.6% 
DSBM; Diet II: 0-20% FP 
or 51-28.3% FSFM with 
encapsulated methionine 

Lower performance on 
diets without PF. The 
addition of encapsulated 
methionine did not 
improve the growth of the 
group without FP. 

WU et al., 
2003 

Performance, 
feed efficiency, 
digestibility, 
hematology, 
biliary status, and 
hepatointestinal 
morphology 

Rainbow trout 
(Oncorhynchus 
mykiss) / )/12.0 

FP Diet; FS Diet; FSFM I 
diet: initial addition of 
30% water (fermented 
for 7 h); FSFM II diet: 
5% (10 h). 

Better performance and 
feed efficiency in groups 
fed the FP and FSFM II 
diets; Better biliary and 
hepatointestinal health on 
fermented diets 

YAMAMOTO 
et al. (2010) 

 
Performance, 
biochemical 
parameters, and 
digestibility 

Black snapper  
(Acanthopagrus 
schlegeli)/1,17 

FSFM (0, 80, 160, 240 
and 320 g/kg) 
supplemented with 
methionine, lysine, and 
taurine to replace FP 

Replacing FP with FSFM 
supplemented by up to 
40% without 
compromising 
performance 

AZARM & 
LEE, 2012 

 
Performance, 
digestive enzyme 
activity, and 
changes in the 

Grouper orange-
spotted 
(Epinephelus 
coioides)/4.46 

 
Control with FP, 
replacement of FM by 
FS at 10%, 20 and 30% 
and at 10, 20, 30 and 

Replacing FP with FSFM 
with up to 30% without 
compromising 
performance and feed 
efficiency. Hepatic, 

SHIU et al. 
2015 
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liver and distal 
intestine 

40% by FSFM intestinal, and digestive 
improvement after 
replacing FP with FS and 
FSFM 

Performance, 
organosomatic 
index, and 
intestinal histology 

Trout strains 
Shasta x 
McConaughy 
(Oncorhynchus 
mykiss)/23.4 

Diets with 0, 35 or 50% 
FSFM and 40, 15 or 0% 
FP 

 
Diets containing up to 35% 
FSFM and 15% FP are 
acceptable for both strains 
without compromising 
performance and intestinal 
histology. 
 

BARNES et al. 
2015 

Performance, 
enzyme activity, 
and blood 
physiology 

Barramundi (Lates 
calcarifer) / 5.04 

FS or FSFM 
supplemented or not 
with organic selenium 
replacing FP 

Performance improved 
with the use of organic 
selenium for FS and 
FSFM, but did not differ 
between the FP diet 
groups. 

ILHAM & 
FOTEDAR, 
2016 

Performance, 
body composition, 
and digestive 
enzyme activity 

Caspian brown 
trout (Salmo trout 
caspius)/2.1 

FP replaced by FS or 
FSFM untreated or 
irradiated with -radiation 
at 15 and 30 kGy 

 
The gamma radiation level 
used was not efficient, but 
FS fermentation improved 
the final weight, proteolytic 
enzyme activity, and body 
composition. 

SOTOUDEH 
et al. 2016 

Dry matter and 
protein 
digestibility of 
FSFM diets 
compared with FS 
and FM 

Grouper orange-
spotted 
(Epimetheus 
coioides)/22.01 

Control with FP; Test 
diets with 300 g/kg FS or 
FSFM replacing FP. 

Improved apparent 
digestibility of FSFM diets 

ZHUO et al. 
(2016) 

Performance, 
immune 
response, and 
intestinal 
morphology 

Psetta maxima - 
turbot(Scophthalmu
s maximus)/5.11 

Control with PF; Test 
diets with PF 
replacement by FS or 
FSFM Lactobacillus 
plantarum at 15, 30, 45 
and 60% 

Replacement of FP protein 
by FSFM with L. 
plantarum by up to 45% 
without affecting the 
variables studied. 

WANG et al. 
2016 

Performance, 
body composition, 
and enzymatic 
anti-oxidant 
activity 

Rockfish (Sebastes 
schlegeli)/1.2 

 
FSFM (0, 8, 16, 24, 
32%) replacing the FP 
protein with 0, 10, 20, 30 
and 40%, approximately 

Replacing FP protein with 
FSFM with up to 40% had 
no negative effect on 
animal performance. 

LEE et al. 
2016 

Intestinal 
microbiota 

Atlantic 
salmon(Salmo 
salar)/50 

 
Control with 30% FP, FS 
with 30% or FSFM with 
30% 

The use of FSFM 
promoted intestinal health 
and protection in salmon. 

CATALÁN et 
al., 2017 

 
Performance, fatty 
acid profile, and 
body composition 

Japanese sea 
bass(Lateolabrax 
japonicus)/13.3 

FSFM (0, 25, 50 and 
75%) replacing FP 

Replacing FP with FSFM 
with up to 25% without 
compromising 
performance, meat quality, 
or feed use 

LIANG et al., 
2017 

Performance and 
economic viability 

Anabas 
testudineus/1,03 

Control; FSFML 
replacing FP with 0, 25, 
50, 75, or 100% of FP’s 
PB 

 
A performance similar to 
that of the control was 
observed up to an FSFML 
level of 50%. 
Economically, FSFML can 
be included in up to 50% 
of PF protein. 

KADER et al. 
2018 

Performance, 
morphological 
condition, and 
serum 
biochemistry of 
the liver and distal 
intestine 

Pompano(Trachinot
us carolinus)/17.01 

FSFM (0, 25, 50, 75 and 
100%) replaces the FS 

Improvement in 
biochemical parameters 
according to the inclusion 
of FSFM. Improved 
intestinal health with the 
two highest contents of 
fermented foods 

NOVRIADI et 
al. 2018 

 
Performance, 

Largemouth Bass 
(Micropterus 

FSFMR (0, 20, 40 60 
g/kg protein) replaced by 

 
The best performance was 

JIANG et al. 
2018 
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body composition, 
and plasma 
biochemical 
parameters 

salmoides)/17.1 FS observed when 
substituting 40g/kg. 
Improved lipid metabolism 
and antioxidant capacity 

 
 
Performance, 
morphology, and 
intestinal 
microbiota 

 
 
Yellow 
croaker(Larimicthys 
crocea)/10.0 

 
 
FSFM (0, 15, 30, 45, 60 
and 75%) replacing FP 

 
 
FSFM replacement of up 
to 45% of FP without 
negative effects on 
performance and intestinal 
integrity. 

 
 
WANG et al. 
(2019) 

Performance and 
feed use 

Rainbow trout 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

Control with FM; FSFM 1 
and FSFM 2 
(fermentation 
techniques), both with 
20, 40 and 60% 
replacing FP. 

 
Improvement in oxidative 
stress with the use of 
FSFM. Replacement of FP 
by up to 40% with 
fermented products with 
no effect on growth or feed 
use 

CHOI et al. 
(2019) 

Performance, 
ANF levels, 
digestibility, and 
intestinal health 

Psetta maxima - 
turbot(Scophthalmu
s maximus)/8,53 

Control with FP (0%), 
30%, 45% and 60% with 
FS and 30%, 45% and 
60% with FSFM 

 
Reduced ANF levels with 
fermentation, improved 
performance and 
digestibility of up to 45% of 
FSFM; improved intestinal 
health at the two highest 
levels 

LI et al. (2019) 

Performance, 
antioxidant status, 
intestinal 
morphology, and 
inflammatory 
response 
 

Psetta maxima - 
turbot(Scophthalmu
s maximus)/7,57 

Control with FP; 45% FS 
or FSFM with 
Enterococcus faecium) 

Fermentation neutralized 
the negative effects of FS, 
improved antioxidant 
capacity, suppressed 
inflammatory responses, 
and modulated intestinal 
microbiota 

LI et al. (2020) 

Performance, 
body composition, 
and biochemical 
and intestinal 
histology 

Largemouth 
Bass(Micropterus 
salmoides)/4.43 

Control of 35 g/kg FP; 
Replacement of FP by 
FS and FSFM at 15%, 
30%, 45%, and 60% 

Replacing FSFM with up 
to 30% PF without 
compromising 
performance, digestibility, 
and intestinal health 

HE et al. 
(2020a) 

Performance, 
histology, and 
intestinal 
microbiota 

Largemouth Bass 
(Micropteus 
salmoides)/4.43 

Control 35g/kg FP; 
Replacement of FP with 
FS or FSFM at 30% and 
60% 

Supplementation with 
FSFM of up to 30% of FP 
in diets without adverse 
effects on performance 
and intestinal health 

HE et al. 
(2020b) 

Performance, 
intestinal 
histology, enzyme 
activity, and 
expression of 
proinflammatory 
genes 

Gentian 
grouper(Epinephelu
s fuscoguttatus × E. 
lanceolatus)/9.0 

FP control; Replacing FP 
with FSFM by 20% or 
40% 

Replacement with FSFM 
at 20-40% of FP affected 
performance, intestinal 
morphology, and 
expression of genes 
related to the immune 
system. 

ZHANG et al. 
(2021) 

Performance, 
carcass, and liver 

Asian sea 
bass(Lates 
calcarifer)/1.27 

Control-unattractive FP; 
Control + FP with 
attractions; Replacement 
of FP mixtures of 20, 40, 
60, 80, and 100% 
protein with 60% PBM 
and 40% FSFM 

FSFM replacement for up 
to 60% of the PF without 
compromising 
performance 

HONG et al. 
(2021) 

Performance, 
microbiology, 
enzyme activity, 
and intestinal 
histology 

South African 
catfish - 
jundiá(Rhamdia 
quelen)/ 

Control with FP; 
Replacing FP with FSFM 
Lactobacillus acidophilus 
at 7, 14, 21 and 28% 

FSFM replacement by up 
to 21% without loss of 
performance. Lowest 
count of Vibrionaceae at 
7-21%. FSFM did not 
affect the counts of 
heterotrophic bacteria, 
enzymatic activity, or 
intestinal histology. 
  

DE OLIVEIRA 
et al. (2022) 
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Performance and 
intestinal health 

Nile tilapia 
(Oreochromis 
niloticus) 

Plant-based diets 
including different levels 
(7%, 14%, 21% and 
28%) of FSFM 

The addition of 7% FSBM 
makes it possible to 
completely replace fishmeal 
without compromising 
fishmeal performance. 
Levels >21% of FSFM 
improved the intestinal 
health of tilapia. 

PICOLI et al. 
2022 

FP: Fish meal; FS: Soybean Meal; FSFM: Fermented soybean meal; DSBM: Hulled soy flour; PBM: Poultry by-product; Aa's: 
amino acids; kGy: kilo Gray; kDa: kilo Dalton; FSFMR: Fermented soybean meal residue; FSFML: Fermented with a mixture of 
soy flour and squid by-product; ANF's: Anti-nutritional factors. 

 

 

Biomass of spirulina (Arthrospira platensis) 

Unicellular proteins, including microalgae, yeasts, and bacteria, are promising alternative sources for 

replacing fishmeal in fish diets (HARDY 2010). They are often used as ingredients in aquatic organisms at 

different stages of development (ERDOGAN 2019, RAJI et al. 2020, MANSOUR et al. 2021). Among them, 

spirulina is one of the potential candidates for this substitution. It is a filamentous microalga with a smooth 

surface that contains phycocyanin and chlorophyll as its main photosynthetic pigments, which are responsible 

for its blue-green color (CAPELLI & CYSEWSKI 2010, ALI & SALEH 2012) (Figure 1). 

 

A)           B)  
 

Figure 1. Biomass of spirulina (A. platensis) under (A) 40x optical microscopy (A) and in the wild (B). 

 

Spirulina contains significant amounts of omega-6 polyunsaturated fatty acids, particularly gamma-

linolenic acid and linoleic acid (HENRIKSON 1995, COLLA et al. 2004, BABADZHANOV et al. 2004). In 

addition, its composition includes high levels of iron, calcium, phosphorus, vitamins (vitamin E and B12), and 

pigments (phycocyanin, carotenoids and chlorophyll-a) (CAPELLI & CYSEWSKI 2010, ALI & SALEH 2012). 

Because of the absence of cellulose in the cell wall and the lack of phytate and oxalates, spirulina facilitates 

the assimilation of nutrients at the intestinal level (GUTIÉRREZ-SALMEÁN et al. 2015). It is a rich source of 

digestible protein (up to 70% of its protein content) and has a well-balanced amino acid profile (AL-DHABI & 

ARASU 2016, TOKU & ÜNAL 2003). Spirulina also plays a role in the treatment of various human pathological 

conditions, such as hepatotoxicity, cardiovascular diseases, cancer, and hyperlipidemia (HABIB et al. 2008, 

NAGAOKA et al. 2005). It also allows for greater inclusion in the substitution of various components in animal 

feed formulations (AHMADZADENIA et al. 2011, SIRAKOV et al. 2012). 

In recent years, research has reported improvements in performance with the use of spirulina as a 

supplement or substitute for fishmeal in tilapia diets (Tables 2 and 3) (PLAZA et al. 2019, AL-ZAYAT 2019, 

ELABD et al. 2020, MANSOUR et al. 2021) and other fish species, such as the African catfish (Clarias 

gariepinus) (RAJI et al. 2018 and 2020), common carp (Cyprinus carp) (ABDULRAHMAN & AMEEN 2014), 

and brown trout (Salmo truta caspius) (ROOHANI et al. 2019). In addition, benefits related to fish health, such 

as improved biochemical parameters (ABDEL-DAIM et al. 2020, MANSOUR et al. 2021, SOLIMAN et al. 

2021), histological parameters (ABU-ELALA et al. 2016), and antioxidant capacity (AWED et al. 2020, ELABD 

et al. 2020, SALAH EL-DIN et al. 2021), are also noteworthy. 
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According to Tables 2 and 3, spirulina can be included in Tilapia diets as a supplement of up to 20%. 

As a substitute for fishmeal, up to 75% of the same species and for African catfish(Clarias gariepinus) (RAJI 

et al. 2018, ROSENAU et al. 2021), common carp (Cyprinus carp) (ABDULRAHMAN & AMEEN 2014), and 

brown trout (Salmo truta caspius) (ROOHANI et al. 2019). Complete replacement of fishmeal with spirulina 

biomass (100%) has also been reported for Prussian carp (Carassius auratus gibelio var. CAS III) (CAO et al. 

2018) and African catfish (RAJI et al. 2020), without harming the health or performance of these animals. 

 

Table 2. Studies using spirulina (Arthrospira platensis) as a supplement for Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 
 

Tested parameters Weight (g) Levels tested as supplements Main results/Conclusion Reference 

Performance, feed use, 
proximate body 
composition, and 
hemato-biochemical 
parameters 

0.83 

Control: Plant-based diet 
without SP; plant-based 
diets including 0.125, 0.25, 
0.5, 0.75 and 1% SP 

Supplementation of a plant-
based diet with 0.5-0.65% SP 
improved performance, feed 
use, and blood biochemical 
parameters 

MANSOUR et 
al. (2021) 

 
Performance, feed use, 
and carcass 
composition 

6.0 
Control: DB without SP; 
diets containing 2.5, 0.5, 5 
and 7.5% SP 

Supplementation with 7.5% 
SP improved performance, 
protein use, and blood 

AL-ZAYAT, 
2019 

Performance, 
hematological 
parameters, intestinal 
microbiota, and fillet 
quality 

109.0 
Control: DB without SP; Diet 
with 3% SP 

Supplementation with 3% SP 
improved performance and 
fillet color without changing 
the intestinal microbiota. 
Increases in cortisol and 
triglyceride levels 
 

PLAZA et al. 
(2019) 

Performance and fillet 
composition 

1.0 
Control: DB without SP; Diet 
with 20% SP 
supplementation 

Supplementation with 20% SP 
increased the protein level of 
the filets and kept 
performance (except S and 
CAA) of the control. 

LEITE et al. 
(2019) 

Reproductive 
parameters 

55.0 

Control: DB without SP; 
Diets including 5, 7.5, 10 
and 20% SP 
 

SP supplementation of 0.5-
2% improved reproductive 
parameters 

WAHB & 
SANGAK, 2017 

Antioxidant capacity, 
DNA fragmentation, 
and protein fraction 
(gel electrophoresis - 
SDS-PAGE) 

9.5 

Control (T1): No exposure to 
EtBr and no SP; T2: EtBr 10 
μg L - 1 ; T3: EtBr 10 μg L - 1 
EtBr + 200 mg L - 1 SP; T4: 
EtBr 100 μg L - 1 ; T5: EtBr 
100 μg L - 1 EtBr + 200 mg 
L - 1 SP 
 

Supplementation with 200 mg 
L - 1 of SP protected against 
the negative effects on DNA 
and antioxidant capacity of 
tilapia exposed to ethidium 
bromide 

SALAH EL-DIN 
et al. 2021 

 
Biochemical, 
histopathological 
(brain, liver and 
kidneys), oxidative 
stress, and 
hematological indices 

9.5 

Control (T1): DB without 
exposure; T2: DB 15 mg/L 
CuSO 4 ; T3: DN + 0.25% SP 
15 mg/L CuSO 4; T4: DB 15 
mg/L CuO-NPS; T5: DB + 
0.25% SP 15 mg/L CuO-
NPS 

Supplementation with 0.25% 
SP in fish exposed to CuSO 4 
and CuO-NPs protected 
against histopathological, 
biochemical, and 
hematological alterations and 
oxidative stress 
 

SOLIMAN et al. 
(2021) 

 
Biochemical, 
histopathological 
(brain, liver and 
kidneys), oxidative 
stress, and 
hematological indices 

9.5 

Control (T1): DB without 
exposure; T2: DB 15 mg/L 
CuSO4; T3: DN + 0.25% SP 
15 mg/L CuSO 4; T4: DB 15 
mg/L CuO-NPS; T5: DB + 
0.25% SP 15 mg/L CuO-
NPS 

Supplementation with 0.25% 
SP in fish exposed to CuSO 4 
and CuO-NPs protected 
against histopathological, 
biochemical, and 
hematological alterations and 
oxidative stress 

SOLIMAN et al. 
(2021) 

Performance and 
tissue antioxidant 
capacity 

40.0 

Control: DB; SS: 5.8 mg/L 
intoxicated SS; SP: Diet with 
1% SP; SP/SS: 1% spirulina 
diet and intoxicated with 5.8 
mg/L intoxicated SS 
 

Supplementation with 1% SP 
did not alter the performance, 
but suppressed tissue 
oxidative stress induced by 
exposure to SS. 

AWED et al. 
(2020) 

Performance, digestive 
and biochemical 
enzymes, immune 

26.0 
Control: DB without SP; 
diets containing 0.25% or 
0.5% SP 

Supplementation with 0.25-
0.5% SP nanoparticles 
improved performance, 

ELABD et al. 
(2020) 
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status, antioxidants, 
resistance to 
Aeromonas veronii, 
and physical stressors 

immune response, 
antioxidants, digestive 
enzymes, gene expression, 
and controlled infection 

 
Enzymatic and 
biochemical antioxidant 
biomarkers of lipid 
peroxidation 

60.0 

 
Control: no SP; 1% SP diet 
and no CPF exposure (15 
g/L); diet with CPF exposure 
without SP; diet with CPF 
exposure 0.5%-1% SP 

Supplementation with 1% SP 
improved enzymatic and 
biochemical antioxidant 
biomarkers and lipid 
peroxidation 
 

 
 
ABDEL-DAIM et 
al., 2020 

Performance and 
visceral indices, fillet 
composition, and 
texture 

26.8 

Control: DB; Diets 0.25% 
and 0.5% SP; Diets 0.25% 
and 0.5% S. cerevisiae; 
Diets 0.25% and 0.5% 
Rubrivivax gelatinosus 

Supplementation with 0.25-
0.5% SP did not affect 
performance, increase 
nutritional quality, or preserve 
the texture characteristics of 
the filets. 

GRASSI et al. 
(2020) 

Final weight, 
histopathology, 
chromosomal 
abnormalities, DNA 
damage and 
biochemical-
hematological 
parameters 

100.0 

Control: no SP and no 
exposure to CF; CF: DB + 
exposure to FC; FC+SP: DB 
+ 0.5% SP + exposure to 
CF; SP: DB + 0.5% SP 

Supplementation with 0.5% 
SP reduced the appearance 
of chromosomal abnormalities 
and DNA damage and 
improved erythrogram 

MAHMOUD et 
al. (2019) 

 

Markers of liver and 
kidney damage, serum 
biochemistry, and 
antioxidant status 

60.0 

Control: DB; SP1%: DB + 
1% SP; DZN: DB + diazinon 
(0.28 mg/L); DZN-SP0.5: 
DB + DZN + 0.5% SP; DZN-
SP1: DB + DZN + 1% SP. 

Supplementation with 1% SP 
improved liver and kidney 
damage markers, serum 
biochemistry, and antioxidant 
status 

ABDELKHALEK 
et al., 2017 

Performance, body 
composition, and 
biochemical 
parameters 

7.0 

 
Control: DB without SP; Diet 
with 1% A. fusiforms; Diet 
with 1% A. platensis 

Supplementation with 1% 
SP(A. fusiforms and A. 
platensis) improved 
performance, body 
composition, and biochemical 
parameters 

BELAL et al. 
(2012) 

     
SP: Spirulina; FM: Fish meal; DB: Basal diet; S: Survival; AAC: Apparent feed conversion; CuSO4: copper sulfate; CuO-
NPs: copper oxide; EtBr: ethidium bromide; FC: chemical products; CPF: chlorpyrifos; SS: sodium sulfate. 

 

Table 1 Studies using spirulina(Arthrospira platensis) as a fishmeal substitute for tilapia and other fish species. 

Tested parameters Species/Weigh
t (g) 

Levels tested as a 
substitute 

Main results/Conclusion Reference 

Productive 
performance, 
intestinal 
histomorphometry, 
plasma 
biochemistry and 
oxidative stress 

Nile tilapia 
(Oreochromis 
niloticus/0.23) 

Control (0%): DB 
without SP 0% and 
33% 66% 100% 
replacement of FM 
by SP 

SP completely replaced FM without 
adverse effects on intestinal 
morphometry, protein metabolism and 
antioxidant response. Replacing 66% 
of FM with SP improved the 
production performance, regardless of 
the rearing system (clean water × 
BFT) 

PICOLI et al. (2024) 

Performance, 
carcass 
composition, and 
hematology 

Red hybrid 
tilapia 
(Oreochromis 
niloticus x O. 
mossambicus)
/0.206 

Control: DB with FM; 
Diets replacing PF 
with spirulina at 50, 
75, 100% 

 
The replacement of 75% of FM with 
spirulina did not differ from the FM 
control in terms of animal 
performance and carcass 
composition. Cost-effectiveness of 
spirulina-based diets compared with 
FM 
 

EL-SHEEKH et al. 
(2014) 

Organosomatic 
indices, feed use, 
carcass 
composition, and 
blood biochemical 
parameters 

Nile tilapia 
(Oreochromis 
niloticus)/0.89 

Control: DB without 
spirulina; diets 
including 30, 45, 60 
and 75% (0% FM) 
spirulina 

Replacing 30% of FM with spirulina 
improved performance and 
organosomatic indexes, feed 
utilization, and carcass composition 
and reduced triglycerides compared 
with the control. 

VELASQUEZ et al. 
(2015) 
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Performance, body 
and mineral 
composition, and 
hepatointestinal 
histology 

Nile tilapia 
(Oreochromis 
niloticus)/0.02 

Control: Vegetable 
diet with corn gluten 
as a protein source; 
Seaweed diets 0, 25, 
50, 75, and 100% 
gluten replacement; 
Diet with 100% 
spirulina to replace 
gluten 

Replacing 100% corn gluten in 
vegetable diets with spirulina 
improves performance 

HUSSEIN et al. 2013 

Performance and 
obvious nutrient 
digestibility 

African catfish 
- 
catfish(Clarias 
gariepinus)/58
.05 

Control: DB with FM; 
Diet with 100% 
replacement of FM 
with SP; Diet with 
100% replacement of 
PF with Chlorella 
vulgaris 

Replacing 100% of the FM with SP 
improved the performance. Higher 
clear macronutrient digestibility 
coefficient 

RAJI et al. (2020) 

Performance, body 
composition, and 
sensory analysis 

 

Common 
carp(Cyprinus 
carp)/32.7 

Control: DB with FM; 
Diets with FM 
replacement by SP at 
5, 10, 15 and 20% 

Replacing 5-20% of FM with vitamin C 
SP+ improved weight gain and 
survival. Treatment with 10% spirulina 
resulted in the best sensory quality 

ABDULRAHMAN E 
AMEEN, 2014 

Performance, 
organosomatic 
index, body 
composition, and 
skin pigmentation 

Malawi 
dolphin(Cyrtoc
ara 
moorii)/3.15 

Control: DB with FM; 
Diets with FM 
replacement by SP at 
5, 10, 15 and 20% 

Replacing 5%–15% of FM with SP 
improved performance and feed 
efficiency. The skin of animals fed 
15% SP instead of FM showed 
greater pigmentation (carotenoids) 

ERDOGAN 2019 

Performance, 
hemato-
biochemical, and 
antioxidant 
response 

African catfish 
- catfish  
(Clarias 
gariepinus)/42
.07 

Control: DB with FM; 
Diet with 50% and 
75% replacement of 
FM; diet with 50% 
and 75% 
replacement of PF 
with Chlorella 
vulgaris  

Replacing 75% of FM with SP 
improved performance and hemato-
biochemical and antioxidant response 

RAJI et al. 2018 

Performance, meat 
quality, and fatty 
acid content 

African catfish 
- 
catfish(Clarias 
gariepinus)/50
.0 

Control: DB with FM; 
diet with 100% 
replacement of FM 
with SP. 

Replacing 100% of FM with SP: 
harmed GDP, but FAC was not 
affected; altered visual characteristics 
and meat/skin quality; higher 
values/proportion of omega-3 and 6 
FA 

ROSENAU et al., 2021 

Performance, body 
composition, fatty 
acid and amino 
acid profile, and 
pigmentation 

Caspian 
brown trout (S 
almo trout 
caspius)/11.0 

Control: DB with FM; 
diets replacing FM 
with SP at 2, 4, 6 and 
8% 

Replacing 8% of FM with SP 
improved performance, carcass 
composition, and pigmentation. 

ROOHANI et al. (2019) 

Performance, feed 
use, and digestive 
parameters 

Prussian 
carp(Carassis 
auratus gibelio 
var. CAS III ) 
5.0 

Control: DB with FM; 
Diets replacing FM 
with SP at 50, 75 and 
100%. Diets with 
100% + 2% 
dicalcium phosphate 
and 100% + 0.28% 
crystalline lysine 

The partial or total replacement (50, 
75 or 100%) of FM with SP did not 
affect the performance. Total 
replacement improved diet digestibility 
and antioxidant capacity compared 
with the control. 

CAO et al. 2018 

Metabolic and 
growth responses 

Zebrafish 
(Danio 
rerio)/0.113 

Six diets with SP 
inclusion levels of 
0%, 2%, 4%, 6%, 
8%, and 10% (SP0-
SP10) 

Supplementation with SP (6%) has 
substantial potential as a growth 
promoter, positively influencing lipid 
metabolism and antioxidant enzyme 
activity without compromising survival. 

COLI et al. (2024) 

Composition and 
apparent 
digestibility 
coefficients, 
essential 
macronutrients, 
energy, amino 

Atlantic 
salmon(Salmo 
salar L.)/24.7 

SP meal: 60% crude 
protein, 20 MJ kg -1 
crude energy, 16% 
nitrogen-free extract 
(NFE), 10% ash, 5% 
moisture, and 4% 
crude lipid. 

SP meal as an alternative source of 
protein, rich in nutrients and low in 
anti-nutritional compounds and 
contaminants; diet containing 20% SP 
showed high digestibility of essential 
amino acids and long-chain n-3 
polyunsaturated fatty acids 

SEAN et al. (2023) 
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acids and fatty 
acids for spirulina 
flour. 

Growth, nutritional 
value, and health 
status 

Micropterus 
salmoides/13,
0 

Control (SP0): 50% 
FM and no SP or 
PSP. The 
experimental diets 
contained 0.3% PSP, 
3.0% SP (SP3 
replacing 4.4% FM), 
and 6.0% SP (SP6 
replacing 9.6% FM). 

Replacing fishmeal with 3%–6% SP 
and adding 0.3% PSP can improve 
growth performance, protein 
efficiency, muscle nutritional value, 
liver health, antioxidant capacity, 
intestinal digestive enzyme activity, 
and intestinal microbiota. 

ZHANG et al. (2024) 

SP: Spirulina; FM: Fish meal; DB: Basal diet; PSP: Purified polysaccharides from S. platensis; PIB: Weight gain; AAC: 

clear feed conversion. 

 

Biofloc system (BFT) 

Biofloc cultivation or biofloc technology (BFT) is an intensive system with low water exchange achieved 

through the formation of a rich microbial community that cycles nutrients (EMERENCIANO et al. 2013). This 

system has great potential for aquaculture, as it makes it possible to increase aquaculture activity with less 

risk of disease and minimal environmental impact (MARISCAL-LAGARDA et al. 2012, BUHMANN et al. 2015, 

HU et al. 2015).  

In the BFT system, the growth of specific microbial communities is stimulated through intense aeration 

and maintaining the correct carbon-nitrogen (C:N) ratio in the environment (AVNIMELECH 2007, 

EMERENCIANO et al. 2012). Various microorganisms are present in these flocs, predominantly bacteria 

(autotrophic and heterotrophic), but also yeasts, microalgae, ciliates, rotifers, and nematodes (MONROY-

DOSTA et al. 2013). These microorganisms play crucial roles in water quality, recycling organic matter, and 

serving as food for cultivated aquatic organisms, while directly competing with other pathogenic 

microorganisms in the environment (AZIM & LITTLE 2008, EMERENCIANO et al. 2013 e 2017).  

The main beneficial bacteria found in the BFT system are Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas 

luteola, Pseudomonas mendocina, Micrococcus, Bacillus sp., Nitrospira sp., and Nitrobacter sp. (MONROY-

DOSTA et al. 2013). These dominant genera are associated with effective biocontrol of pathogenic 

microorganisms in the environment (HARGREAVES 2006, AVNIMELECH 1999 and 2009, CRAB et al. 2012). 

In addition, they produce rich microbial biomass (THOMPSON et al. 2002, MONROY-DOSTA et al. 2013), 

which can be used as food for cultivated species (MONROY-DOSTA et al. 2013, MARTÍNEZ-CÓRDOVA et 

al. 2015). Pathogenic bacteria of the Aeromonas and Vibrio genera tend to be found in the first few weeks of 

BFT cultivation and then stop multiplying (MONROY-DOSTA et al. 2013). This occurs because of competitive 

exclusion as the proliferation of beneficial bacteria increases (WU et al. 2012, MONROY-DOSTA et al. 2013). 

Studies that allow the use of sub-optimal levels of protein for fish are essential for making the activity 

viable and assessing the potential of animals and systems (FURUYA et al. 2005, COSTA et al. 2009, AZIM & 

LITTLE 2008, DA SILVA et al. 2018, HISANO et al. 2019). The microbial biomass produced in this system can 

be used as a natural food source, providing up to 50% of the protein needs of tilapia (AVNIMELECH 2007). 

Consequently, it is possible to reduce crude protein in the diets of these animals by more than 30% without 

compromising performance (AZIM & LITTLE 2008). In addition, lower feed conversion rates compared to 

cultivation in clean water were also achieved (LUO et al. 2014). 

 

Growing tilapia in BFT 

Tilapia are well adapted to this system, mainly because they are filter feeders, robust and fast-growing 

(AVNIMELECH 2011 and 2015). They can feed on the flakes present in the culture medium, regardless of the 

size of the aggregate (EKASARI 2014). These flakes are rich in protein, ranging from 24% to 32% (AZIM & 

LITTLE 2008, ELÍAS et al. 2015, LIMA et al. 2018). BFT technology also allows tilapia to be farmed at high 

densities and high yields (10 to 40 kg/m³), even compared to clear water farming (EKASARI 2014).  

An increase in density from 15 to 45 tilapia/m³ during the fattening phase of BFT resulted in higher 

productivity (LIMA et al. 2015), similar to that observed by WIDANARNI et al. (2012). It is believed that BFT 

farming can also improve the health of tilapia because the flakes contain various bioactive compounds, 

including essential fatty acids, carotenoids, free amino acids, and chlorophylls (JU et al. 2008), minerals 

(TACON et al. 2002), and vitamin C (CRAB et al. 2012). All of these compounds have positive effects on 

aquatic organisms, such as increasing their antioxidant status, growth, reproduction, and immune response in 

animals (TACON et al. 2002, JU et al. 2008, CRAB et al. 2012).  

Animals raised in this system can also benefit from the reduced presence of exogenous pathogens 
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because it is a closed system. Some studies have shown that potentially pathogenic bacteria, such as V. 

harveyi, can be reduced in BFT under suitable cultivation conditions (CRAB et al. 2010 and 2012, ZHAO et al. 

2012). 

 

 

CONCLUSION  

The search for greater efficiency and sustainability in aquaculture has made it essential to search for 

alternative ingredients to fishmeal, as well as more intensive and biosecure farming systems. In this context, 

this literature review highlights the significant potential of ingredients such as fermented soybean meal (FSBM) 

and spirulina biomass (Arthrospira platensis) in aquaculture diets.  

It can be concluded that these ingredients can be partially or completely substituted for fishmeal in diets 

for Nile tilapia and other fish species, offering numerous benefits in terms of performance and health 

parameters. In addition, valuable information on intensive systems, such as the biofloc system, was 

highlighted. These benefits provide a solid basis for its use in the cultivation of these animals. 
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Farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)  e  biomassa  de  Spirulina  (Arthrospira  platensis)  como  potenciais  substitutos  da  

farinha  de  peixe  para  tilápia  e  outras  espécies  de  peixes  cultivadas  em  sistemas  intensivos

INTRODUÇÃO

Suelen  Serafini

Fabregat

Em  sistemas  intensivos  de  produção  de  peixes,  os  custos  com  ração  podem  representar  até  60%  de  todas  as  despesas  

(BARBOSA  et  al.  2020).  A  farinha  de  peixe  é  um  ingrediente  crucial  nas  dietas  para  aquicultura  por  ser  uma  proteína  de  alto  valor  

biológico,  e  sua  exclusão  das  formulações  pode  levar  à  queda  dos  índices  zootécnicos  (GLENCROSS  et  al.  2011,  TURCHINI  et  al.  

2019).  Sua  disponibilidade  comercial  está  se  tornando  cada  vez  menor,  e  seu  custo  permanece  alto  e  em  constante  flutuação  

(BANCO  MUNDIAL  2020).  Um  aumento  nos  custos  com  animais  resulta  em  maiores  despesas  com  a  produção  de  animais  aquáticos  

(EL  BASUINI  et  al.  2016  e  2017,  HOSSAIN  et  al.  2016).  Nesse  contexto,  a  busca  por  ingredientes  alternativos  é  uma  estratégia  para  

o  desenvolvimento  de  dietas  que  reduzam  custos  e  otimizem  o  desempenho  produtivo  (BULBUL  et  al.  2015,  ZHANG  et  al.  2016,  

DANIEL  2017,  ZHANG  et  al.  2021).  Ingredientes  alternativos  são  subprodutos  ou
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RESUMO

O  crescimento  constante  e  significativo  da  atividade  aquícola  necessita  da  intensificação  dos  sistemas  de  cultivo  e  do  

desenvolvimento  de  dietas  mais  eficientes,  custo-efetivas  e  biodisponíveis.  Nesse  contexto,  deve-se  considerar  o  uso  de  

ingredientes  alternativos  à  farinha  de  peixe,  como  o  farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)  e  a  biomassa  de  Spirulina  

(Arthrospira  platensis) .  Este  artigo  de  revisão  tem  como  objetivo  realizar  um  levantamento  de  estudos  com  ingredientes  

alternativos  à  farinha  de  peixe  para  tilápias  e  outras  espécies  de  peixes,  cultivadas  em  sistemas  de  cultivo  mais  

intensivos,  como  o  sistema  de  bioflocos.  Assim,  pode-se  concluir  que  esses  ingredientes  permitem  a  substituição  (parcial  

ou  total)  da  farinha  de  peixe  em  dietas  para  tilápias  do  Nilo  e  outras  espécies  de  peixes.  Além  disso,  foram  observadas  

informações  importantes  sobre  os  benefícios  advindos  de  sistemas  intensivos,  benefícios  que  justificam  seu  uso  no  
cultivo  desses  animais.

RESUMO

PALAVRAS-CHAVE:  desempenho  zootécnico;  nutrição  animal;  saúde  animal;  sistema  de  bioflocos.

O  crescimento  constante  e  expressivo  da  atividade  aqui,  torna  necessária  a  intensificação  de  dois  sistemas  de  cultivo  e  o  

desenvolvimento  de  dietas  mais  eficientes,  baratas  e  biodisponíveis.  Nesse  sentido,  o  uso  de  ingredientes  alternativos  à  

farina  alimentar,  como  o  farello  fermentado  de  soja  (FSFM)  e  a  biomassa  de  Spirulina  (Arthrospira  platensis),  deve  ser  

considerado.  Este  artigo  de  revisão  tem  como  objetivo  realizar  um  levantamento  de  estudos  com  ingredientes  alternativos  

à  farina  de  peixe  para  tilápias  e  outras  espécies  de  peixes,  cultivados  em  sistemas  de  cultivo  mais  intensivos,  como  o  

sistema  de  bioflocos,  e  os  inúmeros  benefícios  desses  ingredientes  e  dos  sistemas  intensivos  para  esses  animais.  Nesse  

sentido,  é  possível  concluir  que  esses  ingredientes  permitem  a  substituição  (parcial  ou  total)  da  farina  de  peixe  em  dietas  

para  tilápias  do  Nilo  e  outras  espécies  de  peixes.  Além  disso,  fornecemos  informações  importantes  sobre  os  benefícios  

proporcionados  pelos  sistemas  intensivos,  benefícios  esses  que  se  baseiam  em  sua  utilização  no  cultivo  desses  animais.
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O  farelo  de  soja  é  uma  das  fontes  de  proteína  vegetal  mais  utilizadas  devido  à  sua  disponibilidade  no  mercado  e  ao  seu  perfil  de  

aminoácidos  (SØRENSEN  et  al.  2009,  DANIEL  2018).  A  substituição  completa  da  farinha  de  peixe  por  este  ingrediente  nem  sempre  é  possível  

devido  à  sua  baixa  palatabilidade,  alto  teor  de  fibras  e  deficiência  de  alguns  aminoácidos  essenciais,  o  que  tende  a  limitar  o  uso  deste  farelo  

(EL-DAHHAR  &  EL-SHAZLY  1993,  LIMA  et  al.  2014).  Estratégias  como  a  fermentação  microbiana  podem  melhorar  o  perfil  de  aminoácidos  e  

a  disponibilidade  de  nutrientes,  reduzir  os  componentes  fibrosos  e  melhorar  o  desempenho  e  a  saúde  animal  (HONG  et  al.  2004,  SOTOUDEH  

et  al.  2016,  VAN  NGUYEN  et  al.  2018).  A  fermentação  é  uma  técnica  de  bioconversão  ou  degradação  metabólica  realizada  por  microrganismos  

(bactérias  e/ou  fungos)  que  transformam  substratos  complexos  em  compostos  simples  (BALAKRISHNAN  &  PANDEY  1996).  A  técnica  de  

preservação  também  melhora  as  propriedades  nutricionais  e  funcionais  dos  ingredientes  (ROSS  et  al.  2002,  FRIAS  et  al.  2008).  Durante  o  

processo  de  fermentação,  são  produzidos  metabólitos  secundários  com  ação  prebiótica  (antibióticos,  peptídeos  bioativos  de  baixo  peso  

molecular,  enzimas  e  fatores  de  crescimento),  juntamente  com  um  aumento  na  população  de  microrganismos  benéficos  com  função  probiótica  

(MUKHERJEE  et  al.  2015,  DAWOOD  &  KOSHIO  2019,  WANG  et  al.  2019).

produtos  mais  acessíveis  de  origem  vegetal  ou  animal,  derivados  de  atividades  agrícolas  e/ou  indústrias  de  processamento  (ABOWEI  &  

EKUBO  2011).

Segundo  dados  da  Associação  Brasileira  de  Piscicultura,  em  2023,  a  produção  brasileira  de  pescados  aumentou  3,1%  em  relação  ao  

ano  anterior  (860.355  toneladas),  totalizando  887.029  toneladas  (PEIXE  BR  2024).

DESENVOLVIMENTO
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2019,  RAJI  et  al.  2020),  sem  efeitos  adversos  na  saúde  ou  no  desempenho  da  tilápia  e  de  diversas  outras  espécies  de  peixes.  Com  base  nisso  

e  na  importância  da  tilápia-do-Nilo  (Oreochromis  niloticus)  na  aquicultura  nacional,  esta  revisão  bibliográfica  apresenta  os  principais  achados  

e  melhorias  resultantes  do  uso  de  ingredientes  substitutos  da  farinha  de  peixe,  como  farelo  de  soja  fermentado  e  biomassa  de  microalga  

Spirulina,  na  dieta  da  tilápia-do-Nilo  cultivada  em  diferentes  sistemas  intensivos.

A  espirulina  é  utilizada  na  produção  animal  como  fonte  de  proteína  e  corante  (HABIB  et  al.  2008).  Na  aquicultura,  tem  sido  avaliada  como  

suplemento  alimentar  (MANSOUR  et  al.  2021,  SALAH  EL-DIN  et  al.  2021,  SOLIMAN  et  al.  2021)  ou  como  substituto  parcial  ou  total  da  farinha  

de  peixe  (CAO  et  al.  2018,  ERDOGAN  2019,  ROOHANI  et  al.  2021).
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Outro  ingrediente  alternativo  é  a  microalga  filamentosa  Spirulina  (Arthrospira  platensis),  um  dos  principais  organismos  fitoplanctônicos  

estudados  para  nutrição  aquática  (AL-ZAYAT  2019,  PLAZA  et  al.  2019,  LEITE  et  al.  2019,  SALAH  EL-DIN  et  al.  2021).  É  considerada  uma  rica  

fonte  de  proteínas  e  aminoácidos  essenciais  de  fácil  digestão,  além  de  minerais,  vitaminas,  ácidos  graxos  e  pigmentos  (DE  LARA  ANDRADE  

et  al.  2005).

A  farinha  de  peixe  é  um  ingrediente  importante  e  comumente  utilizado  em  dietas  para  aquicultura.  É  uma  proteína  de  alto  valor  

biológico  (acima  de  55%  de  proteína  bruta  -  NRC  2011),  e  sua  exclusão  das  formulações  pode  levar  a  uma

O  uso  de  farelo  de  soja  como  substituto  da  farinha  de  peixe  foi  avaliado  em  dietas  de  tilápia,  parcialmente  (AL-KENAWY  et  al.  2008,  LIN  &  

LUO  2011,  SHARMA  &  SAINI  2017)  ou  completamente  (EL-SAYD  &  GABER  2002,  AJANI  et  al.  2016).

Estima-se  que  até  2050  a  população  mundial  atingirá  9,7  bilhões  de  habitantes  (ONU  2021).  Com  esse  aumento  populacional,  a  

demanda  por  proteína  animal  e  atividades  mais  sustentáveis  também  está  aumentando.  Para  enfrentar  esses  desafios,  a  intensificação  dos  

sistemas  de  produção,  aliada  à  busca  incessante  por  ingredientes  mais  sustentáveis,  é  inevitável  e  necessária.  A  piscicultura  é  uma  indústria  

em  constante  expansão  (FAO  2022  e  2024,  PEIXE  BR  2024),  e  a  demanda  por  sustentabilidade  neste  setor  depende  de  muitos  fatores,  

incluindo  a  redução  dos  custos  com  ração.  Em  sistemas  intensivos  de  produção  de  peixes,  os  custos  com  ração  podem  chegar  a  60%  do  total  

das  despesas  (BARBOSA  et  al.  2020).

Foi  demonstrado  que  o  farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)  pode  substituir  parcialmente  a  farinha  de  peixe  em  dietas  sem  comprometer  

o  desempenho  dos  peixes  (CHOI  et  al.  2019,  WANG  et  al.  2019,  HE  et  al.  2020a,b).  Numerosos  efeitos  do  FSFM  na  saúde  dos  peixes  também  

foram  observados,  incluindo  melhorias  nos  parâmetros  bioquímicos  (NOVRIADI  et  al.  2017  e  2018),  metabolismo  lipídico,  capacidade  

antioxidante  total  (JIANG  et  al.  2018)  e  saúde  intestinal  (WANG  et  al.  2016,  LI  et  al.  2019,  WANG  et  al.  2019).  Além  disso,  foram  observados  

aumentos  nas  respostas  inflamatórias  e  na  atividade  das  enzimas  digestivas  (SHIU  et  al.  2015,  SOTOUDEH  et  al.  2016,  LI  et  al.  2020).

Santa  Catarina  com  44,6  mil  toneladas  (PEIXE  BR  2024).

Segundo  a  Associação,  a  tilápia  do  Nilo  é  a  espécie  mais  produzida,  respondendo  por  579.000  toneladas,  o  que  representa  65,3%  da  produção  

total  de  peixes.  Um  aumento  de  5,28%  em  relação  ao  ano  anterior  (2022)  e  de  103%  em  relação  a  10  anos  atrás  (2013).  O  ranking  nacional  

dos  maiores  produtores  de  tilápia  começou  com  o  Paraná,  o  maior  produtor,  com  209.500  toneladas;  seguido  por  São  Paulo,  com  75.700  

toneladas;  Minas  Gerais,  com  58.200  toneladas;  e,  finalmente,
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Ingredientes  alternativos  à  farinha  de  peixe

declínio  nos  índices  zootécnicos  (GLENCROSS  et  al.  2011,  TURCHINI  et  al.  2019).  Além  de  seu  excelente  perfil  de  aminoácidos,  

também  se  destaca  por  suas  vitaminas  lipossolúveis  e  hidrossolúveis  e  altos  níveis  de  ácidos  graxos  poli-insaturados  de  cadeia  longa  

e  minerais  (MASUMOTO  et  al.  1996).  À  medida  que  esse  ingrediente  se  torna  menos  disponível  comercialmente,  seu  custo,  além  de  

alto,  permanece  em  constante  flutuação  (BANCO  MUNDIAL  2020).  Isso  se  deve  não  apenas  ao  aumento  da  demanda  da  indústria  

de  rações,  mas  também  à  forte  pressão  da  pesca  sobre  espécies  forrageiras,  levando  ao  esgotamento  de  alguns  desses  estoques  

(NAYLOR  et  al.  2009).  À  medida  que  o  custo  aumenta,  maiores  despesas  serão  incorridas  para  a  produção  de  animais  aquáticos  (EL  

BASUINI  et  al.  2016  e  2017,  HOSSAIN  et  al.  2016).  Nos  últimos  anos,  tem  havido  esforços  constantes  de  pesquisa  para  substituir  a  

farinha  de  peixe  por  ingredientes  alternativos  que  reduzem  os  custos  de  alimentação  e  otimizam  o  desempenho  da  produção  

(BULBUL  et  al.  2015,  ZHANG  et  al.  2016,  DANIEL  2018).

condições  para  o  crescimento  de  microrganismos  benéficos  (fungos  e/ou  bactérias)  em  ingredientes  de  origem  animal  ou  vegetal

A  substituição  total  da  farinha  de  peixe  nem  sempre  é  viável  (HANSEN  et  al.  2011,  BONALDO  et  al.  2011,  FERRARA  et  al.  

2015).  Apesar  de  suas  muitas  qualidades,  o  farelo  de  soja  contém  fatores  antinutricionais  (FANs)  (LIMA  et  al.  2014),  incluindo  

inibidores  de  protease,  lectinas,  ácido  fítico,  saponinas  e  fibras.  Além  disso,  é  menos  palatável  e  deficiente  em  alguns  aminoácidos  

essenciais  (metionina  e  lisina)  (EL-DAHHAR  &  EL-SHAZLY  1993,  LIMA  et  al.  2014),  limitando  a  utilização  de  proteínas  e  outros  

nutrientes  pelos  animais.  A  suplementação  de  aminoácidos  pode  permitir  a  suplementação  completa  (AJANI  et  al.  2016,  EL-SAYD  &  

GABER  2002),  mas  alguns  autores  relataram  uma  diminuição  no  consumo  (MAHMOUD  et  al.  2014).  Esses  desafios  justificam  a  

aplicação  da  técnica  de  fermentação  a  este  ingrediente  (JAKOBSEN  et  al.  2015,  MONIRUZZAMAN  et  al.  2018,  JANNATHULLA  et  al.  

2019).

Picoli  e  outros.

A  fermentação  é  uma  técnica  de  preservação  e  processamento  de  alimentos  que  também  aprimora  as  propriedades  

nutricionais  e  funcionais  originais  dos  alimentos  (FRIAS  et  al.,  2008).  O  processo  envolve  a  inoculação  e  o  fornecimento  de  nutrientes  ideais

Melhorias  no  uso  de  nutrientes  e  na  saúde  animal  também  foram  observadas  (AJANI  et  al.  2016),  bem  como  na  produção  total  e  no  

retorno  econômico  líquido  (AL-KENAWY  et  al.  2008).

Os  resultados  recomendam  a  substituição  parcial  da  farinha  de  peixe  por  farelo  de  soja,  variando  de  25%  a  75%,  para  tilápias  

(AL-KENAWY  et  al.  2008,  LIN  &  LUO  2011,  AJANI  et  al.  2016,  SHARMA  &  SAINI  2017).  Essas  descobertas  permitem  que  fontes  de  

proteína  vegetal  sejam  incorporadas  às  dietas  sem  comprometer  o  desempenho  (EL-SAIDY  &  GABER  2002,  AL-KENAWY  et  al.  2008,  

LIN  &  LUO  2011,  AJANI  et  al.  2016,  SHARMA  &  SAINI  2017).
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2018).  É  um  produto  derivado  da  extração  do  óleo  de  soja  e  contém  aproximadamente  48%  de  proteína  bruta  (MUKHERJEE  et  al.  

2016).
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O  farelo  de  soja  é  uma  das  fontes  de  proteína  vegetal  mais  utilizadas  na  nutrição  animal  devido  ao  seu  alto  teor  de  proteína,  

perfil  de  aminoácidos  equilibrado  e  disponibilidade  no  mercado  (SØRENSEN  et  al.  2009;  MUKHERJEE  et  al.  2016,  SHARAWY  et  al.  

2016,  WANG  et  al.  2016,  DANIEL  2018,  JANNATHULLA  et  al.

Os  principais  microrganismos  utilizados  na  técnica  de  fermentação  são  do  gênero  Bacillus  (WONGPUTTISIN  et  al.  2007,  

TENG  et  al.  2012),  Aspergillus  (ILYAS  et  al.  1995,  HIRABAYASHI  et  al.  1998,  HONG  et  al.  2004,  KISHIDA  et  al.  2000,  FENG  et  al.  

2007a,b),  Lactobacillus  (AMADOU  et  al.  2010a,b,  CHI  &  CHO  2016,  WANG  et  al.  2016)  e  Saccharomyces  (CHI  &  CHO  2016,  

HASSAAN  et  al.  2018).  Cada  um  é  responsável  pela  produção  de  produtos  diferentes  (ácido  lático,  etanol,  ácido  acético,  entre  outros)  

porque  respondem  de  forma  diferente  a  cada  substrato  (NIBA  et  al.  2009).  Por  exemplo,  Lactobacillus  tende  a  produzir  ácido  láctico

Farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)

Na  nutrição  animal,  a  principal  técnica  de  fermentação  utilizada  é  a  fermentação  em  estado  sólido  (FES)  (YANG  et  al.  2021).  

Essa  técnica  envolve  a  inoculação  de  microrganismos  em  grãos  ou  farelo  com  níveis  de  umidade  entre  40%  e  80%  (ORIOL  et  al.  

1988a,b,  BORZANI  et  al.  1999,  YANG  et  al.  2021)  para  produzir  ingredientes  secos  fermentados  na  forma  de  grãos  inteiros  ou  em  pó  

(SUBRAMANIYAM  &  VIMALA  2012).  Aspergillus  spp.,  Rhizopus  spp.  e  Lactobacillus  spp.  são  os  principais  microrganismos  utilizados  

nesse  método  (SUBRAMANIYAM  &  VIMALA  2012)  para  a  produção  de  enzimas,  ácidos  orgânicos  e  biopesticidas  (LU  et  al.  1998,  

BATTAN  et  al.  2006).  Também  pode  ser  usado  para  desenvolver  ingredientes  para  ração  animal  (MUKHERJEE  et  al.  2015,  DAWOOD  

&  KOSHIO  2019,  WANG  et  al.  2019).

origem.  O  objetivo  é  converter  biologicamente  substratos  complexos  em  compostos  simples,  formando  produtos  típicos  de  fermentação  

(dióxido  de  carbono  e  álcool)  (BALAKRISHNAN  &  PANDEY  1996).  O  produto  final  também  será  rico  em  populações  de  microrganismos  

probióticos  e  metabólitos  secundários,  como  antibióticos,  peptídeos  bioativos  de  baixo  peso  molecular,  enzimas  e  fatores  de  

crescimento,  todos  com  ação  prebiótica  (BALAKRISHNAN  &  PANDEY  1996,  KADER  et  al.  2011,  MUKHERJEE  et  al.  2015,  DAWOOD  

&  KOSHIO  2019,  WANG  et  al.  2019).

Machine Translated by Google



meubeijo) / )/12.0

(Acantopagrus

Substituição  de  FP  por  FSFM  

suplementado  em  até  40%  
sem  comprometer  

o  desempenho

Desempenho

Garoupa-de-manchas-  

laranjadas

WU  e  outros,

AZARM  &

SHIU  e  outros  

2015

Referência

morfologia

FS  a  10%,  20  e  30%  e  a  10,  

20,  30  e

20%  FP  ou  57-31,6%  

DSBM;  Dieta  II:  0-20%  FP  ou  
51-28,3%  FSFM  com  metionina  

encapsulada

FSFM  (0,  80,  160,  240  e  320  

g/kg)  suplementado  

com  metionina,  lisina  e  

taurina  para  substituir  FP

Pargo  preto

áureo)/0,36

2003

Níveis  testados

(Oncorhynchus

Melhor  desempenho  e  

eficiência  alimentar  em  grupos  
alimentados  com  as  dietas  FP  

e  FSFM  II;  Melhor  saúde  biliar  

e  hepatointestinal  em  dietas  
fermentadas

schlegeli)/1,17

Desempenho,  

eficiência  alimentar,  

digestibilidade,  

hematologia,  

estado  biliar  e  

hepatointestinal

Substituição  de  FP  por  FSFM  

com  até  30%  de  aproveitamento  

sem  comprometer  

o  desempenho  e  a  eficiência  

alimentar.  Hepático,

(Epinephelus  

coioides)/ 4,46

YAMAMOTO  e  

outros  (2010)

LEE,  2012

Dieta  FP;  Dieta  FS;  Dieta  FSFM  
I:  adição  inicial  de  30%  de  

água  (fermentada  por  7  h);  

Dieta  FSFM  II:  5%  (10  h).

Controle:  Sem  FP;  Dieta  I:  0-

Controle  com  FP,  

substituição  de  FM  por

Tilápia  híbrida  

(Oreochromis  
niloticus  ×  O.

Parâmetros  testados  Espécie/Peso  (g) Principais  resultados/Conclusão:  

Desempenho  inferior  em  
dietas  sem  FP.  A  adição  de  

metionina  encapsulada  não  
melhorou  o  crescimento  

do  grupo  sem  FP.

Desempenho,  
parâmetros  

bioquímicos  e  

digestibilidade

truta  arco-íris

Estudos  demonstraram  que  a  fermentação  aumenta  a  biodisponibilidade  e  a  digestibilidade  dos  nutrientes,  reduzindo  o  teor  

de  antinutrientes  em  proteínas  vegetais  (WANG  et  al.  2016,  HASSAAN  et  al.  2018).  Nesse  processo  de  fermentação,  os  

microrganismos  envolvidos  na  bioconversão  degradam  macromoléculas  proteicas  em  compostos  solúveis  de  baixo  peso  molecular.  

Esses  compostos,  compostos  por  pequenas  cadeias  de  aminoácidos  e  peptídeos  bioativos,  são  melhor  assimilados,  melhorando  a  

digestão  e  a  absorção  de  nutrientes,  bem  como  a  saúde  animal  (AZARM  &  LEE  2012,  SANJUKTA  &  RAI  2016).  Além  disso,  outras  

vantagens  e  benefícios  do  farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)  foram  observados,  incluindo  os  seguintes:

O  FSFM  é  rico  em  peptídeos  bioativos  e  pode  ter  alto  teor  de  proteínas  e  aminoácidos  e  menor  ANF

e  ácido  cítrico,  enquanto  as  leveduras  produzem  etanol  e  CO2  (SUBRAMANIYAM  &  VIMALA  2012).

sem  alterar  o  perfil  de  aminoácidos  essenciais  (HONG  et  al.  2004);  ÿ  Diminui  o  

teor  de  fibras,  os  níveis  de  FNA  e  os  níveis  de  ingredientes  tóxicos,  facilitando  a  absorção,  o  uso  e  a  palatabilidade  dos  nutrientes.  

Assim,  melhorias  na  eficiência  alimentar  e  no  desempenho  animal  podem  ser  alcançadas  (MAKKAR  1993,  YAMAMOTO  et  al.  

2010,  JAKOBSEN  et  al.  2015);  ÿ  A  ação  imunoestimulante  e  a  tolerância  a  

estressores  ambientais  melhoram  a  saúde  dos  animais  de  criação.

Picoli  e  outros.

(MONIRUZZAMAN  et  al.  2018,  JANNATHULLA  et  al.  2019).

Tabela  1.  Estudos  utilizando  farelo  de  soja  fermentado  (FSFM)  de  diversas  espécies  de  peixes.

ÿ  O  teor  de  proteína  bruta  foi  aumentado  em  aproximadamente  10%  em  comparação  com  o  ingrediente  original

para  o.  2016,  SHARAWY  et  al.  2016,  WANG  et  al.  2016,  JANNATHULLA  et  al.  2018);

2018,  CHOI  et  al.  2019,  RAHIMNEJAD  et  al.  2019).  Além  disso,  alterações  em  parâmetros  bioquímicos  e  hematológicos,  metabolismo  

lipídico,  saúde  hepatointestinal  e  capacidade  antioxidante  total  também  foram  observadas  (YAMAMOTO  et  al.  2010,  AZARM  &  LEE  

2012,  BARNES  et  al.  2015,  WANG  et  al.  2016,  JIANG  et  al.  2018,  NOVRIADI  et  al.  2018,  WANG  et  al.  2019).
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ÿ  Aumento  da  atividade  da  enzima  fibrinolítica,  da  digestibilidade  da  tripsina  in  vitro  e  da  solubilidade  do  nitrogênio  (MUKHERJEE  et

inúmeros  benefícios  para  a  saúde  animal,  conforme  mostrado  na  Tabela  1.  Efeitos  benéficos  na  saúde  dos  peixes  com  a  inclusão  de  

FSFM  nas  dietas  também  foram  relatados:  melhora  das  respostas  imunes  não  específicas,  redução  da  inflamação,  modulação  da  

microbiota  e  aumento  da  atividade  das  enzimas  digestivas  (YAMAMOTO  et  al.  2010,  SHIU  et  al.  2015,  LEE  et  al.  2016,  ILHAM  &  

FOTEDAR  2016,  SOTOUDEH  et  al.  2016,  NOVRIADI  et  al.

Desempenho,  
atividade  de  enzimas  
digestivas  e  
alterações  na  
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DAWOOD  &  KOSHIO  2019,  HA  et  al.  2019,  WANG  et  al.  2019);

O  FSFM  tem  sido  amplamente  testado  como  um  substituto  da  farinha  de  peixe  e  alimento  funcional  em  dietas  para  aquicultura.  

O  FSFM  pode  substituir  25%  a  60%  da  farinha  de  peixe  em  dietas  para  peixes  sem  comprometer  o  desempenho  e,  além  disso,  tem

ÿ  Melhoria  da  qualidade  nutricional  e  atividade  antioxidante  do  farelo  de  soja  (DA  SILVA  et  al.  2018);  ÿ  Fonte  de  

enzimas,  ácidos  orgânicos  e  fatores  de  crescimento  (KADER  et  al.  2011,  MUKHERJEE  et  al.  2015,

2019).  Também  é  rico  em  compostos  bioativos  com  funções  regulatórias  e  funcionais,  atuando  como  um  agente  anti-hipertensivo,  

antimicrobiano,  antioxidante  e  antidiabético  (SINGH  et  al.  2014,  SANJUKTA  &  RAI  2016).

e  conteúdo  de  alérgenos  do  que  a  farinha  de  soja  (SHIU  et  al.  2015,  WANG  et  al.  2016,  CHI  &  CHO  2016,  LI  et  al.
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Economicamente,  o  FSFML  pode  

ser  incluído  em  até  50%  da  

proteína  PF.

sérum

LIANG  e  outros,

FSFM  (0,  8,  16,  24,  32%)  

substituindo  a  proteína  FP  

por  0,  10,  20,  30  e  40%,  

aproximadamente

ZHUO  et  al.  

(2016)

2016

substituindo  FP  por  FS  e

atividade

FSFMR  (0,  20,  40  ou  60  g/

kg  de  proteína)  substituído  por  O  melhor  desempenho  foi

PB

s  máximo)/ 5,11

Desempenho,  

composição  corporal,

FSFM  não  tratado  ou  

irradiado  com  radiação  a  15  e  

30  kGy

FS  ou  FSFM  

suplementado  ou  não  com  

selênio  orgânico  substituindo  

FP

Desempenho  melhorado

JIANG  e  outros  

2018

FSFM  (0,  25,  50,  75  e  100%)  

substitui  o  FS

Intestinal

Substituição  da  proteína  FP  por  

FSFM  com  L.  

plantarum  em  até  45%  sem  

afetar  as  variáveis  
estudadas.

Desempenho,  

composição  corporal,

2018

Melhoria  nos  

parâmetros  bioquímicos  de  

acordo  com  a  inclusão  de  FSFM.  

Melhoria

FSFM  (0,  25,  50  e  75%)  

substituindo  FP

FSFM  e  40,  15  ou  0%

Dietas  FSFM  

comparadas  com  FS  e  
FM

O  uso  de  FSFM  

promoveu  a  saúde  e  proteção  

intestinal  no  salmão.

Truta  marrom  do  

Cáspio  ( truta  Salmo

Variedades  de  

truta  Shasta  

x  McConaughy  

(Oncorhynchus  

mykiss)/ 23,4

Robalo  de  boca  grande

2017

e  fisiologia  

do  sangue

fígado  e  distal

Desempenho  e  

viabilidade  econômica

WANG  e  outros  

2016

e  antioxidante  
enzimático

saúde  intestinal  com  os  dois  

maiores  teores  de  alimentos  
fermentados

Psetta  maxima  -

Garoupa-de-manchas-

laranjadas  

(Epimetheus  

coioides)/ 22.01

FP

com  o  uso  de  selênio  orgânico  
para  FS  e

Desempenho,

Salmão  

do  Atlântico  (Salmo  

salar)/ 50

Melhoria  da  digestibilidade  

aparente  das  dietas  FSFM

FSFM

Barramundi  (Lates  

calcarifer) /  5,04

Desempenho,  

condição  
morfológica  e

Anabas  

testudineus/ 1.03

Peixe-rocha  (Sebastes  

schlegeli)/ 1,2

CATALÁN  et  al.,  

2017

cáspio)/2.1

Desempenho,  

índice  

organossomático  e  histologia  intestinal

bioquímica  do  
fígado  e  intestino  distal

Substituindo  a  proteína  FP  por

e  atividade  das  

enzimas  digestivas

ILHAM  &

intestino

SOTOUDEH  e  

outros  2016

microbiota

Pompano  (Trachinot

Controle;  FSFML  

substituindo  FP  por  0,  25,  50,  

75  ou  100%  de  FP's

Desempenho,  
resposta  

imune  e  morfologia  
intestinal

Barnes  e  outros  

2015

pregado  (Scophthalmus)

(Micropterus

Um  desempenho  semelhante  
ao  do  controle  foi  observado  

até  um  nível  de  FSFML  de  50%.

Robalo  japonês  

(Lateolabrax  japonicus)/

13.3

Controle  com  PF;  Dietas  de  
teste  com  

substituição  de  PF  por  FS  ou

grupos.

Dietas  contendo  até  35%  FSFM  e  
15%  FP  são  aceitáveis  para  

ambas  as  linhagens

Controle  com  FP;  Dietas  de  

teste  com  300  g/kg  de  FS  ou  

FSFM  substituindo  FP.

FOTEDAR,

melhora  intestinal  e  digestiva  

após

KADER  e  outros.

LEE  e  outros  

2016

FSFM,  mas  não  diferiu  entre  a  
dieta  FP

FP  substituído  por  FS  ou

Novriadi  e  outros  

2018

Substituição  de  FP  por  FSFM  

em  até  25%  sem  comprometer  

o  desempenho,  a  

qualidade  da  carne  ou  o  uso  da  
ração

FSFM  com  até  40%  não  teve  

efeito  negativo  no  

desempenho  animal.

nós  carolinus)/ 17.01

Desempenho,  perfil  de  

ácidos  graxos  e  

composição  corporal

O  nível  de  radiação  gama  utilizado  
não  foi  eficiente,  mas  a  fermentação  

FS  melhorou  o  peso  final,  a  

atividade  enzimática  proteolítica  e  

a  composição  corporal.

sem  comprometer  o  

desempenho  e  a  histologia  

intestinal.

40%  pela  FSFM

Desempenho,  

atividade  enzimática,

FSFM  Lactobacillus  

plantarum  a  15,  30,  45  e  60%

Controle  com  30%  FP,  FS  com  
30%  ou  FSFM  com  30%

Digestibilidade  da  

matéria  

seca  e  da  proteína  de

Dietas  com  0,  35  ou  50%
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Desempenho,  
histologia  

intestinal,  enzima

Peixe-gato  sul-

africano  -

desempenho.  Menor  
contagem  de  Vibrionaceae  em

LI  e  outros  (2020)

FSFM  de  até  30%  do  FP

FSFM;  melhora  intestinal

Desempenho,  

morfologia  e  microbiota  
intestinal

Robalo  (Micropteus  

salmoides)/

4,43

Controle  com  FP;

s  fuscoguttatus  ×  E.  

lanceolatus)/9.0

Substituição  de  FP  por

e  microbiota  intestinal  modulada

Psetta  maxima  -

Controle  com  FM;  FSFM  1  e  
FSFM  2  

(técnicas  de  

fermentação),  ambos  com  
20,  40  e  60%  de  

substituição  de  FP.

substituindo  40g/kg.

Substituindo  FP  por  FSFM

robalo  (Lates  

calcarifer)/ 1,27

Controle-FP  pouco  atraente;

s  máximo)/ 7,57

Níveis  de  FNA,  

digestibilidade  e  
saúde  intestinal

Substituição  do  FSFM  para  até  
60%  do  PF  sem  comprometer  o  

desempenho

atividade  e  

expressão  de  pró-

inflamatórios

Substituição  de  FP  por

truta  arco-íris

Desempenho,  

estado  antioxidante,  
morfologia  

intestinal  e  resposta  

inflamatória

Desempenho,  

composição  corporal,  
bioquímica  e  

histologia  intestinal

pregado  (Scophthalmus)

Melhora  do  estresse  oxidativo  
com  o  uso  de  FSFM.  

Substituição  de  FP  em  até  40%  

por  produtos  

fermentados,  sem  efeito  no  

crescimento  ou  na  alimentação.

jundiá  (Rhamdia

7-21%.  FSFM  não  afetou  a  

contagem  de  bactérias  

heterotróficas,  atividade  

enzimática  ou

CHOI  e  outros  

(2019)

FS

Controle  de  FP;  Substituição  de  

FP  por  FSFM  em  20%  ou

FS  ou  FSFM  a  30%  e  60%

Substituir  FSFM  por  até  30%  
PF  sem  comprometer  o  

desempenho,  a  

digestibilidade,

genes

FS  e  FSFM  em  15%,  30%,  

45%  e  60%

os  efeitos  negativos  do  FS,  

antioxidante  melhorado

(Oncorhynchus

Melhoria  do  metabolismo  lipídico  

e  da  capacidade  antioxidante

Lactobacillus  acidophilus  a  7,  

14,  21  e  28%

Ele  e  

outros  (2020b)
em  dietas  sem  efeitos  adversos

Corvina  

amarela  (Larimicthys

saúde  nos  dois  níveis  mais  altos

mar  asiático

40%

Robalo  -de-

boca-grande  

(Micropterus  salmoides)/ 4,43

Desempenho,  

histologia  e  
microbiota  

intestinal

s  máximo)/ 8,53

FSFM  (0,  15,  30,  45,  60  e  75%)  

substituindo  FP

Desempenho,  

microbiologia,  

atividade  enzimática,

Controle  com  FP;  45%  FS  ou  
FSFM  com

Controle  com  FP  (0%),  
30%,  45%  e  60%  com

usar

composição  corporal,

e  saúde  intestinal

Controle  +  FP  com  

atrativos;  Substituição  de  

misturas  de  FP  de  20,  40,  60,  

80  e  100%  de  proteína  

por  60%  de  PBM  e  40%  de  
FSFM

Desempenho,  

carcaça  e  fígado

DE  OLIVEIRA  et  

al.  (2022)

Garoupa-  

genciana  (Epinephelus

capacidade,  respostas  

inflamatórias  suprimidas,

meu  beijo)

Controle  35g/kg  FP;

rainha)/

histologia  intestinal.

efeitos  no  desempenho  e  na  
saúde  intestinal

Psetta  maxima  -

Fermentação  neutralizada

crocea)/10,0

Suplementação  com

Redução  dos  níveis  de  FNA  com  

a  fermentação,  melhora  do  

desempenho  e  da  

digestibilidade  em  até  45%

e  parâmetros  
bioquímicos  do  

plasma

ZHANG  e  outros  

(2021)

Ele  e  

outros  (2020a)

Substituição  de  FSFM  de  até  
45%  do  FP  sem  efeitos  

negativos  no  desempenho  

e  na  integridade  intestinal.

FS  e  30%,  45%  e  60%  com  
FSFM

e  histologia  

intestinal

Substituição  de  FSFM  em  até  
21%  sem  perda  de

Enterococcus  faecium)

HONG  e  outros  

(2021)

A  substituição  por  FSFM  em  
20-40%  do  FP  afetou  o  

desempenho,  a  morfologia  

intestinal  e  a  

expressão  de  genes  
relacionados  ao  sistema  

imunológico.

Desempenho,

observado  quandosalmoides)/ 17.1

Desempenho  e  uso  

de  feed

pregado  (Scophthalmus)

Controle  de  35  g/kg  FP;

LI  e  outros  (2019)

WANG  e  outros  

(2019)
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Níveis  >21%  de  FSFM  

melhoraram  a  saúde  

intestinal  da  tilápia.

A  adição  de  7%  de  FSBM  torna  

possível  substituir  

completamente  a  farinha  de  peixe  

sem  comprometer  seu  

desempenho.

tilápia  do  NiloDesempenho  e  saúde  

intestinal (Oreochromis

Dietas  à  base  de  

plantas,  incluindo  diferentes  

níveis  (7%,  14%,  21%  e  

28%)  de  FSFM
niloticus)

PICOLI  e  outros  

2022

FP:  Farinha  de  peixe;  FS:  Farelo  de  soja;  FSFM:  Farelo  de  soja  fermentado;  DSBM:  Farinha  de  soja  descascada;  PBM:  Subproduto  de  aves;  
Aa's:  aminoácidos;  kGy:  quilo  Gray;  kDa:  quilo  Dalton;  FSFMR:  Resíduo  de  farelo  de  soja  fermentado;  FSFML:  Fermentado  com  uma  mistura  
de  farinha  de  soja  e  subproduto  de  lula;  ANF's:  Fatores  antinutricionais.

PARA)

Figura  1.  Biomassa  de  espirulina  (A.  platensis)  sob  (A)  microscopia  óptica  de  40x  (A)  e  na  natureza  (B).

A  espirulina  contém  quantidades  significativas  de  ácidos  graxos  poli-insaturados  ômega-6,  particularmente  ácido  gama-linolênico  e  ácido  

linoleico  (HENRIKSON  1995,  COLLA  et  al.  2004,  BABADZHANOV  et  al.  2004).  Além  disso,  sua  composição  inclui  altos  níveis  de  ferro,  cálcio,  

fósforo,  vitaminas  (vitamina  E  e  B12)  e  pigmentos  (ficocianina,  carotenoides  e  clorofila-a)  (CAPELLI  &  CYSEWSKI  2010,  ALI  &  SALEH  2012).
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Proteínas  unicelulares,  incluindo  microalgas,  leveduras  e  bactérias,  são  fontes  alternativas  promissoras  para  substituir  a  farinha  de  peixe  na  

dieta  de  peixes  (HARDY  2010).  São  frequentemente  utilizadas  como  ingredientes  em  organismos  aquáticos  em  diferentes  estágios  de  

desenvolvimento  (ERDOGAN  2019,  RAJI  et  al.  2020,  MANSOUR  et  al.  2021).  Dentre  elas,  a  espirulina  é  uma  das  potenciais  candidatas  para  essa  

substituição.  É  uma  microalga  filamentosa  de  superfície  lisa  que  contém  ficocianina  e  clorofila  como  seus  principais  pigmentos  fotossintéticos,  

responsáveis  por  sua  cor  azul-esverdeada  (CAPELLI  &  CYSEWSKI  2010,  ALI  &  SALEH  2012)  (Figura  1).

B)

Biomassa  de  espirulina  (Arthrospira  platensis)

Picoli  e  outros.

Devido  à  ausência  de  celulose  na  parede  celular  e  à  ausência  de  fitato  e  oxalatos,  a  espirulina  facilita  a  assimilação  de  nutrientes  no  nível  intestinal  

(GUTIÉRREZ-SALMEÁN  et  al.  2015).  É  uma  rica  fonte  de  proteína  digestível  (até  70%  do  seu  conteúdo  proteico)  e  possui  um  perfil  de  aminoácidos  

bem  equilibrado  (AL-DHABI  &  ARASU  2016,  TOKU  &  ÜNAL  2003).  A  espirulina  também  desempenha  um  papel  no  tratamento  de  diversas  condições  

patológicas  humanas,  como  hepatotoxicidade,  doenças  cardiovasculares,  câncer  e  hiperlipidemia  (HABIB  et  al.  2008,  NAGAOKA  et  al.  2005).  

Também  permite  maior  inclusão  na  substituição  de  diversos  componentes  em  formulações  de  ração  animal  (AHMADZADENIA  et  al.  2011,  SIRAKOV  

et  al.  2012).

Nos  últimos  anos,  pesquisas  relataram  melhorias  no  desempenho  com  o  uso  de  espirulina  como  suplemento  ou  substituto  de  farinha  de  

peixe  em  dietas  de  tilápia  (Tabelas  2  e  3)  (PLAZA  et  al.  2019,  AL-ZAYAT  2019,  ELABD  et  al.  2020,  MANSOUR  et  al.  2021)  e  outras  espécies  de  

peixes,  como  o  bagre  africano  (Clarias  gariepinus)  (RAJI  et  al.  2018  e  2020),  a  carpa  comum  (Cyprinus  carp)  (ABDULRAHMAN  &  AMEEN  2014)  e  a  

truta  marrom  (Salmo  truta  caspius)  (ROOHANI  et  al.  2019).  Além  disso,  benefícios  relacionados  à  saúde  dos  peixes,  como  parâmetros  bioquímicos  

melhorados  (ABDEL-DAIM  et  al.  2020,  MANSOUR  et  al.  2021,  SOLIMAN  et  al.  2021),  parâmetros  histológicos  (ABU-ELALA  et  al.  2016)  e  capacidade  

antioxidante  (AWED  et  al.  2020,  ELABD  et  al.  2020,  SALAH  EL-DIN  et  al.  2021),  também  são  dignos  de  nota.
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Como  substituto  da  farinha  de  peixe,  até  75%  das  mesmas  espécies  e  para  bagres  africanos  (Clarias  gariepinus)  (RAJI  et  al.  2018,  ROSENAU  et  al.  

2021),  carpas  comuns  (Cyprinus  carp)  (ABDULRAHMAN  &  AMEEN  2014)  e  trutas  marrons  (Salmo  truta  caspius)  (ROOHANI  et  al.  2019).  Substituição  

completa  da  farinha  de  peixe  por  espirulina.

biomassa  (100%)  também  foi  relatada  para  carpa  prussiana  (Carassius  auratus  gibelio  var.  CAS  III)  (CAO  et  al.  2018)  e  peixe-gato  africano  (RAJI  et  

al.  2020),  sem  prejudicar  a  saúde  ou  o  desempenho  desses  animais.

De  acordo  com  as  Tabelas  2  e  3,  a  espirulina  pode  ser  incluída  nas  dietas  para  tilápias  como  um  suplemento  de  até  20%.

Picoli  e  outros.

Tabela  2.  Estudos  utilizando  espirulina  (Arthrospira  platensis)  como  suplemento  para  tilápia  do  Nilo  (Oreochromis  niloticus).
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exposição  à  SS.

Suplementação  com  0,25-

Controle  (T1):  DB  sem  

exposição;  T2:  DB  15  mg/L  CuSO4;  

T3:  DN  +  0,25%  SP  15  mg/L  CuSO4 ;  

T4:  DB  15  mg/L  CuO-NPS;  T5:  DB  

+  0,25%  SP  15  mg/L  CuO-NPS

Suplementação  com  200  mg

;  T3:  EtBr  10  ÿg  L  -  1

Controle:  DB  sem  SP;  Dieta  com  3%  
SP

Referência

e  outros  2021

(2020)

SOLIMAN  e  outros  

(2021)

fragmentação  de  DNA,

SANGAK,  2017

Desempenho  e  composição  

do  filé

A  suplementação  com  7,5%  SP  

melhorou  o  desempenho,  o  uso  de  

proteínas  e  o  sangue

MANSOUR  e  

outros  (2021)

40,0

Índices  

bioquímicos,  

histopatológicos  

(cérebro,  fígado  e  rins),  

estresse  

oxidativo  e  hematológicos

;  T5:  EtBr  

100  ÿg  L  -  1  EtBr  +  200  mg

desempenho  (exceto  S  e  CAA)  do  

controle.

Desempenho,  digestivo  e  
bioquímica  26.0

Suplementação  com  0,25%  de  SP  em  

peixes  expostos  ao  CuSO4

contra  alterações  histopatológicas,  

bioquímicas  e  

hematológicas  e  estresse  oxidativo

Desempenho,  uso  de  feed,

Suplementação  de  SP  de  0,5-

L  -  1  de  SP  protegeu  contra  os  

efeitos  negativos  no  DNA  e  na  

capacidade  antioxidante  da  tilápia  

exposta  ao  brometo  de  etídio

Parâmetros  

reprodutivos

A  suplementação  com  3%  SP  melhorou  

o  desempenho  e  a  cor  do  filé  sem  

alterar

0,5%  de  nanopartículas  de  SP  

melhoraram  o  desempenho,

Controle:  DB;  SS:  5,8  mg/L  
Suplementação  com  1%  SP  SS  intoxicado;  SP:  

Dieta  com  não  alterou  o  desempenho,  
1%  SP;  SP/SS:  1%  espirulina

2019

9,5

e  fração  proteica  

(eletroforese  em  gel  -

55,0

e  CuO-NPs  protegidos

Controle  (T1):  DB  sem  

exposição;  T2:  DB  15  mg/L  

CuSO4 ;  T3:  DN  +  0,25%  SP  15  mg/

L  CuSO4 ;  T4:  DB  15  mg/L  CuO-

NPS;  T5:  DB  +  0,25%  SP  15  mg/

L  CuO-NPS

2%  de  parâmetros  reprodutivos  

melhorados

6.0

0,83

9,5 EtBr  +  200  mg  L  -  1

Parâmetros  testados  Peso  (g)  Níveis  testados  como  suplementos  Principais  resultados/Conclusão  A  suplementação  de  uma  

dieta  à  base  de  plantas  com  
0,5-0,65%  SP  melhorou  o  desempenho,  

o  uso  da  ração  e  os  parâmetros  

bioquímicos  do  sangue

PLAZA  e  outros  

(2019)

enzimas,  imune

Desempenho  e

SDS-PAGE)

Suplementação  com  0,25%  de  SP  em  

peixes  expostos  ao  CuSO4

LEITE  et  al.  

(2019)

a  microbiota  intestinal.

Controle:  DB  sem  SP;  dietas  

contendo  0,25%  ou

L  -  1

Controle:  DB  sem  SP;  Dieta  com  
suplementação  

de  20%  de  SP

composição

Controle  (T1):  Sem  exposição  a

SOLIMAN  e  outros  

(2021)

contra  alterações  histopatológicas,  

bioquímicas  e  

hematológicas  e  estresse  oxidativo

WAHB  &

e  carcaça

Capacidade  antioxidante,

ELABD  e  outros.

mas  dieta  de  tecido  suprimido  e  intoxicado  com  5,8  estresse  
oxidativo  induzido  por  mg/L  SS  intoxicado

Bioquímico,  

histopatológico

SP;  T4:

109,0

Desempenho,  uso  de  ração,  

composição  corporal  

aproximada  e  
parâmetros  

hematobioquímicos

EtBr  e  não  SP;  T2:  EtBr  10  ÿg  L  -  1

Desempenho,  

parâmetros  

hematológicos,  microbiota  

intestinal  e  qualidade  do  

filé

capacidade  antioxidante  

do  tecido

SALAH  EL-DIN

Controle:  DB  sem  SP;  Dietas  

incluindo  5,  7,5,  10  e  20%  SP

Controle:  DB  sem  SP;  dietas  

contendo  2,5,  0,5,  5  e  7,5%  de  SP

0,5%  SP

9,5

SP

AWED  e  outros  

(2020)

(cérebro,  fígado  e  

rins),  estresse  oxidativo  

e  índices  

hematológicos

A  suplementação  com  20%  SP  aumentou  

o  nível  de  proteína  dos  filés  e  manteve

Controle:  Dieta  à  base  de  plantas  

sem  SP;  dietas  à  base  de  

plantas  incluindo  0,125,  0,25,  0,5,  

0,75  e  1%  de  SP

AL-ZAYAT,

EtBr  100  ÿg  L  -  1

e  CuO-NPs  protegidos

1.0

Aumento  dos  níveis  de  cortisol  

e  triglicerídeos
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desempenho  melhorado  e

intestinal

75,  100%

desempenho  da  produção,  independentemente  de

Níveis  testados  como  um

GRASSI  e  outros  

(2020)

biomarcadores  de  

peroxidação  lipídica

tilápia

bioquímica  e

com  o  controle.

composição.  Custo-efetividade  de

Principais  resultados/Conclusão

Desempenho,  composição  

corporal  e  parâmetros  
bioquímicos

qualidade  nutricional  ou  preservação

sem  SP  0%  e

composição,  e

Controle:  sem  SP;  dieta  com  1%  de  

SP  e  sem  exposição  a  CPF  (15  g/

L);  dieta  com  exposição  a  CPF  sem  
SP;  dieta  com  exposição  a  CPF  

0,5%-1%  de  SP

composição,  e

VELASQUEZ  e  outros.

estresse  oxidativo

espirulina

niloticus  x  O.

morfometria,  metabolismo  de  proteínas  e

100,0

substituição  de  FM

(Oreochromis
índices  organossomáticos,  alimentação

a  espirulina  não  diferiu  da  FM

A  suplementação  com  0,5%  de  SP  

reduziu  o  aparecimento  de  
anormalidades  cromossômicas

7.0

o  sistema  de  criação  (água  limpa  ×

ABDELKHALEK  e  

outros,  2017

as  características  de  textura  dos  filés.

hematologia

histomorfometria,

/0,206

A  suplementação  com  1%  SP  (A.  

fusiforms  e  A.  platensis)  

melhorou  o  desempenho,  

a  composição  corporal  

e  os  parâmetros  bioquímicos

Aeromonas  veronii,

EL-SHEEKH  e  outros.

bioquímica  do  sangue

Controle:  DB  sem

dietas  à  base  de  espirulina  comparadas  com

Referência

utilização  e  composição  da  carcaça

controle  em  termos  de  animais

(Oreochromis

e  danos  ao  DNA  e  eritrograma  

melhorado

Suplementação  com  0,25-

Controle  (0%):  DB

Controle:  DB  com  FM;

substituir

resposta  imune,  

antioxidantes,  enzimas  

digestivas,  expressão  genética,

26,8

(2015)

por  SP

incluindo  30,  45,  60

parâmetros

33%  66%  100%

tilápia  do  Nilo

Rádio  FM

BFT)

Controle:  DB  sem  SP;  Dieta  com  1%  

A.  fusiformes;  Dieta  com  1%  A.  

platensis

Controle:  DB;  Dietas  0,25%  e  

0,5%  SP;  Dietas  0,25%  e  0,5%  S.  

cerevisiae;  Dietas  0,25%  e  
0,5%  Rubrivivax  gelatinosus

(2014)

Produtivo

resposta  antioxidante.  Substituindo  66%

Marcadores  hepáticos  e  
60,0

ABDEL-DAIM  e  

outros,  2020

e  estressores  físicos

Parâmetros  testados  Espécie/Peso

com  espirulina  a  50,

niloticus)/ 0,89

tilápia  do  Nilo

e  triglicerídeos  reduzidos  em  comparação

desempenho  e  carcaça

Controle:  DB;  SP1%:  DB  +  1%  

SP;  DZN:  DB  +  diazinon  (0,28  mg/

L);  DZN-SP0,5:  DB  +  DZN  +  
0,5%  SP;  DZN-SP1:  DB  +  DZN  +  
1%  SP.

PICOLI  e  outros  (2024)

Organossomático

plasma

Substituindo  30%  da  FM  por  espirulina

(Oreochromis

SP  substituiu  completamente  FM  sem

Peso  final,  

histopatologia,  
anormalidades  

cromossômicas,  danos  

ao  DNA  e  
parâmetros  

bioquímico-

hematológicos

e  infecção  controlada

t  (g)

Desempenho  e  índices  

viscerais,  composição  do  

filé  e  textura

Antioxidante  
enzimático  e  bioquímico  60,0

niloticus/ 0,23)

espirulina;  dietas

Híbrido  vermelho

0,5%  SP  não  afetou  o  

desempenho,  aumento

dano  renal,  bioquímica  sérica  

e  estado  antioxidante

carcaça

carcaça

desempenho,

mossambicus)

de  FM  com  SP  melhorou  a

e  75%  (0%  FM)

Dietas  que  substituem  o  PF

MAHMOUD  e  

outros  (2019)

A  suplementação  com  1%  SP  

melhorou  os  biomarcadores  
antioxidantes  enzimáticos  e  

bioquímicos  e  a  

peroxidação  lipídica

estado,  antioxidantes,  
resistência  a

A  suplementação  com  1%  SP  melhorou  

os  marcadores  de  danos  hepáticos  

e  renais,  a  bioquímica  sérica  e  o  

estado  antioxidante

efeitos  adversos  no  intestino

Desempenho,

A  substituição  de  75%  da  FM  por

BELAL  e  outros  

(2012)

Controle:  sem  SP  e  sem  

exposição  a  CF;  CF:  DB  +  

exposição  a  FC;  FC+SP:  DB  +  0,5%  

SP  +  exposição  a  CF;  SP:  DB  +  

0,5%  SP

índices,  uso  de  feed,
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perfil  ácido  e  

pigmentação

Desempenho,  
hemato-

bioquímica  e  
antioxidante

Desempenho,  controle  corporal:  DB  por  FM;  Substituição  de  5-20%  de  FM  por  vitamina  C  Composição  comum  e  dietas  com  FM  SP+  
melhoraram  o  ganho  de  peso  e  ABDULRAHMAN  E  carpa  ( análise  sensorial  de  Cyprinus  substituição  por  SP  na  sobrevivência.  Tratamento  com  10%  de  

espirulina  AMEEN,  2014  carpa)/32,7  5,  10,  15  e  20%  resultaram  na  melhor  qualidade  sensorial

Seis  dietas  com  níveis  

de  inclusão  de  SP  de  

0%,  2%,  4%,  6%,  8%  

e  10%  (SP0-

RAJI  e  outros  2018

Substituição  de  5%  a  15%  de  FM  por  SP  Controle  Malawi:  DB  com  FM;  melhor  
desempenho  e  alimentação  de  golfinhos  ( dietas  

Cyrtoc  com  eficiência  de  FM.  A  pele  
de  animais  alimentados  com  substituição  por  SP  a  15%  

de  SP  em  vez  de  FM  apresentou  5,  10,  15  e  20%  maior  pigmentação  
(carotenoides)

A  suplementação  com  SP  (6%)  tem  potencial  

substancial  como  promotor  de  crescimento,  

influenciando  positivamente  o  metabolismo  

lipídico  e  a  atividade  das  enzimas  antioxidantes  

sem  comprometer  a  sobrevivência.

ROOHANI  e  outros  (2019)

HUSSEIN  e  outros  2013

moorii)/3,15

Respostas  

metabólicas  e  de  crescimento

Farinha  de  SP  como  fonte  alternativa  de  

proteína,  rica  em  nutrientes  e  pobre  em  

compostos  antinutricionais  e  

contaminantes;  dieta  contendo  20%  de  SP  SEAN  et  al.  (2023)  apresentou  

alta  digestibilidade  de  aminoácidos  essenciais  e  

ácidos  graxos  poli-insaturados  n-3  de  

cadeia  longa

Controle:  DB  com  FM;  

Dietas  substituindo  FM  A  substituição  parcial  ou  total  (50,  Prussiano  com  SP  em  50,  75  
e  75  ou  100%)  de  FM  com  SP  não  afetou  a  carpa  (Carassis  100%.  Dietas  com  

afetam  o  desempenho.  Total  auratus  gibelio  CAO  et  al.  2018  100%  +  2%  de  substituição  
melhorou  a  digestibilidade  da  dieta  var.  CAS  III )  fosfato  dicálcico  e  capacidade  antioxidante  em  comparação  com  5,0  e  100%  +  0,28%  com  o  controle.  lisina  cristalina

-

Substituição  de  100%  de  FM  por  SP:  Controle  de  peixe-
gato  africano:  DB  com  FM;  PIB  prejudicado,  mas  FAC  não  foi  

Desempenho,  dieta  de  
carne  com  100%  afetado;  qualidade  das  características  visuais  alterada  e  peixe-gato  gordo  (Clarias  

ROSENAU  et  al.,  2021  substituição  de  FM  e  qualidade  da  carne/pele;  maior  teor  de  ácido  gariepinus)/ 50  por  SP.  valores/proporção  de  ômega-3  e  6  .0  FA

Composição  e  

coeficientes  

de  

digestibilidade  
aparente,  essenciais

Farinha  SP:  60%  proteína  

bruta,  20  MJ  kg  energia  
bruta  do  Atlântico,  16%  salmão  ( extrato  livre  

de  nitrogênio  de  Salmo  salar  L.)/24,7  (NFE),  

10%  cinzas,  5%  macronutrientes,  umidade  e  

4%  energia,  amino  lipídio  bruto.

RAJI  e  outros  (2020)

Desempenho,  corpo  
Controle  Caspian:  DB  com  FM;  composição,  8%  de  

gordura  Substituindo  8%  de  FM  por  SP  truta  marrom  (dietas  S  substituindo  FM  melhoraram  o  desempenho,  ácido  
e  aminoácidos  da  carcaça  almo  truta  com  

SP  em  2,  4,  6  e  composição  e  pigmentação.

Controle:  Dieta  vegetal  

com  glúten  de  milho  

Desempenho,  corpo  como  fonte  de  proteína;  e  tilápia  do  Nilo  mineral  
Dietas  de  algas  marinhas  0,  25,  Substituindo  100%  de  glúten  de  milho  na  composição  e  (Oreochromis  50,  75  e  100%  

dietas  vegetais  com  spirulina  hepatointestinal  niloticus)/ 0,02  substituição  de  glúten;  melhora  o  desempenho  Dieta  

com  100%  de  histologia  espirulina  para  substituir  o  glúten

Erdogan  2019

resposta

Desempenho,  uso  de  

ração  e  parâmetros  

digestivos

SP10)

Desempenho,  

índice  

organossomático,  

composição  corporal  

e  pigmentação  da  pele

A  substituição  de  75%  de  FM  por  SP  

melhorou  o  desempenho  e  a  resposta  

hematobioquímica  e  antioxidante

-

Controle:  DB  com  FM;  dieta  
de  bagre  africano  com  100%  de  

substituição  de  100%  da  FM  por  SP,  melhorando  o  desempenho.  
Bagre  mais  alto  (Clarias  

com  SP;  dieta  com  digestibilidade  clara  de  
macronutrientes  gariepinus)/ 58  100%  de  

substituição  do  coeficiente  0,05  PF  por  Chlorella  
vulgaris.

agora

Peixe-zebra  

(Danio  

rerio)/0,113

COLI  e  outros  (2024)

Controle:  DB  com  FM;  
Dieta  com  50%  e  75%  

de  substituição  de  
bagre  africano  FM ;  dieta  com  50%  

(Clarias  e  75%  gariepinus)/ 42  
substituição  de  PF  .07  por  
Chlorella  vulgaris

Desempenho  e  

digestibilidade  óbvia  

de  nutrientes
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SP:  Espirulina;  FM:  Farinha  de  peixe;  DB:  Dieta  basal;  PSP:  Polissacarídeos  purificados  de  S.  platensis;  GDP:  Ganho  de  peso;  AAC:  conversão  alimentar  
clara.

Além  disso,  produzem  rica  biomassa  microbiana  (THOMPSON  et  al.  2002,  MONROY-DOSTA  et  al.  2013),  que  pode  ser  utilizada  como  

alimento  para  espécies  cultivadas  (MONROY-DOSTA  et  al.  2013,  MARTÍNEZ-CÓRDOVA  et  al.  2015).  Bactérias  patogênicas  dos  gêneros  

Aeromonas  e  Vibrio  tendem  a  ser  encontradas  nas  primeiras  semanas  de  cultivo  em  BFT  e,  em  seguida,  param  de  se  multiplicar  (MONROY-

DOSTA  et  al.  2013).  Isso  ocorre  devido  à  exclusão  competitiva  à  medida  que  a  proliferação  de  bactérias  benéficas  aumenta  (WU  et  al.  2012,  

MONROY-DOSTA  et  al.  2013).

As  principais  bactérias  benéficas  encontradas  no  sistema  BFT  são  Sphingomonas  paucimobilis,  Pseudomonas  luteola,  Pseudomonas  

mendocina,  Micrococcus,  Bacillus  sp.,  Nitrospira  sp.  e  Nitrobacter  sp.  (MONROY-DOSTA  et  al.  2013).  Esses  gêneros  dominantes  estão  

associados  ao  biocontrole  eficaz  de  microrganismos  patogênicos  no  ambiente  (HARGREAVES  2006,  AVNIMELECH  1999  e  2009,  CRAB  et  

al.  2012).

Estudos  que  permitam  o  uso  de  níveis  subótimos  de  proteína  para  peixes  são  essenciais  para  viabilizar  a  atividade  e  avaliar  o  

potencial  de  animais  e  sistemas  (FURUYA  et  al.  2005,  COSTA  et  al.  2009,  AZIM  &  LITTLE  2008,  DA  SILVA  et  al.  2018,  HISANO  et  al.  2019).  

A  biomassa  microbiana  produzida  neste  sistema  pode  ser  utilizada  como  fonte  natural  de  alimento,  suprindo  até  50%  das  necessidades  

proteicas  da  tilápia  (AVNIMELECH  2007).

As  tilápias  se  adaptam  bem  a  esse  sistema,  principalmente  por  serem  filtradoras,  robustas  e  de  rápido  crescimento  (AVNIMELECH  

2011  e  2015).  Elas  podem  se  alimentar  dos  flocos  presentes  no  meio  de  cultura,  independentemente  do  tamanho  do  agregado  (EKASARI  

2014).  Esses  flocos  são  ricos  em  proteína,  variando  de  24%  a  32%  (AZIM  &  LITTLE  2008,  ELÍAS  et  al.  2015,  LIMA  et  al.  2018).  A  tecnologia  

BFT  também  permite  que  a  tilápia  seja  cultivada  em  altas  densidades  e  altos  rendimentos  (10  a  40  kg/m³),  mesmo  em  comparação  com  a  

criação  em  águas  claras  (EKASARI  2014).

Sistema  de  bioflocos  (BFT)

No  sistema  BFT,  o  crescimento  de  comunidades  microbianas  específicas  é  estimulado  por  meio  de  aeração  intensa  e  da  manutenção  

da  relação  carbono-nitrogênio  (C:N)  correta  no  ambiente  (AVNIMELECH  2007,  EMERENCIANO  et  al.  2012).  Diversos  microrganismos  estão  

presentes  nesses  flocos,  predominantemente  bactérias  (autotróficas  e  heterotróficas),  mas  também  leveduras,  microalgas,  ciliados,  rotíferos  

e  nematoides  (MONROY-DOSTA  et  al.  2013).  Esses  microrganismos  desempenham  papéis  cruciais  na  qualidade  da  água,  reciclando  matéria  

orgânica  e  servindo  como  alimento  para  organismos  aquáticos  cultivados,  enquanto  competem  diretamente  com  outros  microrganismos  

patogênicos  no  ambiente  (AZIM  &  LITTLE  2008,  EMERENCIANO  et  al.  2013  e  2017).

O  cultivo  de  bioflocos,  ou  tecnologia  de  bioflocos  (BFT),  é  um  sistema  intensivo  com  baixa  troca  de  água,  obtido  por  meio  da  formação  

de  uma  rica  comunidade  microbiana  que  cicla  nutrientes  (EMERENCIANO  et  al.,  2013).  Este  sistema  apresenta  grande  potencial  para  a  

aquicultura,  pois  permite  aumentar  a  atividade  aquícola  com  menor  risco  de  doenças  e  mínimo  impacto  ambiental  (MARISCAL-LAGARDA  et  

al.,  2012,  BUHMANN  et  al.,  2015,  HU  et  al.,  2015).

Picoli  e  outros.

Consequentemente,  é  possível  reduzir  a  proteína  bruta  na  dieta  desses  animais  em  mais  de  30%  sem  comprometer  o  desempenho  (AZIM  &  

LITTLE  2008).  Além  disso,  menores  taxas  de  conversão  alimentar  em  comparação  com  o  cultivo  em  água  limpa  também  foram  alcançadas  

(LUO  et  al.  2014).

Criação  de  tilápia  em  BFT

Os  animais  criados  neste  sistema  também  podem  se  beneficiar  da  menor  presença  de  patógenos  exógenos
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Um  aumento  na  densidade  de  15  para  45  tilápias/m³  durante  a  fase  de  engorda  do  BFT  resultou  em  maior  produtividade  (LIMA  et  al.  

2015),  semelhante  à  observada  por  WIDANARNI  et  al.  (2012).  Acredita-se  que  o  cultivo  em  BFT  também  pode  melhorar  a  saúde  da  tilápia,  

pois  os  flocos  contêm  diversos  compostos  bioativos,  incluindo  ácidos  graxos  essenciais,  carotenoides,  aminoácidos  livres  e  clorofilas  (JU  et  

al.  2008),  minerais  (TACON  et  al.  2002)  e  vitamina  C  (CRAB  et  al.  2012).  Todos  esses  compostos  têm  efeitos  positivos  nos  organismos  

aquáticos,  como  o  aumento  do  seu  status  antioxidante,  crescimento,  reprodução  e  resposta  imunológica  em  animais  (TACON  et  al.  2002,  JU  

et  al.  2008,  CRAB  et  al.  2012).
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RESUMO 

A produção de tilápia no Sul do Brasil enfrenta o desafio das baixas temperaturas. Em 

sistemas de cultivo tradicionais, a reprodução dos peixes é prejudicada pelas temperaturas 

abaixo do ideal, limitando a oferta de alevinos em determinadas épocas do ano. Nesse 

cenário, o uso de sistemas de cultivo bifásico, com adoção da fase de berçário para cultivo 

de alevinos, mostra-se uma alternativa viável, fortalecida pela tecnologia de biofloco 

(BFT). O sistema de cultivo de biofloco facilita o manejo e controle da temperatura, 



 

 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA 

 

ISSN: 1696-8352 

Page 2 

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.10, p. 01-14. 2024. 

criando ambientes favoráveis ao desenvolvimento dos peixes. Neste artigo de opinião, a 

aplicação do modelo de berçário em sistema de biofloco é apresentada como uma 

alternativa eficaz para superar a barreira das baixas temperaturas e garantir a oferta de 

alevinos para o campo. Tanto os benefícios quanto as barreiras para implementação do 

sistema BFT são elencadas. Apesar de desafiador, a adoção do berçário em sistema de 

biofloco é uma oportunidade para expandir a produção de tilápia brasileira, promovendo 

uma tilapicultura nacional inovadora e sustentável. 

 

Palavras-chave: Aquicultura, Tilápia, Sistema de Cultivo, BFT, Manejo de Temperatura. 

 

ABSTRACT 

Tilapia production in southern Brazil faces the challenge of low temperatures. In 

traditional farming systems, fish reproduction is hindered by suboptimal temperatures, 

limiting the availability of fry during certain times of the year. In this context, the use of 

two-phase farming systems, incorporating a nursery phase for fry cultivation, emerges as 

a viable alternative, enhanced by biofloc technology (BFT). The biofloc system facilitates 

temperature management and control, creating favourable environments for fish 

development. This opinion article presents the application of the biofloc nursery model 

as an effective alternative to overcome low temperature barriers and ensure fry 

availability. Both the benefits and challenges of implementing the BFT system are 

outlined. Despite its challenges, adopting the biofloc nursery system represents an 

opportunity to expand Brazilian tilapia production, promoting innovative and sustainable 

national aquaculture. 

 

Keywords: Aquaculture, Tilapia, Cultivation System, BFT, Temperature Management. 

 

RESUMEN 

La producción de tilapia en el sur de Brasil se enfrenta al reto de las bajas temperaturas. 

En los sistemas de cultivo tradicionales, la reproducción de los peces se ve dificultada por 

temperaturas subóptimas, lo que limita el suministro de alevines en determinadas épocas 

del año. En este escenario, el uso de sistemas de cultivo en dos fases, con la adopción de 

la fase de criadero para el cultivo de alevines, se revela como una alternativa viable, 

reforzada por la tecnología de biofloculación (BFT). El sistema de cultivo biofloc facilita 

la gestión y el control de la temperatura, creando entornos favorables para el desarrollo 

de los peces. En este artículo de opinión, la aplicación del modelo de vivero en un sistema 

de biofloc se presenta como una alternativa eficaz para superar la barrera de las bajas 

temperaturas y garantizar el suministro de alevines al campo. Se enumeran tanto las 

ventajas como los obstáculos de la aplicación del sistema de viveros. Aunque supone un 

reto, la adopción de la cría en un sistema de biofloc es una oportunidad para ampliar la 

producción brasileña de tilapia, promoviendo una cría nacional innovadora y sostenible. 

 

Palabras clave: Acuicultura, Tilapia, Sistema de Cría, BFT, Gestión de la Temperatura. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A crescente demanda por alimentos de origem animal aquática cria um cenário 

favorável para a expansão da aquicultura, uma atividade que engloba a produção de 

organismos aquáticos de variadas espécies (FAO, 2022). Em 2022, a aquicultura atingiu 

o patamar de principal produtora de animais aquáticos, representando 51% da produção 

total, superando pela primeira vez na história a pesca de captura. Esse índice histórico foi 

alcançado principalmente pela participação da produção do continente asiático, 

responsável por 91,4% da produção mundial (FAO, 2024). Dados da Organização 

Mundial das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO, 2024), América 

Latina e Caribe registraram 4,3 milhões de toneladas, figurando como a segunda maior 

região produtora de aquicultura do mundo. 

Nas Américas, o Brasil é o terceiro maior produtor de animais aquáticos (FAO, 

2024), no qual a piscicultura continental é a vertente de maior destaque da aquicultura: 

em 2023, mais de 887 toneladas de peixes de água doce foram produzidas, um aumento 

de 3,1% em comparação ao ano anterior (Peixe BR, 2024). Dentre as espécies cultivadas 

em território brasileiro, a tilápia representa 65,3% da produção – cerca de 579.080 

toneladas foram produzidas em 2023; o cultivo dessa espécie cresceu ao longo da última 

década, atingindo um aumento de 5,28% da produção em 2023, quando comparado ao 

ano de 2022 (Peixe BR, 2024). 

O Brasil é um país com dimensões continentais, e a produção de tilápia está 

concentrada em quatro estados: Paraná, São Paulo, Minas Gerais e Santa Catarina (Peixe 

BR, 2024). Esses estados possuem uma importante característica em comum: estão 

situados em uma região de clima subtropical, marcados pela amplitude térmica. Tendo 

em vista que os peixes são animais vertebrados ectodérmicos, que não regulam a 

temperatura corporal internamente, a temperatura do ambiente e da água em que são 

cultivados influenciam de forma significativa o seu desenvolvimento (Pimolrat et al., 

2013; Shi et al., 2015). A temperatura da água é, portanto, um fator crítico para a produção 

de peixes: a mesma influencia diretamente as atividades fisiológicas do animal 

(Baldisserotto, 2018), impactando a saúde e o crescimento dos animais e, por 
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consequência, o desempenho produtivo da piscicultura. 

Cada espécie de peixe possui uma faixa ideal de temperatura, na qual o animal 

expressa seus potenciais máximos de crescimento. A tilápia apresenta faixa de 

temperatura ótima entre 26 ºC e 30 ºC (Azaza; Dhraïef; Kraïem, 2008); temperaturas 

abaixo de 23 ºC podem prejudicar o crescimento da espécie, visto que o animal não 

encontra o conforto térmico ideal para o seu desenvolvimento (Corrêa et al., 2017; 2018; 

Silva et al., 2021). Em baixas temperaturas, as enzimas digestivas da tilápia não são 

capazes de realizar os processos metabólicos de forma eficiente, o que traz prejuízos para 

a fisiologia do animal. Má digestão, perda de peso, aumento da conversão alimentar e 

enfraquecimento do peixe, tornando-o mais suscetível a doenças, são alguns impactos 

negativos das baixas temperaturas; em casos extremos, a desorganização fisiológica pode 

resultar em altas taxas de mortalidade, gerando prejuízos econômicos significativos 

(Kubitza, 2011; Silva et al., 2019). 

Além de afetar o crescimento da tilápia, as baixas temperaturas impactam também 

a produção de alevinos da espécie, uma vez que a temperatura influencia a reprodução 

desses animais. A reprodução dos peixes acontece quando o animal passa da fase juvenil 

para a fase adulta, estágio em que seus órgãos reprodutivos estão formados. Contudo, 

para que a reprodução aconteça de fato, condições ambientais específicas são necessárias: 

no caso da tilápia, a reprodução é estimulada quando a temperatura da água atinge 20 ºC 

(Dzyuba et al., 2019). 

Especialmente na região Sul do Brasil, onde são observadas as temperaturas mais 

baixas na estação do inverno (entre os meses de junho e setembro), a reprodução da tilápia 

tende a iniciar apenas no mês de setembro, com a chegada da primavera. Desse modo, a 

produção de alevinos está limitada ao período de novembro a abril, o que pode 

desencadear a escassez de alevinos nos demais períodos do ano. 

A falta de oferta de peixes jovens gera um grande desafio para o ciclo produtivo 

das tilápias, pois há uma carência de animais no campo. Para enfrentar esse desafio e 

melhorar a oferta de peixes ao longo do ano, a utilização de berçários é visualizada como 

uma alternativa viável. Os berçários consistem em tanques específicos usados na 

aquicultura para produção de alevinos, e que podem apresentar características variadas – 
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escavados em solo, revestidos com lonas, protegidos por estufas ou não (Figura 1). 

Associado aos berçários, a tecnologia de biofloco (BFT) pode contribuir de forma 

significativa para atender à demanda de alevinos do mercado. 

 

Figura 1. Alevino de tilápia (esquerda); tanque de bioflocos (centro); e cone imhoff (direita). 

 
Fonte: Arquivo pessoal dos autores, 2021. 

 

Neste artigo de opinião, apresentamos características chave do BFT, destacando 

seus potenciais benefícios quando aplicado ao berçário. Defende-se que a aplicação do 

modelo de berçário em sistema de biofloco é uma alternativa eficaz para superar a barreira 

das baixas temperaturas e garantir a oferta de alevinos para o campo. Visualiza-se nesse 

modelo produtivo uma oportunidade para expandir a produção de tilápia no Sul do Brasil, 

uma região com grande potencial para a atividade, mas que enfrenta a problemática das 

baixas temperaturas. 

 

2 BERÇÁRIO EM SISTEMA DE BIOFLOCOS: OPORTUNIDADES E 

DESAFIOS 

 

No Brasil, o cultivo de tilápia geralmente segue o sistema monofásico, que 

consiste em povoar um tanque com alevinos de tilápia (com cerca de 1 g), e mantê-los até 

o final do ciclo de cultivo no mesmo tanque. No entanto, a adoção de sistemas bifásicos 

vem ganhando espaço; nessa configuração, a criação dos peixes ocorre em dois estágios 

– no primeiro, os alevinos são criados em berçários e, quando atingem o tamanho e peso 

ideal de juvenis, passam para o segundo estágio, onde são transferidos para o tanque no 
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qual permanecem até o fim do ciclo (Valentti et al., 2021). 

O sistema bifásico de cultivo oferece vantagens adicionais na produção. Neste 

artigo, a discussão tem como foco o primeiro estágio do sistema bifásico – o berçário, 

mais especificamente o modelo de produção de berçário em sistema de bioflocos. Em 

suma, o sistema de bioflocos permite a criação de grandes quantidades de pescado em 

áreas reduzidas, minimizando o consumo de água; devido às vantagens que a tecnologia 

BFT oferece, o sistema tem ganhado destaque no Brasil. A redução da área de cultivo 

torna-se uma grande vantagem pois permite um controle mais preciso do cultivo – 

estruturas menores são mais fáceis de monitorar. 

No sistema de bioflocos é possível controlar a temperatura, fator que influencia a 

criação de tilápias no sul do Brasil. Quando aplicado ao berçário, é possível manter os 

alevinos em cultivo mesmo em épocas do ano com baixas temperaturas no ambiente: por 

requerer poucas trocas de água, o aquecimento da água é facilitado, permitindo a 

manutenção controlada da temperatura ideal para o cultivo. 

Para garantir que o sistema de cultivo apresente parâmetros de qualidade da água 

que não comprometam o desenvolvimento dos organismos cultivados, é preciso estimular 

o crescimento de uma comunidade microbiana que contribua para a criação de um 

ambiente ideal para o cultivo de peixes. Para que os microrganismos se desenvolvam, o 

ambiente de cultura precisa dispor de algumas características, dentre elas: i) aeração 

constante; ii) isolamento do tanque em relação ao solo, feito com lonas ou concreto; e iii) 

manutenção da correta relação de carbono e nitrogênio, além de outros nutrientes 

necessários para o surgimento desses organismos (Timmons et al., 2002; Ebeling et al., 

2006; Avnimelech, 1999; 2007; Krummenauer, 2012; Emerenciano et al., 2017). 

A capacidade de promover o crescimento de microrganismos benéficos no sistema 

de bioflocos também contribui para a biossegurança, pois cria uma competição com 

microrganismos indesejados. Na carcinicultura, por exemplo, o uso dessa tecnologia tem 

demonstrado que os bioflocos melhoram a resposta imune dos camarões (El‐Sayed et al., 

2021), permitindo que os animais convivam com agentes patogênicos sem causar 

prejuízos biológicos e econômicos. No cultivo da tilápia, a intensificação da produção 

trouxe consigo a proliferação de doenças, sobretudo as causadas por vírus como o Tilapia 
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Lake Virus (TiLV) e o Iridovírus (ISKNV – Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus), 

além de bactérias como Estreptococos, Francisella e Edwardsiella (Valente et al., 2021), 

que podem causar grandes perdas no cultivo. Porém, no sistema de bioflocos há uma 

interação entre os microrganismos do ambiente, gerando uma competição biológica 

natural com os patógenos que resulta na inibição da proliferação de microrganismos 

patogênicos, promovendo um ambiente mais saudável e equilibrado (Emerenciano et al., 

2017). 

Considerando que a tilápia possui hábitos alimentares filtradores, os 

microrganismos presentes no sistema de bioflocos também influenciam a nutrição dos 

peixes. Os microrganismos aderem aos restos de fezes e ração, formando flocos 

microbianos – os bioflocos, que são ricos em nutrientes como proteínas, aminoácidos 

essenciais, ácidos graxos e vitaminas. Essa microbiota nutricionalmente rica é um 

importante componente da alimentação dos peixes cultivados, complementando sua dieta 

(Ju et al., 2008; Wei et al., 2016; Bossier; Ekasary, 2017). Como esses bioflocos estão 

sempre disponíveis no ambiente de cultivo, eles podem contribuir significativamente para 

a melhora da conversão alimentar dos peixes. 

Pesquisas mostram que a tilápia é uma espécie que se adapta muito bem ao sistema 

de bioflocos, sendo observada melhora significativa no desempenho zootécnico e no 

sistema imunológico dos peixes (Azim; Little, 2008; Ekasari et al., 2013; Luo et al., 2014; 

Long et al., 2015; Brol et al., 2017; Mansour; Esteban, 2017; Durigon et al., 2019a; 

Durigon et al., 2019b; Vicente et al., 2020; Sgnaulin et al., 2020; Silva et al., 2022). 

Devido à riqueza nutricional dos bioflocos, observa-se uma redução significativa na 

necessidade de proteína nas dietas dos peixes, inclusive para as tilápias: Azim e Little 

(2008) relataram que o uso da tecnologia de bioflocos reduziu em 11% os níveis de 

proteína bruta nas dietas de juvenis de tilápia, sem comprometer o desempenho 

zootécnico. Mansour e Esteban (2017) também observaram que tilápias alimentadas com 

20% de proteína bruta, criadas em sistema de bioflocos, superaram significativamente o 

desempenho de peixes alimentados com 30% de proteína bruta em água clara. 

Os estudos sobre a tecnologia de bioflocos demonstram que a mesma é promissora 

e oferecem benefícios significativos para o cultivo de tilápias, podendo ser aplicada no 
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estágio de berçários. Entretanto, para além da literatura, essa tecnologia tem sido adotada 

na prática? No campo, há uma real aderência a essa inovação? 

Levantamento realizado em redes sociais identificou propriedades de diferentes 

regiões do Brasil que já utilizam a tecnologia de bioflocos. Entre elas estão: Terra Maré, 

em Ponte Alto do Baixo, Distrito Federal; Peixes Zago, em Palmitos, Santa Catarina; 

EPAGRI, em Itajaí, Santa Catarina; Piscicultura Starker Fish, em Missal, Paraná; Alpha 

Fish, em São Jorge d'Oeste, Paraná; SJ Fish Piscicultura, em Apucarana, Paraná; 

COPACOL, em Quarto Centenário, Paraná; Ecomarine Biotech, no Nordeste, e São Luiz, 

em Itu, São Paulo. 

Apesar das vantagens mencionadas e da aplicação prática no mercado brasileiro, 

o cultivo em sistema de biofloco enfrenta desafios específicos no Brasil. A principal 

barreira à disseminação do sistema está no custo inicial de implementação; o mesmo exige 

infraestrutura específica – tanques devidamente separados, aeração constante e rigoroso 

monitoramento da qualidade da água, por exemplo. O alto investimento necessário pode 

impedir o uso do sistema por pequenos e médios produtores. 

A falta de conhecimento técnico especializado é outro importante fator limitante. 

A operacionalização do sistema de bioflocos demanda entendimento profundo da 

manipulação da relação carbono/nitrogênio e do controle da comunidade microbiana. 

Para que o sistema seja efetivo no Brasil, é preciso promover capacitações e fortalecer a 

oferta de treinamento e suporte técnico adequado aos produtores. O conhecimento técnico 

também impacta na dificuldade de gestão dos sólidos – a tecnologia de bioflocos depende 

da presença de sólidos suspensos, formados por microrganismos e partículas orgânicas, 

que criam o ambiente nutritivo e equilibrado para os peixes. Entretanto, o acúmulo 

excessivo de sólidos suspensos é um problema. 

O excesso de sólidos pode prejudicar a qualidade da água e, por consequência, a 

saúde e o desenvolvimento dos peixes. Devido à composição orgânica, os sólidos em 

quantidade elevada podem aumentar os níveis de amônia, nitrito e nitrato na água. Níveis 

inadequados de oxigênio na água também podem ser resultado do excesso de sólidos, que 

são capazes de reduzir a eficiência da aeração do sistema. O sistema de filtragem também 

pode ser afetado pelos sólidos suspensos que, quando acumulados, podem exigir sistemas 
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de filtragem mais complexos e de maior custo para sua remoção. 

A presença excessiva de sólidos pode também reduzir a capacidade do sistema de 

converter resíduos em biomassa útil, além de criar condições propícias para a proliferação 

de patógenos e doenças. É fundamental que o biofloco tenha valor nutricional de 

qualidade, portanto, em sistemas com excesso de sólidos suspensos, é possível que a 

formação e estabilidade dos bioflocos sejam afetadas, formando flocos de menor 

qualidade. Também é importante destacar o impacto ambiental que a remoção inadequada 

dos sólidos pode gerar no ambiente: os componentes dos sólidos podem liberar compostos 

químicos poluentes, capazes de afetar negativamente os ecossistemas aquáticos. 

A exigência do controle rigoroso de parâmetros de cultivo como a qualidade da 

água e especialmente da temperatura, pode tanto configurar-se como um desafio quanto 

como uma oportunidade. Especialmente em regiões com variações climáticas acentuadas 

como o Sul do Brasil, onde as baixas temperaturas durante o inverno exigem adaptações 

de manejo, o controle da temperatura facilitado pelo sistema de bioflocos é uma 

oportunidade de inovação e melhoria do manejo do cultivo. Adaptações para controlar a 

temperatura da água, como sistemas de aquecimento mais eficientes ou tecnologias de 

isolamento, podem não só otimizar o ambiente de cultivo como também melhorar a 

eficiência geral do sistema. Investir em soluções tecnológicas para enfrentar as variações 

climáticas pode resultar em um cultivo mais estável e produtivo, além de abrir novas 

possibilidades para expandir a produção em regiões com climas mais extremos. 

Para além da porteira da propriedade, os produtores de tilápia brasileiros estão 

inseridos em um cenário de carência de políticas públicas de incentivo ao uso de 

tecnologias produtivas mais sustentáveis como o biofloco. A ausência de linhas de crédito 

específicas para investimento em inovações na piscicultura dificulta a adoção em larga 

escala no país. O contexto brasileiro, apesar de desafiador, apresenta grande potencial 

para expansão da produção de peixes – a abundância de recursos hídricos e a grande oferta 

de grãos e subprodutos para a produção de ração colocam o Brasil em posição de 

destaque. A exportação de pescados ainda não é representativa para a economia nacional, 

mas tem apresentado crescimento (Peixe BR, 2024); portanto, a aplicação de tecnologias 

inovadoras e sustentáveis como o sistema de bioflocos na fase de berçário pode fornecer 
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suporte para expandir a produção e atender à crescente demanda no mercado interno e, 

futuramente, alcançar o mercado externo. 

 

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A tecnologia de bioflocos representa uma abordagem inovadora e promissora para 

a produção de tilápias no Brasil, sobretudo em regiões de baixas temperaturas. Sua 

capacidade de produzir grandes quantidades de pescado em áreas reduzidas e com menor 

consumo de água é uma vantagem importante que reflete na sustentabilidade dessa 

atividade produtiva. O biofloco também representa uma fonte adicional de nutrientes para 

os peixes, podendo resultar na redução da dependência de rações externas; o ambiente 

criado pelo sistema de bioflocos é também considerado mais saudável para os peixes, 

uma vez que o controle rigoroso da qualidade da água promove a presença de 

microrganismos benéficos e combate a presença de patógenos proliferadores de doenças. 

A produção de tilápia no Brasil se apresenta aquecida e em crescimento constante 

nos últimos anos. Apesar dos números positivos, as baixas temperaturas no inverno 

limitam a capacidade produtiva e configuram-se como um grande desafio para os 

produtores, sobretudo em termos de disponibilidade de alevinos ao longo do ano. O uso 

de sistema de cultivo bifásico, com adoção de berçários em sistema de bioflocos, é uma 

alternativa eficaz e inovadora, capaz de colaborar para a superação do desafio de produzir 

tilápia no Sul do Brasil. O sistema, além de melhorar a sobrevivência e crescimento dos 

alevinos, apresenta potencial para tornar a tilapicultura mais sustentável e competitiva na 

região. A longo prazo, a garantia de oferta de alevinos para povoamento de áreas de 

cultivo em todas as épocas do ano pode expandir significativamente a produção, 

permitindo a busca por mercados externos. 

Quando falamos da implementação do sistema de bioflocos, é preciso mencionar 

a existência de barreiras importantes, já discutidas neste artigo. É preciso que haja 

articulação entre as partes interessadas – produtores, governos, entidades e associações 

produtivas, empresas, universidades, centros de pesquisa, entre outros, para que sejam 

discutidas políticas públicas de fomento à inovação na tilapicultura que, associadas à 
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programas de capacitação, promovam a construção de uma produção resiliente e mais 

adaptada às condições climáticas de cada região. Portanto, o incentivo ao 

desenvolvimento e expansão da produção de tilápia no Sul do Brasil a partir do uso de 

berçário em sistema de biofloco é uma oportunidade para promoção do desenvolvimento 

socioeconômico local, regional e nacional. 
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