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Mixed culture microorganisms fermented soybean meal
improves productive performance and intestinal health of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) juveniles fed plant-based diets in a
biofloc system

‘o |

| Suelyn de Oliveira Marques?® | Alana Duarte de Oliveira

2

Fernanda Picoli'?

Cristina Gradin Nunes? | Suélen Serafini®? | Bruna Klein? |

1® | Nataly Neves Oliveira dos Santos® | Aline Zampar? |

Diogo Luiz de Alcantara Lopes® | Thiago El Hadi Perez Fabregat!

Nandara Soares de Oliveira

1Postgraduate Program in Animal Science,
Agroveterinary Science Center (CAV),
Santa Catarina State University - UDESC,
Lages, Brazil

2West Higher Education Center (CEO),
Santa Catarina State University - UDESC,
Chapecd, Brazil

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of plant-based diets containing different inclu-
sion levels (7%, 14%, 21% and 28%) of mixed culture microorganisms fermented soy-
bean meal (FSBM) on the zootechnical performance and intestinal health of juvenile

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) reared in a biofloc system. The FSBM diets were
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compared with a positive control diet with fish meal and a negative control diet with
no animal protein. All diets were isoprotein (33% CP) and isoenergetic (4300 kcal GE/
kg). The design was completely randomized with four replications and the experiment
lasted 54 days. Juveniles (1.635 + 0.198 g) were distributed in 24 tanks (70 L) at a

Email: thiagofabregat@hotmail.com density of seven animals per tank. Fermentation increased probiotic microorganisms

count (lactic acid bacteria 4.75 + 0.21 log CFU g™ and yeast 3.30 + 0.54 log CFU g™)
and improved nutritional characteristics of FSBM. In fish fed the diet containing 7%
FSBM, growth performance did not differ from fish fed the fish meal diet. FSBM inclu-
sion improved the food efficiency of plant-based diets. The inclusions above 21% of
FSBM increased the intestinal villi height. In the inclusion of 28% of FSBM, the goblet

cell was higher compared to that of the other plant-based diets. The inclusion of 7%
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FSBM allows a total replacement of fish meal without compromising the growth per-

formance of the animals.
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1 | INTRODUCTION and health (Glencross et al., 2011; Gomes et al., 1995; Turchini et al.,

2019). Commercial availability of fish meal is decreasing (World Bank,
Feed costs can reach up to 60% of operational expenses in intensive 2020). The increase in the price of fish meal impacts the produc-
fish production systems (Barbosa et al., 2020). Fish meal is important tion costs of aquatic animals (El Basuini et al., 2016, 2017; Hossain
in aquaculture diets as a protein source with high biological value. et al., 2016). In this context, alternative biotechnological techniques

Its exclusion from the formulations can lead to poor performance should be considered for the development of plant-based diets that
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reduce costs and optimize production performance (Bulbul et al.,
2015; Daniel, 2018; Zhang et al., 2016).

Soybean meal is widely used as a vegetable protein source due
to its availability in the market, amino acid profile and affordable
price (Daniel, 2018; Sgrensen et al., 2009). However, the complete
replacement of fish meal with soybean meal in fish diets is not al-
ways possible (Bonaldo et al., 2015; Goda et al., 2007; Hansen et al.,
2011; Ferrara et al., 2015). Several factors can make its replacement
unfeasible, such as poor palatability, high fibre content and defi-
ciency of essential amino acids (Dunsford et al., 1989; El-Dahhar &
El-Shazly, 1993). Strategies such as microbial fermentation of soy-
bean meal can address these problems, boosting the performance
and immune system of animals (Hong et al., 2004; Van Nguyen et al.,
2018; Refstie et al., 2005; Sotoudeh et al., 2016).

Fermentation can result in useful bioconversions or metabolic
decomposition. Complex substrates are transformed into sim-
ple compounds by the action of microorganisms (Balakrishnan &
Pandey, 1996). It can be a preservation method that also improves
the nutritional and functional properties of ingredients (Frias et al.,
2008; Ross et al., 2002). During the fermentation process, there may
be an increase in populations of probiotic microorganisms and sec-
ondary metabolites with prebiotic activity (Balakrishnan & Pandey,
1996; Dawood & Koshio, 2019; Mukherjee et al., 2015; Wang et al.,
2019). Fermentation can be done with a single microorganism or
with a mixed culture of microorganisms composed of bacteria and
yeast. In mixed fermentation, there is a better use of the substrate,
since these combined cultures have a wider range of enzymes and
are capable of attacking a wide variety of compounds in the sub-
strate (Dawood & Koshio, 2019; Fossi et al., 2014; Macfadyen, 1903).

It has been demonstrated that fermented soybean meal (FSBM)
can partially replace fish meal in diets without compromising fish
performance (Azarm & Lee, 2014; Barnes et al., 2015; Choi et al,,
2019; He, Li, et al., 2020; He, Yu, et al., 2020; Ilham & Fotedar, 2016;
Jiang et al, 2018; Lee et al., 2016; Liang et al., 2017; De Oliveira
et al., 2022; Shiu et al., 2015; Sotoudeh et al., 2016; Wang et al.,
2016, 2019; Wu et al., 2003; Yamamoto et al., 2010). In addition,
FSBM can have beneficial effects on fish health, such as improve-
ments in biochemical parameters (Novriadi et al., 2017), lipid me-
tabolism, antioxidant response (Jiang et al., 2018; Li et al., 2020) and
intestinal health (Li et al., 2019; Shiu et al., 2015; Sotoudeh et al.,
2016; Wang et al., 2016, 2019; Yamamoto et al., 2010).

Nile tilapia production has increased in recent years (GOAL,
2019; FAO, 2020). Production in a biofloc technology (BFT) sys-
tem is already being evaluated as an alternative to traditional semi-
intensive production systems in ponds (Azim & Little, 2008; Lima
etal., 2015, 2018; Luo et al., 2014; Luo et al., 2014). It is an intensive
cultivation system, with reduced water use, less effluent emissions
and increased productivity (Avnimelech, 2009). However, intensive
systems pose challenges to animals, as they may suffer higher lev-
els of stress than in traditional systems (Gabriel & Akinrotimi, 2011;
Mohapatra et al., 2012). BFT production is done in small spaces and
high population densities. When these factors are coupled with the
constant fluctuations in water quality parameters and changes in

management practices, they can easily affect the animal's growth
and overall health (Fischer et al., 2020; Romano et al., 2020).

The use of soybean meal as a replacement for fish meal has been
evaluated in diets for tilapia and total replacement is not always pos-
sible (Ajani et al., 2016; Al-Kenawy et al., 2008; El-Sayd & Gaber,
2002; Lin & Luo, 2011; Sharda Sharma & Saini, 2017). Saccharomyces
cerevisiae fermented soybean meal allowed only a partial replace-
ment of fishmeal in plant-based diets for Nile tilapia (Hassaan et al.,
2015). Fermentation using mixed microbial cultures can provide bet-
ter results and is a strategy that still needs to be evaluated as a tool
for promoting the growth and health of Nile tilapia-fed plant-based
diets. Furthermore, the use of fermented ingredients in a BFT sys-
tem still needs to be evaluated. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the effect of plant-based diets containing different
inclusion levels of a fermented soybean meal (FSBM) prepared with
a mixed microbial culture on the zootechnical indices and intestinal
health of juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) reared in a BFT
system.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Experimental design

The experiment was carried out at the Aquaculture Laboratory of
the State University of Santa Catarina - UDESC, Campus Chapecd
(Santa Catarina, Brazil) and was approved by the Ethics Committee
on the Use of Animals (CEUA), under protocol number 3851120320.
FSBM was evaluated at four inclusion levels in plant-based diets (7,
14, 21 and 28%) and compared with a positive control diet with fish
meal and a negative control diet with no animal protein nor FSBM.
The design was completely randomized (CRD) with six treatments

and four replications, and it lasted for 54 days.

2.2 | FSBM production and characterization
The production of the fermented soybean was done according to an
adaptation of the solid-state fermentation technique (Azarm & Lee,
2014). For this purpose, the soybean meal was autoclaved at a tem-
perature of 100°C for 20 min and inoculated with Aquate Fertilizer®
(Alltech™) in the proportion of 15 g kg'l. The composition of the
Aquate Fertilizer® is shown in Table 1. Distilled water was added in
the proportion of 50% of the weight of the soybean meal and the
mixture was placed in a polypropylene tray and kept in a forced air
incubator at 36°C. Every 12 h, the material was weighed, and dis-
tilled water was added to keep the moisture level at 50%. After the
fermentation process was completed (48 h), the fermented soybean
meal (FSBM) was placed again in a forced air incubator at 36°C until
it reached a constant weight. Subsequently, it was stored in a freezer
at a temperature between -14°C and -25°C.

The proximal composition of soybean meal and FSBM (Table 2)
was determined according to methods described in the Association
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TABLE 1 Warranty levels and basic composition of Aquate
Fertilizer®

Product warranty levels Quantity

Saccharomyces cerevisiae (min.) 8x 10’ CFU g™

Mannans (min.) 26.3gkg™
Copper (min.) 2133 mg kg™
Zinc (min.) 1249 mg kg™
Selenium (min.) 75 mg kg™*

Basic product composition

Dry sugar cane yeast, hydrolyzed dehydrated yeast, dry brewery
yeast, calcium carbonate, Saccharomyces cerevisiae, selenium-
enriched yeast, copper proteinate, sodium and calcium
aluminium silicate, dry fermentation product of Aspergillus niger,
zinc proteinate, ascorbic acid, Schizochytrium sp. seaweed meal,
Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, dry fermentation
product of Trichoderma longibrachiatum, sodium chloride and
Chlorella vulgaris seaweed meal

Note: Source: Alltech™, 2021.

TABLE 2 Proximal composition, soluble protein, pH and
microbiological count of fermented soybean meal (FSBM)

Proximal composition Soybean meal® FSBM?
DM (%) 88.35 90.82
MM (%) 7.42 7.34
EE (%) 5.23 5.05
GE (kcal kg™ 4259.09 4383.85
CP (%) 44.63 47.09
SP(mgg™) 19.90 40.80
Time

Parameters 0 (h) 48 (h)
pH 6.64 6.06
LAB (log CFU g% 0 6.47
Yeast (log CFU g™%) 0 7.43

Abbreviations: CFU, colony forming unit; CP, crude protein; DM, dry
matter; EE, ether extract; FSBM, fermented soybean meal; g, grams;
GE, gross energy; h, hours; LAB, lactic acid bacteria; MM, mineral
matter; pH, hydrogenic potential; SP, soluble protein.

2Composition analyzed by the author.

of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). Lactic acid bacteria
and yeast concentrations were determined on raw soybean meal
and FSBM (Table 2). For this purpose, samples of one gram were
serially diluted (1:10) in sterile saline solution at 0.65% and then
seeded on MRS (Man Rogosa & Sharpe) agar, to count lactic acid
bacteria, and in Sabouraud + chloramphenicol medium (0.5 g L'%)
to count yeasts. Inoculated Petri plates were incubated at a con-
stant temperature of 37°C for 48 h and 25°C for 72 h, respectively
(Abdel-Razek, 2019; Silva et al., 2013), for total colony forming unit
(CFU) counts. Soluble protein concentration was determined by
the Bradford method (Bradford, 1976) with bovine serum albumin
(Sigma-Aldrich) as a standard. All samples were analyzed in tripli-
cate (Table 2).

L

TABLE 3 Amino acid composition of soybean meal and
fermented soybean meal (FSBM) used for the formulation of
experimental diets

Soybean meal** FSBM*
Essential amino acids
Arginine 3.43 3.09
Histidine 1.23 1.15
Isoleucine 2.18 2.14
Leucine 3.59 3.57
Lysine 2.87 2.89
Methionine 0.62 0.51
Phenylalanine 2.39 2.50
Threonine 1.82 1.75
Tryptophan 0.66 o
Valine 2.27 2.28
Nonessential amino acids
Alanine 2.08 213
Aspartic acid 3.30 5.06
Glutamic acid 4.55 8.15
Cystine 0.69 0.64
Glycine 2.02 1.94
Hydroxyproline ok 0.08
Proline 2.37 2.34
Serine 2.52 2.30
Tyrosine 1.70 1.57
Sum of amino acids 40.29 44.09

Note: Source: *The authors; **Rostagno et al. (2017); ***The
tryptophan amino acid analysis for FSBM was not performed. ****No
hydroxyproline values for soybean meals were reported in Rostagno et
al. (2017).

Abbreviation: FSBM, fermented soybean meal.

The pH analysis was also performed according to the potentio-
metric method (AOAC, 2000). 10 g of FSBM and 100 ml of distilled
water at 25°C were mixed (electronic shaker, brand DiagTech, model
DT3110H) in an Erlenmeyer (250 ml) for 30 min. This mixture was
transferred to a 500 ml beaker, where it remained at rest for 10 min
and, subsequently, measurements were carried out with the aid of
a bench-top microprocessed pH metre (Alfakit™, AT-355) (Table 2).
Finally, the FSBM amino acid composition was determined according
to White et al. (1986), and for soybean meal, data from Rostagno
et al. (2017) were used (Table 3).

2.3 | Experimental diets

The experimental diets were isoprotein (33% crude protein) and
isoenergetic (4300 kcal of gross energy kg’l) and were formulated
(Table 4) in order to meet the nutritional requirements of protein
(El-Sayd & Gaber, 2002) and amino acids for tilapia (Santiago &
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TABLE 4 Formulation, chemical composition and microorganism count of experimental diets (g kg'i) based on dry matter
Treatments
C+ G 7% 14% 21% 28%
Ingredients (%)
Soybean meal  42.00 65.00 57.00 50.00 42.00 35.00
FSBM - - 7.00 14.00 21.00 28.00
Fish meal 20.00 - - - - -
Corn 21.70 19.50 21.00 21.50 22.50 22.50
Wheat flour 13.00 13.00 13.00 13.00 13.00 13.00
Soy oil 2.00 1.00 0.50 - - -
Premix 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
DL-Methionine  0.30 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Total (%) 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Analyzed bromatological composition and microorganism count
DM (%) 85.94 +4.34 86.49 +4.11 84.77 + 0.46 85.24 + 0.52 83.90 £ 0.69 83.97+1.81
CP (%) 3293 +0.27 32.85+0.42 32.96 +0.06 31.95+0.66 33.23+0.40 34.54 +0.38
EE 6.01 +0.17 3.80 £ 0.06 3.17 £ 0.09 3.23 +£0.04 3.10 £ 0.09 3.61 +0.09
MM (% (%)) 10.78 + 0.06 4.84 +0.03 4.87 +0.02 4.84 +0.04 4.79 +0.01 5.29 +0.02
GE (kcalkg™)  4,200.53 4397.47 4,416.35 4,261.477 4,338.91 4,411.57
LAB (log NG NG 473 +£0.33 490 +0.37 5.26 +0.11 411 +0.62
CFU g™
Yeast (log ) 245+0.21 2.00 +0.00 3.32+0.35 3.25+0.59 3.35+0.33 3.28 +0.91
CFU g™

Note: Premix: folic acid—2,400 mg, nicotinic acid—48 g, pantothenic acid—24 g, biotin—96 mg, vit. A—2,400,000 IU, vit. D3—400,000 IU, vit. E—
24,000 IU, vit. B1—9,600 mg, vit. B2—9,600 mg, vit. B6—9,600 mg, vit. B12—9,600 mg, vit K3—4,800 mg, vit. C—96 g, iron—100 g, manganese—40 g,
zinc—6,000 mg, cobalt—20 mg, iodine—200 mg, selenium—200 mg, antioxidant—19.6 g.

Abbreviations: 14%, plant-based diet with 14% inclusion of FSBM; 21%, plant-based diet with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-based diet including
28% of FSBM; 7%, plant-based diet including 7% FSBM; C-, negative control (plant-based diet without fish meal); C+, positive control (fish meal diet);
CFU, colony forming unit; CP, crude protein; DM, dry matter; FSBM, fermented soybean meal; GE, *gross energy; LAB, lactic acid bacteria; MM,

mineral matter; NG, no growth in colony forming units was observed.

Lovell, 1988). The amino acid compositions of the diets are shown
in Table 5. Inclusion levels of fermented soybean meal were deter-
mined based on similar studies (Hassaan et al., 2015; De Oliveira
et al.,, 2022; Wang et al., 2016). In addition to FSBM, the formu-
lated diets contained fish meal, soybean meal as protein sources,
and wheat flour and soy oil as energy sources. The fish meal was
purchased from Agroforte™, and the other ingredients were pur-
chased from local suppliers. All ingredients were ground in an
industrial processor and sieved in 0.71 mm mesh. Subsequently,
they were mixed with the addition of water (50%), pelletized in a
1 mm “spaghetti” matrix (Malta®, model 1036, no. 8 mouthpiece)
and placed in an incubator (Cienlab®, model CE-220/150) at 55°C
for 48 h. The diets were stored in plastic containers and placed in
refrigerators (4°C) until use.

The counting of yeasts and lactic acid bacteria was also per-
formed in the experimental diets (Table 4). For this purpose, one-
gram samples were serially diluted (1:10) in sterile saline solution at
0.65% and then seeded on MRS (Man Rogosa & Sharpe) agar for
the counting of lactic acid bacteria and on Sabouraud + chloram-
phenicol agar (0.5 g L) to count yeasts (Saccharomyces cerevisiae).
After sowing in Petri dishes, the plates with MRS were incubated at

a constant temperature of 35°C for 48 h (Silva et al., 2013), and the
plates with Sabouraud + chloramphenicol were incubated at 25°C
for 72 h (Abdel-Razek, 2019). At the end of the respective periods,
the total counts of colony forming units (CFUs) were performed, as
shown in Table 4.

2.4 | Animals and facilities

The fish were acquired from Acqua Sul Piscicultura, located in the
city of llhota, Santa Catarina State and previously acclimated to the
experimental conditions. A total of 168 Nile tilapia juveniles with an
average initial weight of 1.635 + 0.198 g were distributed in 24 circu-
lar polyethylene tanks (useful volume of 70 L) connected to a recir-
culating aquaculture system (RAS). The tanks were equipped with an
individual aeration system using a porous stone (1 x 2 cm) coupled
through a radial air compressor and distributed over two benches.
These benches were arranged and connected to two circular tanks
(useful volume: 850 L) called “macrocosms” that contained a periph-
eral water pump (Intech® model BP500) responsible for the distribu-
tion and recirculation of water in the system. Each macrocosm was
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TABLE 5 Required and calculated amino acid composition of experimental diets.

Composition C+ = 7%

Arginine 211 2.33 2.31
Histidine 0.89 0.84 0.83
Isoleucine 1.79 1.55 1.54
Leucine 293 2.73 2.72
Lysine 2.49 2.10 2.08
Methionine 0.93 0.88 0.88
Phenylalanine 1.56 1.48 1.47
Threonine 1.49 1.40 1.39
Tryptophan 0.48 0.57 0.57
Valine 1.98 1.77 1.76
Sum 16.65 15.65 15.55

14% 21% 28% Requirement?
2.31 2.28 2.28 1.38
0.83 0.82 0.82 0.57
1.54 1.52 1.52 1.03
2.72 2.70 2.70 1.12
2.08 2.05 2.05 1.69
0.88 0.88 0.88 0.88
1.47 146 146 1.24
1.39 1.37 1.37 1.27
0.57 0.56 0.56 0.33
1.76 1.74 1.74 0.92

15.55 15.38 15.38 10.43

Abbreviations: 14%, plant-based diet with 14% inclusion of FSBM; 21%, plant-based diet with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-based diet including
28% of FSBM; 7%, plant-based diet including 7% FSBM; C-, negative control (plant-based diet without fish meal); C+, positive control (fish meal diet).

aSantiago & Lovell, 1988.

equipped with a heater resistor (Nobre Brasil®, 3000 W), connected
to a digital temperature controller with a sensor (XH—W3001®, 12V,
China).

Each experimental unit received an initial biofloc inoculum (10 L)
from previous Nile tilapia cultures in the BFT system and non-
chlorine water until completing the useful volume of 70 L. For the
formation and maintenance of the microbial community and suitable
conditions of the culture medium, a C:N ratio of 10-15:1 was main-
tained (Pérez-Fuentes et al., 2016) with sugarcane molasses being
used as an external source of carbon. Thus, a biomass of 2.25 kg m™
of tilapia was also maintained in each macrocosm, fed with commer-
cial feed (32% CP supplied one time per day at 12 p.m.).

The animals were fed once a day (12 p.m.) with an initial feeding
rate of 10% of the biomass/day until they reached twice their initial
weight (Lopez-Betancur et al., 2020). Subsequently, a rate of 5% of
biomass/day was maintained until the end of the experimental pe-
riod (Lopez-Betancur et al., 2020). The monitoring of the animals'
biomass was carried out every 18 days through biometrics of all ex-
perimental units.

Water temperature, dissolved oxygen (Alfakit™ oximeter, model
AT170) and pH (Alfakit™ pH metre, model AT315) were measured
daily as indicators of water quality. Analyses of nitrogen compounds
(ammonia, nitrite, nitrate), orthophosphate and alkalinity of the
culture medium were performed weekly using a photocolorimeter
(Alfakit™, model AT100P). Total sedimentable solids (TSS) were mea-
sured with an Imhoff cone. Mean values were found for tempera-
ture, dissolved oxygen and pH, of 25.15 + 2.20°C, 9.03 + 0.60 mg/
L'! and 6.92 + 0.25 respectively. Ammonia, nitrite, nitrate, ortho-
phosphate, alkalinity and total sedimentable solids, total values
of 0.17 + 0.09 mg L'}, 0.22 + 0.07 mg L'}, 10.70 + 9.11 mg L',
13.67 + 1.20 mg L PO, 1149 + 4.64 mg L CaCO, and
5.99 + 3.28 mg L™* were observed respectively. The parameters re-
mained within the recommended range for tilapia throughout the
study (El-Sayed, 2006).

2.5 | Zootechnical performance

After 53 days, the animals were fasted for 24 h and were individu-
ally weighed (0.01 g precision scale, Marte™, model ML 600) and
measured to assess the zootechnical parameters: final weight (FW);
mean weight gain (MWG) = final weight (g)-initial weight (g); spe-
cific growth rate (SGR) = [In final weight (g)-In initial weight (g)]/ex-
perimental period x 100; (L); Fulton's condition factor (K) = weight/
length x 100; feed conversion rate (FCR) = feed intake/weight gain;
survival; feed consumption (FC) = food consumed in the trial period
(g) and survival (S) = number of dead animals/total fish x 100.

2.6 | Intestinal histomorphometry

For the histomorphometric analysis, intestine fractions (proximal)
were collected from the same animals used in the organometric
indices (12 animals/treatment). The histological processing of these
samples was performed at the Histology Laboratory at UDESC,
Campus Lages (Santa Catarina, Brazil), according to routine meth-
ods for preparing histological slides (Nunes & Cinsa, 2016). The in-
testinal fragments were placed in sterile plastic containers with a
common formalin solution (100 ml of 37-40% formalin; 900 ml of
common water and 9.0 g of sodium chloride), identified and after
being fixed for 12-16 h, preserved in 70% alcohol until the evalu-
ation of the morphohistological characteristics of its mucosa. For
this purpose, these intestinal fractions were sectioned into slices
of approximately 0.3 cm using the technique of histology, diapha-
nization and embedding in histological paraffin. Three pm-thick
sections were prepared on a semi-automatic microtome according
to the methodology adapted from Mello et al. (2013). Longitudinal
sections were prepared, semiserialized and stained using the Schiff
histochemical method (Periodic Acid-Schiff - PAS) (de Tolosa et al.,
2003).
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Three slides were made from each sample and photographed
using a digital camera coupled to a microscope (10x objective).
The images were digitized and the measures were made using the
TCapture software (Laborana® brand). After the digitization was
completed, ten villi per animal were selected by integrity crite-
rion (Picoli et al., 2019) for the measurements of the intestinal villi,
where: (i) villi height (VH), that is, distance from the apex of the villi
to the beginning of the muscle layers; (ii) total villi height (TVH), that
is, height from the apex of the villi to the end of the serosa; (iii) villi
width (VW); and (iv) villi thickness (VT), according to the method-
ology by Mello et al. (2013). In the same intestinal villi, goblet cells
(GC) count was performed. Each goblet cell was considered as a unit
(Picoli et al., 2019). All these measurements were performed using

ImageJ software (National Institute for Health).

2.7 | Statistical analysis

Normality (Shapiro-Wilk test) and homogeneity of variances (Levene
test) were verified and the data were submitted to analysis of vari-
ance (ANOVA). When significant, the means were compared using
the Tukey test at a 5% probability level. In the case of differences
between plant-based diets, regression analysis was performed, and
R? values above 0.8 were presented in the captions of the respective
tables.

3 | RESULTS

3.1 | Zootechnical parameters

In fish fed the diet containing 7% FSBM, the average weight gain
did not differ (p > 0.05) from that in fish fed the diet contain-
ing fish meal (Figure 1). However, the results of this treatment
did not differ from the negative control. Similar results (p > 0.05)
were obtained for final weight, specific growth rate and condi-
tion factor (Table 6). In all diets containing FSBM, feed conver-
sion did not differ (p > 0.05) from the positive control. In this
case, there was also no (p < 0.05) difference in relation to the

plant-based diet.

3.2 | Intestinal histomorphometry

The villi of the different treatments can be seen in Figure 2. In the
animals fed with 21% and 28% FSBM in diets, greater (p < 0.0001)
villi height (Figure 3) and total villi height was observed (Table 7)
compared with other treatments. Villi width and thickness (Table 7)
were not affected (p > 0.05) by the experimental diets. In the inclu-
sion of 28% of FSBM, the goblet cell count (Figure 4) did not differ
(b > 0.05) from the positive control but was higher compared to that
of the other treatments (p < 0.05).
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FIGURE 1 Mean weight gain (mean + standard deviation) of Nile
tilapia juveniles cultivated in a biofloc system after 54 days of feeding
with fermented soybean meal. C+, positive control (fish meal diet); C-,
negative control (plant-based diet without fish meal); 7%, plant-based
diet including 7% FSBM; 14%, plant-based diet with 14% inclusion of
FSBM; 21%, plant-based diet with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-
based diet including 28% of FSBM. Means accompanied by different
letters differ from each other by the Tukey test (p < 0.05). Regression
analysis was performed between plant-based diets, but due to the low
R? value, the equation was not presented

4 | DISCUSSION

The water quality parameters remained within the expected range
for the cultivation of tilapia in a BFT system throughout the ex-
periment (Azim & Little, 2008; Lima et al., 2015, 2018; Luo et al.,
2014). At the beginning of the experiment, the tanks were in-
oculated with water from previously matured BFT systems. This
is a strategy that can be adopted to prevent the occurrence of
unwanted variations in water quality parameters (Krummenauer
et al., 2014; Martins et al., 2020). In addition, the culture macro-
cosm tanks were connected to a recirculation system, which en-
sured homogeneity between treatments. Therefore, it is possible
to infer that the results were obtained due to diet and supplemen-
tation strategy and were not influenced by the conditions in the
BFT system.

During soybean meal fermentation, there were greater lactic
acid bacteria and yeast counts. There was also a reduction in pH,
confirming the production of organic acids by microorganisms
(Alexander, 1961; Daietal., 2020; Imelda et al.,2008). These results
confirm that fermentation occurred as expected (Balakrishnan &
Pandey, 1996; Dawood & Koshio, 2019; Sanjukta & Rai, 2016). In
FSBM, the growth of microorganism colonies resulted in greater
microbial protein synthesis and greater crude protein. Similarly,
a higher crude protein level was observed in soybean meal fer-
mented with Bacillus subtilis (Shiu et al., 2015), Aspergillus awamori
(Li et al., 2019), Enteroccocus faecium (Li et al., 2020) and a mixed
culture of microorganisms composed of B. subtilis, Lactobacillus
and S. cerevisiae (He, Yu, et al.,, 2020). Furthermore, soluble

protein and the sum of amino acids in FSBM were also greater.
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TABLE 6 Zootechnical parameters (mean + standard deviation) of Nile tilapia juveniles cultivated in a biofloc system after 54 days of
feeding with fermented soybean meal

Treatment
Parameters C+ C- 7% 14% 21% 28% p value
IW (g) 1.63+0.19 1.63+0.21 1.63+0.20 1.65+0.22 1.63+0.20 1.64 +0.19 0.9995NS
FW (g) 20.29 +2.81a 12.60+3.61b 14.22 +3.22ab 1249 £+ 1.56 b 12.52 +2.26 b 1341+277b  0.0061"
SGR (% day™) 2.03+0.28a 1.26 +0.36 b 1.42 +0.32 ab 1.24+0.16 b 1.25+0.23b 1.34+0.28b  0.0061"
K 2.01+015a 1.46 +0.26 b 1.56 +0.25 ab 144 +£0.12b 1.46 £0.18 b 1.51+021b  0.0071"
FCR 0.92+0.02b 1.44+0.27 a 1.27 £ 0.24 ab 1.29 £0.13ab 1.40 +£0.18 ab 1.29+0.31ab 0.05
FC (g animal™) 1719 + 3.12 15.25+3.26 15.63 + 2.89 13.89 +0.84 15.02 +2.31 14.58 + 1.64 0.5264NS
S (%) 92.85 + 14.28 89.28 + 13.67 89.28 +7.14 9642 +7.14 82.14 + 13.67 85.71 + 11.66 0.5606NS

Note: Means followed by distinct letters in the rows differ from each other by the Tukey test (p < 0.05).
Abbreviations: 14%, plant-based diet with 14% inclusion of FSBM; 21%, plant-based diet with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-based diet including
28% of FSBM; 7%, plant-based diet including 7% FSBM; C-, negative control (plant-based diet without fish meal); C+, positive control (fish meal diet);
FC, feed consumption; FCR, feed conversion rate; FW, final weight; g, gram; g/day, gram per day; IW, initial weight; K, Fulton's condition factor; kg/

m?, kilogram per cubic metre; NS, not significant; S, survival; SGR, specific growth rate.

*p < 0.05; **p < 0.01.

FIGURE 2 Intestinal villi of Nile tilapia
juveniles after 54 days of feeding with
fermented soybean meal (FSBM) in a
biofloc system. Coloration: periodic acid-
schiff (PAS). Objective: 10x. C+, positive
control (fish meal diet); C-, negative
control (plant-based diet without fish
meal); 7%, plant-based diet including 7%
FSBM; 14%, plant-based diet with 14%
inclusion of FSBM; 21%, plant-based diet
with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-
based diet including 28% of FSBM

There was considerably higher soluble protein present in FSBM
(40.80 mg g™!) compared to that of the unfermented soybean meal
(19.90 mg g™%). This is consistent with greater availability of low
molecular weight peptides (Runho, 2001; Sanjukta & Rai, 2016;
Teng et al., 2012) and demonstrates that the nutritional character-
istics of the soybean meal were positively affected in the fermen-
tation process.

The growth and body condition of fish fed on plant-based diets
containing 7% FSBM did not differ from the diet containing fishmeal.
These results are unprecedented and demonstrate the feasibility of
using low levels of fermentation products as a strategy to optimize
the use of plant-based diets. The use of soybean meal fermented with
S. cerevisiae had previously been evaluated for Nile tilapia, but only a
partial replacement of fish meal was viable (Hassaan et al., 2015). In
the present study, the utilization of a mixed culture of microorgan-
isms may have favoured the positive results due to the synergistic in-
teraction commonly observed in fermentations between lactic acid
bacteria and yeasts (Sieuwerts et al., 2018). Lactic acid produced

by lactic acid bacteria encourages the growth of yeasts, which also

use part of the excreted glucose as a carbon source (Gobbetti &
Corsetti, 1997; Sieuwerts et al., 2018; De Vuyst & Neysens, 2005).
In contrast, the CO, produced by yeasts stimulates the production
of these bacteria. Other authors also found favourable results when
using a mixed culture of microorganisms composed of Lactobacillus
plantarum, B. subtilis and S. cerevisiae as probiotics for Nile tilapia
(Essa et al., 2010).

The FSBM inclusion levels of over 14% compromised the growth
performance of tilapia cultivated in BFT. For other species, such as
the orange-spotted grouper (Epinephelus coioides), rockfish (Sebastes
schlegeli), Japanese sea bass (Lateolabrax japonicus) and rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), there was also a reduction in performance
with the inclusion of high levels of FSBM (Choi et al., 2019; Lee et al.,
2016; Liang et al., 2017; Shiu et al., 2015). Fermented products are
rich in low molecular weight peptides (Jiang et al., 2018). At high
levels of inclusion, these peptides may contribute to the saturation
of intestinal absorption sites and transport mechanisms can occur,
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are closely related to good quality local microbiota (Schwarz et al.,
2010). The probiotic microorganisms and the bioactive metabolites
present in FSBM may have favourably supported these cells and
mitigated possible inflammation caused by the greater inclusion of
soybean meal in plant-based diets (Merrifield et al., 2011; Uran et al.,
2009). This result is confirmed by the improvement in the charac-
teristics of the intestinal epithelium and demonstrates the positive
effects of FSBM on intestinal health.
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FIGURE 4 Goblet cell count of Nile tilapia juveniles cultivated in
a biofloc system after 54 days of feeding with fermented soybean
meal. C+, positive control (fish meal diet); C-, negative control
(plant-based diet without fish meal); 7%, plant-based diet including
7% FSBM; 14%, plant-based diet with 14% inclusion of FSBM; 21%,
plant-based diet with 21% inclusion of FSBM; 28%, plant-based diet
including 28% of FSBM. Means accompanied by different letters
differ from each other by the Tukey test (p < 0.05). Regression
analysis was performed between plant-based diets

BFT system may have positive effects on fish performance (Hisano
et al., 2019; Da Silva et al., 2018) and may have masked the effects
of treatments. The relationship between fermented products and
production systems still needs to be better studied and understood.
More studies are still needed to optimize the use of fermented foods
in plant-based fish diets.

The villi height was greater in fish fed with diets containing levels
above 21% of FSBM compared with the positive control diet con-
taining fish meal. This result of greater villi height is unprecedented
and demonstrates the potential of including fermented soybean
meal in feeds to promote fish intestinal health. More intact mucosa
with larger villi has a better nutrient absorptive capacity (Clements
et al., 2014; Merrifield & Ringo, 2014), which may reflect on fish per-
formance and health (Jobling, 1995; Silva et al., 2010). It is notewor-
thy that at the lowest levels of FSBM inclusion, 7% and 14%, the villi
did not differ from the positive control and were greater when com-
pared to the negative control diet. These results demonstrate that
fermentation was effective in protecting against epithelial damage
that may occur with unfermented soybean meal supplementation
(Lilleeng et al., 2009; Marjara et al., 2012). As noted in the negative
control, diets with a high plant protein level affect the integrity of
the intestinal epithelium and can lead to inflammation.

At the highest level of FSBM inclusion (28%), a higher count of
goblet cells was observed in relation to the other plant-based diets,
and the values did not differ from the positive control. This result
is also unprecedented, and it indicates greater intestinal immunity,
since the primary function of these cells is the production of mucus
and, consequently, protection and lubrication of the intestinal lining
(Clements et al., 2014; Merrifield & Ringo, 2014). Furthermore, they

The utilization of a mixed microbial culture increased the probiotic
microorganisms count and improved the nutritional characteristics
of FSBM. The inclusion of 7% FSBM in the diets allows a total re-
placement of fish meals without compromising the growth perfor-
mance of the animals. At all levels of FSBM inclusion, there was an
improvement in the food efficiency of plant-based diets. In the inclu-
sions above 21% of FSBM, there was also evidence of improvement

in the intestinal health of Nile tilapia juveniles.
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Farelo de soja fermentado com microrganismos de cultura

mista melhora o desempenho produtivo e a saude intestinal de
juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com
dietas vegetais em um sistema de bioflocos
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FSBM, o desempenho do crescimento néo diferiu dos peixes alimentados com a dieta de farinha de peixe. FSBM incluiu
A adicao de mais de 21% de proteina vegetal melhorou a eficiéncia alimentar das dietas a base de plantas.
O FSBM aumentou a altura das vilosidades intestinais. Na inclusdo de 28% de FSBM, o célice

celular foi maior em comparagao com as outras dietas a base de plantas. A incluséo de 7%

O FSBM permite uma substituicdo total da farinha de peixe sem comprometer o desempenho de crescimento

formacéo dos animais.

PALAVRAS-CHAVE
célula caliciforme, bactéria lactica, microrganismo probiético, altura das vilosidades, levedura

1 | INTRODUQAO e salde (Glencross et al., 2011; Gomes et al., 1995; Turchini et al.,

2019). A disponibilidade comercial de farinha de peixe esta diminuindo (Banco
Os custos com ragé@o podem chegar a 60% das despesas operacionais em sistemas Mundial, 2020). O aumento do preco da farinha de peixe impacta os custos de
intensivos de producéo de peixes (Barbosa et al., 2020). A farinha de peixe € producéo de animais aquaticos (El Basuini et al., 2016, 2017; Hossain et al., 2016).
importante nas dietas da aquicultura como fonte proteica de alto valor biolégico. Nesse contexto, técnicas biotecnolégicas alternativas devem ser consideradas para
Sua excluséo das formulagdes pode levar a um baixo desempenho o desenvolvimento de dietas a base de plantas que
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reduzir custos e otimizar o desempenho da producéo (Bulbul et al., 2015; Daniel, 2018;
Zhang et al., 2016).

O farelo de soja é amplamente utilizado como fonte de proteina vegetal devido a
sua disponibilidade no mercado, perfil de aminoéacidos e preco acessivel (Daniel, 2018;
Sgrensen et al., 2009). No entanto, a substituicdo completa da farinha de peixe por
farelo de soja em dietas para peixes nem sempre € possivel (Bonaldo et al., 2015;
Goda et al., 2007; Hansen et al., 2011; Ferrara et al., 2015). Diversos fatores podem
inviabilizar sua substituicdo, como baixa palatabilidade, alto teor de fibras e deficiéncia
de aminoacidos essenciais (Dunsford et al., 1989; El-Dahhar & El-Shazly, 1993).
Estratégias como a fermentagéo microbiana do farelo de soja podem resolver esses
problemas, melhorando o desempenho e o sistema imunolégico dos animais (Hong et

al., 2004; Van Nguyen et al., 2018; Refstie et al., 2005; Sotoudeh et al., 2016).

A fermentagéo pode resultar em bioconversdes ou metabolismo Uteis
Decomposicéo. Substratos complexos sdo transformados em compostos simples pela
acdo de microrganismos (Balakrishnan & Pandey, 1996). Pode ser um método de
preservacdo que também melhora as propriedades nutricionais e funcionais dos
ingredientes (Frias et al., 2008; Ross et al., 2002). Durante o processo de fermentacéo,
pode haver um aumento nas populacdes de microrganismos probiéticos e metabdlitos
secundarios com atividade prebiética (Balakrishnan & Pandey, 1996; Dawood & Koshio,
2019; Mukherjee et al., 2015; Wang et al., 2019). A fermentacéo pode ser realizada com
um Unico microrganismo ou com uma cultura mista de microrganismos composta por
bactérias e leveduras. Na fermentacao mista, hd um melhor aproveitamento do
substrato, uma vez que essas culturas combinadas possuem uma gama maior de
enzimas e sdo capazes de atacar uma grande variedade de compostos no substrato

(Dawood & Koshio, 2019; Fossi et al., 2014; Macfadyen, 1903).

Foi demonstrado que a farinha de soja fermentada (FSBM) pode substituir
parcialmente a farinha de peixe em dietas sem comprometer o desempenho dos peixes
(Azarm & Lee, 2014; Barnes et al., 2015; Choi et al., 2019; He, Li, et al., 2020; He, Yu,
et al., 2020; llham & Fotedar, 2016;

Jiang et al., 2018; Lee e outros, 2016; Liang et al., 2017; De Oliveira et al., 2022; Shiu
etal., 2015; Sotoudeh et al., 2016; Wang et al., 2016, 2019; Wu et al., 2003; Yamamoto
e outros, 2010). Além disso,

O FSBM pode ter efeitos benéficos na saude dos peixes, como melhorias nos
parametros bioquimicos (Novriadi et al., 2017), metabolismo lipidico, resposta
antioxidante (Jiang et al., 2018; Li et al., 2020) e saude intestinal (Li et al., 2019; Shiu et
al., 2015; Sotoudeh et al.,

2016; Wang et al., 2016, 2019; Yamamoto e outros, 2010).

A producéo de tilapia-do-nilo aumentou nos ultimos anos (GOAL, 2019; FAO,
2020). A produgdo em sistema de tecnologia de bioflocos (BFT) ja esta sendo avaliada
como alternativa aos sistemas tradicionais de producé@o semi-intensiva em tanques
(Azim & Little, 2008; Lima et al., 2015, 2018; Luo et al., 2014; Luo et al., 2014). Trata-se
de um sistema intensivo
sistema de cultivo, com reducéo do uso de agua, menor emisséo de efluentes e
aumento da produtividade (Avnimelech, 2009). No entanto, sistemas intensivos
representam desafios para os animais, pois podem sofrer niveis mais elevados de
estresse do que em sistemas tradicionais (Gabriel & Akinrotimi, 2011; Mohapatra et al.,
2012). A producéo de BFT é realizada em espacos pequenos e altas densidades
populacionais. Quando esses fatores sdo combinados com as constantes flutuagbes

nos parametros de qualidade da &gua e mudancas na

préticas de manejo, elas podem facilmente afetar o crescimento e a satde geral do
animal (Fischer et al., 2020; Romano et al., 2020).

O uso de farelo de soja como substituto da farinha de peixe foi avaliado em dietas
para tilapias e a substituicéo total nem sempre é possivel (Ajani et al., 2016; Al-Kenawy
et al., 2008; El-Sayd & Gaber, 2002; Lin & Luo, 2011; Sharda Sharma & Saini, 2017). O
farelo de soja fermentado com Saccharomyces cerevisiae permitiu apenas uma
substituicdo parcial da farinha de peixe em dietas a base de plantas para tilapia do Nilo
(Hassaan et al., 2015). A fermentacéo usando culturas microbianas mistas pode
fornecer melhores resultados e é uma estratégia que ainda precisa ser avaliada como
uma ferramenta para promover o crescimento e a satde de tilapias do Nilo alimentadas
com dietas a base de plantas. Além disso, o uso de ingredientes fermentados em um
sistema BFT ainda precisa ser avaliado. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito de dietas a base de plantas contendo diferentes niveis de incluséo de farelo de

soja fermentado (FSBM) preparado com

uma cultura microbiana mista sobre os indices zootécnicos e intestinais

saude de tilapias juvenis do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas em um BFT

sistema.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 | Desenho experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual de
Santa Catarina — UDESC, Campus Chapecé

(Santa Catarina, Brasil) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob o protocolo nimero 3851120320.

O FSBM foi avaliado em quatro niveis de inclusdo em dietas a base de plantas (7, 14,
21 e 28%) e comparado com uma dieta de controle positivo com farinha de peixe e uma
dieta de controle negativo sem proteina animal nem FSBM.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos e

quatro repeticdes, com duracao de 54 dias.

2.2 | Producdo e caracterizacdo de FSBM

A producéo da soja fermentada foi realizada de acordo com uma adaptacéo da técnica
de fermentacdo em estado sélido (Azarm & Lee, 2014). Para tanto, o farelo de soja foi

autoclavado a 100°C por 20 minutos e inoculado com Aquate Fertilizer®.

(Alltech™) na proporcéo de 15 g kgy1. A composicéo do Aquate Fertilizer® é
apresentada na Tabela 1. Agua destilada foi adicionada na proporgéo de 50% do peso
do farelo de soja e a mistura foi colocada em uma bandeja de polipropileno e mantida
em uma estufa de ar forgado a 36°C. A cada 12 h, o material foi pesado e dgua destilada
foi adicionada para manter o nivel de umidade em 50%. Apés o término do processo

de fermentacéo (48 h), o farelo de soja fermentado (FSBM) foi colocado novamente em
uma estufa de ar forgado a 36°C até atingir peso constante. Posteriormente, foi

armazenado em um freezer a uma temperatura entre -14°C e -25°C.

A composicéo proximal do farelo de soja e da FSBM (Tabela 2) foi determinada de

acordo com métodos descritos na Associagéo
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TABELA 1 Niveis de garantia e composicéo basica do Aquate
Fertilizante®

Niveis de garantia do produto Quantidade

Saccharomyces cerevisiae (min.) 8 x 107 UFC gyl

Mananas (min.) 26,3 g kgyl

Cobre (min.) 2133 mg kgyl

Zinco (min.) 1249 mg kgy1

Selénio (min.) 75 mg kgyl

Composicéo béasica do produto

Levedura seca de cana-de-acUcar, levedura desidratada hidrolisada, levedura
seca de cervejaria, carbonato de célcio, Saccharomyces cerevisiae,
levedura enriquecida com selénio, proteinato de cobre, silicato de
so6dio e aluminio e célcio, produto de fermentacéo seca de Aspergillus niger,
proteinato de zinco, acido ascdrbico, farinha de algas marinhas Schizochytrium
sp., Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, produto de fermentacéo
seca de Trichoderma longibrachiatum, cloreto de sédio e farinha de algas
marinhas Chlorella vulgaris

Nota: Fonte: Alltech™, 2021.

TABELA 2 Composicéo proximal, proteina soltvel, pH e contagem

microbioldgica do farelo de soja fermentado (FSBM)

Composigéo proximal Farelo de soja FSBMa
MS (%) 88,35 90,82
MM (%) 7,42 7,34
EE (%) 5.23 5.05
GE (kcal kgy1) 4259,09 4383,85
PC (%) 44,63 47,09
SP (mg gy1) 19,90 40,80
Tempo

Parametros 0 (h) 48 (h)
pH 6,64 6.06

LAB (log UFC gy1) 0 6,47
Levedura (log UFC gy1) 0 7,43

Abreviac6es: UFC, unidade formadora de col6nias; CP, proteina bruta; MS, matéria
seca; EE, extracéo de éter; FSBM, farelo de soja fermentado; g, gramas; GE, energia
bruta; h, horas; LAB, bactérias do &cido lactico; MM, matéria mineral; pH,

potencial hidrogenidnico; SP, proteina soltvel.

Composicéo analisada pelo autor.

dos Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 2000). As concentracdes de bactérias
lacticas e leveduras foram determinadas em farelo de soja cru e FSBM (Tabela 2).
Para este prop6sito, amostras de um grama foram diluidas em série (1:10) em
solucéo salina estéril a 0,65% e entdo semeadas em 4gar MRS (Man Rogosa &
Sharpe), para contagem de bactérias lacticas, e em meio Sabouraud + cloranfenicol
(0,5 g L -1) para contagem de leveduras. Placas de Petri inoculadas foram incubadas
a uma temperatura constante de 37°C por 48 h e 25°C por 72 h, respectivamente
(Abdel-Razek, 2019; Silva et al., 2013), para contagem total de unidades formadoras
de coldnias (UFC). A concentragdo de proteina soltvel foi determinada pelo método

de Bradford (Bradford, 1976) com albumina sérica bovina.

(Sigma-Aldrich) como padréo. Todas as amostras foram analisadas em triplicata

(Tabela 2).

e Wiy

TABELA 3 Composigao de aminoacidos do farelo de soja e do farelo
de soja fermentado (FSBM) utilizados na formulagéo de dietas experimentais

Farelo de soja** FSBM*
Aminodcidos essenciais
Arginina 3,43 3.09
Histidina 1,23 1,15
Isoleucina 2.18 2.14
Leucina 3,59 3,57
Lisina 2,87 2,89
Metionina 0,62 0,51
Fenilalanina 2,39 2,50
Treonina 1,82 1,75
ok
Triptofano 0,66
Valina 2.27 2.28
Aminoécidos néo essenciais
Alanina 2.08 213
Acido aspartico 3,30 5.06
Acido glutamico 4,55 8.15
Cistina 0,69 0,64
Glicina 2.02 1,94
ok
Hidroxiprolina 0,08
Prolina 2,37 2,34
Serina 2,52 2,30
Tirosina 1,70 157
Soma de aminoacidos 40,29 44,09

Nota: Fonte: *Os autores; **Rostagno et al. (2017); ***A analise do
aminoacido triptofano para FSBM néo foi realizada. ****Nenhum valor de hidroxiprolina
para farelos de soja foi relatado em Rostagno et al. (2017).

Abreviacdo: FSBM, farelo de soja fermentado.

A andlise de pH também foi realizada de acordo com o método potenciométrico
(AOAC, 2000). 10 g de FSBM e 100 ml de &gua destilada a 25 °C foram misturados
(agitador eletronico, marca DiagTech, modelo DT3110H) em um Erlenmeyer (250
ml) por 30 min. Essa mistura foi transferida para um béquer de 500 ml, onde
permaneceu em repouso por 10 min.

e, posteriormente, as medicdes foram realizadas com o auxilio de um pHmetro
microprocessado de bancada (Alfakit™, AT-355) (Tabela 2).

Por fim, a composicao de aminoacidos do FSBM foi determinada de acordo com
White et al. (1986), e para o farelo de soja, foram utilizados dados de Rostagno et

al. (2017) (Tabela 3).

2.3 | Dietas experimentais

As dietas experimentais foram isoproteicas (33% de proteina bruta) e isoenergéticas
(4300 kcal de energia bruta kgy1) e foram formuladas
(Tabela 4) para atender as necessidades nutricionais de proteinas

(El-Sayd & Gaber, 2002) e aminoacidos para tilapia (Santiago &
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TABELA 4 Formulagéo, composi¢cdo quimica e contagem de microrganismos das dietas experimentais (g kgy1) com base na matéria seca

Tratamentos
C+ Cy 7% 14% 21% 28%
Ingredientes (%)
Farelo de soja 42,00 65,00 57,00 50,00 42,00 35,00
FSBM - - 7,00 14h00 21h00 28,00
Farinha de peixe 20,00 - - - - -
Milho 21,70 19,50 21h00 21,50 22,50 22,50
Farinha de trigo 13h00 13h00 13h00 13h00 13h00 13h00
Eu sou 6leo 2,00 1,00 0,50 - - -
Pré-mistura 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
DL-Metionina 0,30 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Total (%) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Andlise da composicéo bromatoldgica e contagem de microrganismos
MS (%) 85,94 + 4,34 86,49 £ 4,11 84,77 £ 0,46 85,24 £ 0,52 83,90 £ 0,69 83,97+ 1,81
PC (%) 32,93+0,27 32,85+ 0,42 32,96 + 0,06 31,95+ 0,66 33,23+ 0,40 34,54+ 0,38
EE 6,01 +0,17 3,80 = 0,06 3,17 £ 0,09 3,23+ 0,04 3,10 £ 0,09 3,61+ 0,09
MM (% (%)) 10,78 + 0,06 4,84+ 0,03 4,87 + 0,02 4,84 + 0,04 4,79 +0,01 5,29+ 0,02
GE (kcal kgy1) 4.200,53 LAB (log 4397,47 4.416,35 4.261.477 4.338,91 4.411,57
UFC gy1) NG NG 4,73+ 0,33 4,90 + 0,37 5,26 £ 0,11 4,11 + 0,62
Levedura (log 2,45+0,21 2,00 = 0,00 3,32+0,35 3,25+ 0,59 3,35+ 0,33 3,28+ 0,91

UFC gy1)

Observagéo: Pré-mistura: acido félico — 2.400 mg, &cido nicotinico — 48 g, acido pantoténico — 24 g, biotina — 96 mg, vitamina A — 2.400.000 Ul, vitamina D3 — 400.000 UlI, vitamina E —

24.000 UI, vitamina B1 — 9.600 mg, vitamina B2 — 9.600 mg, vitamina B6 — 9.600 mg, vitamina B12 — 9.600 mg, vitamina K3 — 4.800 mg, vitamina C — 96 g, ferro — 100 g, manganés

— 40 g, zinco — 6.000 mg, cobalto — 20 mg, iodo — 200 mg, selénio — 200 mg, antioxidante — 19,6 g.

Abreviagdes: 14%, dieta baseada em vegetais com 14% de inclusdo de FSBM; 21%, dieta baseada em vegetais com 21% de inclus@o de FSBM; 28%, dieta baseada em vegetais incluindo

28% de FSBM; 7%, dieta baseada em vegetais incluindo 7% de FSBM; Cy, controle negativo (dieta baseada em vegetais sem farinha de peixe); C+, controle positivo (dieta de farinha de

peixe); UFC, unidade formadora de col6nias; CP, proteina bruta; MS, matéria seca; FSBM, farelo de soja fermentado; GE, *energia bruta; LAB, bactérias do &cido lactico; MM, matéria

mineral; NG, nenhum crescimento em unidades formadoras de col6nias foi observado.

Lovell, 1988). As composi¢des de aminoacidos das dietas séo apresentadas na Tabela
5. Os niveis de incluséo de farelo de soja fermentado foram determinados com base
em estudos semelhantes (Hassaan et al., 2015; De Oliveira

etal., 2022; Wang et al., 2016). Além da FSBM, as dietas formuladas continham
farinha de peixe, farelo de soja como fontes de proteina e farinha de trigo e dleo de soja
como fontes de energia. A farinha de peixe foi adquirida da Agroforte™ e os outros
ingredientes foram adquiridos de fornecedores locais. Todos os ingredientes foram
moidos em um processador industrial e peneirados em malha de 0,71 mm.
Posteriormente, foram misturados com adi¢do de agua (50%), peletizados em uma
matriz “espaguete” de 1 mm (Malta®, modelo 1036, bocal n° 8) e colocados em uma
incubadora (Cienlab®, modelo CE-220/150) a 55 °C por 48 h. As dietas foram

armazenadas em recipientes plasticos e colocadas em refrigeradores (4 °C) até o uso.

A contagem de leveduras e bactérias lacticas também foi realizada nas dietas
experimentais (Tabela 4). Para tanto, amostras de um grama foram diluidas em série
(1:10) em solugéo salina estéril a 0,65% e, em seguida, semeadas em agar MRS (Man
Rogosa & Sharpe) para contagem de bactérias lacticas e em agar Sabouraud + cloram-

fenicol (0,5 g L -1) para contagem de leveduras (Saccharomyces cerevisiae).

Ap6s a semeadura em placas de Petri, as placas com MRS foram incubadas a

a temperatura constante de 35°C por 48 h (Silva et al., 2013), e as placas com
Sabouraud + cloranfenicol foram incubadas a 25°C por 72 h (Abdel-Razek, 2019). Ao
final dos respectivos periodos, foram realizadas as contagens totais de unidades

formadoras de coldnias (UFCs), conforme

mostrado na Tabela 4.

2.4 | Animais e instalagdes

Os peixes foram adquiridos da Acqua Sul Piscicola, localizada no municipio de Ilhota,
Santa Catarina, e previamente aclimatados as condi¢gdes experimentais. Foram
utilizados 168 juvenis de tilapia-do-nilo, com peso inicial médio de 1,635 + 0,198 g,
distribuidos em 24 tanques circulares de polietileno (volume Util de 70 L) conectados a
um sistema de aeracao por recirculagdo (SRA). Os tanques foram equipados com
sistema de aeracao individual, utilizando pedra porosa (1 x 2 cm) acoplada por meio de

compressor de ar radial e distribuida em duas bancadas.

Essas bancadas foram dispostas e conectadas a dois tanques circulares (volume util:
850 L) denominados “macrocosmos”, que continham uma bomba d’'agua periférica
(Intech®, modelo BP500) responséavel pela distribui¢éo e recirculacdo da dgua no

sistema. Cada macrocosmo foi
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TABELA 5 Composicdo de aminoacidos necessaria e calculada de dietas experimentais.

Composicao C+ Cy 7%

Arginina 211 2,33 231
Histidina 0,89 0,84 0,83
Isoleucina 1,79 1,55 1,54
Leucina 2,93 2,73 2,72
Lisina 2,49 2.10 2.08
Metionina 0,93 0,88 0,88
Fenilalanina 1,56 1,48 1,47
Treonina 1,49 1,40 1,39
Triptofano 0,48 0,57 0,57
Valina 1,98 1,77 1,76
Soma 16,65 15,65 15,55

-

14% 21% 28% Exigéncia
231 2.28 2.28 1,38
0,83 0,82 0,82 0,57
1,54 1,52 1,52 1,03
2,72 2,70 2,70 112
2.08 2,05 2,05 1,69
0,88 0,88 0,88 0,88
1,47 1,46 1,46 1,24
1,39 1,37 1,37 1,27
0,57 0,56 0,56 0,33
1,76 1,74 1,74 0,92

15,55 15,38 15,38 10.43

Abreviacdes: 14%, dieta baseada em vegetais com 14% de incluséo de FSBM; 21%, dieta baseada em vegetais com 21% de incluséo de FSBM; 28%, dieta baseada em vegetais incluindo

28% de FSBM; 7%, dieta baseada em vegetais incluindo 7% de FSBM; Cy, controle negativo (dieta baseada em vegetais sem farinha de peixe); C+, controle positivo (dieta com farinha de peixe).

Santiago e Lovell, 1988.

equipado com um resistor de aquecimento (Nobre Brasil®, 3000 W), conectado a um

controlador digital de temperatura com sensor (XH-W3001®, 12V, China).

Cada unidade experimental recebeu um inéculo inicial de bioflocos (10 L)
de culturas anteriores de tilapia do Nilo no sistema BFT e 4gua sem cloro até completar
o volume util de 70 L. Para a formagdo e manutencéo da comunidade microbiana e

condicdes adequadas do meio de cultura, foi mantida uma relagéo C:N de 10-15:1.

mantido (Pérez-Fuentes et al., 2016) com o melaco de cana-de-aglcar sendo utilizado
como fonte externa de carbono. Assim, uma biomassa de 2,25 kg my3

de tilapia também foi mantida em cada macrocosmo, alimentada com ragéo comercial
(32% PB fornecida uma vez ao dia as 12h).

Os animais foram alimentados uma vez ao dia (12h) com uma taxa inicial de
alimentacéo de 10% da biomassa/dia até atingirem o dobro do peso inicial (Lopez-
Betancur et al., 2020). Posteriormente, uma taxa de 5% da biomassa/dia foi mantida
até o final do periodo experimental (Lopez-Betancur et al., 2020). O monitoramento da
biomassa dos animais foi realizado a cada 18 dias por meio da biometria de todas as

unidades experimentais.

A temperatura da agua, o oxigénio dissolvido (oximetro Alfakit™, modelo AT170)
e o pH (pHmetro Alfakit™, modelo AT315) foram medidos diariamente como indicadores
da qualidade da agua. Andlises de compostos nitrogenados (amdnia, nitrito, nitrato),
ortofosfato e alcalinidade do meio de cultura foram realizadas semanalmente com um
fotocolorimetro (Alfakit™, modelo AT100P). Os sélidos sedimentaveis totais (SST)
foram medidos.
fixados com cone de Imhoff. Foram encontrados valores médios para temperatura,
oxigénio dissolvido e pH de 25,15 + 2,20°C, 9,03 + 0,60 mg/
ol g 6,92 + 0,25, respectivamente. Amdnia, nitrito, nitrato, ortofosfato, alcalinidade e
sélidos sedimentaveis totais apresentaram valores totais de 0,17 + 0,09 mg L -1, 0,22
+0,07mgL-1,10,70£9,11 mg L -1, PO4, 11,49 + 4,64 mg L-1.
-1

13,67 + 1,20 mg L CaCoO3 e foram

599+328mgL -1 observados respectivamente. Os parametros re-
permaneceu dentro da faixa recomendada para tilapia durante todo o estudo (El-Sayed,

2006).

2.5 | Desempenho zootécnico

Apos 53 dias, os animais foram submetidos a jejum de 24 h e foram pesados
individualmente (balanga de preciséo de 0,01 g, Marte™, modelo ML 600) e medidos
para avaliacdo dos parametros zootécnicos: peso final (PF); ganho de peso médio
(GPM) = peso final (g)ypeso inicial (g); taxa de crescimento especifico (TCE) = [In
peso final (g)yIn peso inicial (g))/periodo experimental x 100; (L); fator de condicéo de
Fulton (K) = peso/

comprimento x 100; taxa de converséo alimentar (CAA) = consumo de ragéo/ganho de
peso; sobrevivéncia; consumo de racéo (CA) = alimento consumido no periodo

experimental (g) e sobrevivéncia (S) = nimero de animais mortos/total de peixes x 100.

2.6 | Histomorfometria intestinal

Para a analise histomorfométrica, fragdes intestinais (proximais) foram coletadas dos
mesmos animais utilizados nos indices organométricos (12 animais/tratamento). O
processamento histolégico dessas amostras foi realizado no Laboratério de Histologia
da UDESC, Campus Lages (Santa Catarina, Brasil), de acordo com os métodos de
rotina para preparo de laminas histolégicas (Nunes & Cinsa, 2016). Os fragmentos
intra-intestinais foram acondicionados em recipientes plasticos estéreis com solugao

de formalina comum (100 ml de formalina a 37-40%; 900 ml de

agua comum e 9,0 g de cloreto de sédio), identificados e apos fixados por 12 a 16 h,
preservados em alcool 70% até a avaliagdo das caracteristicas morfohistolégicas de
sua mucosa. Para tanto, essas fragdes intestinais foram seccionadas em fatias de
aproximadamente 0,3 cm, utilizando-se a técnica de histologia, diafanizagdo e inclusao
em parafina histoldgica. Seccdes de trés ym de espessura foram preparadas em
micrétomo semiautomatico, de acordo com a metodologia adaptada de Mello et al.
(2013). Seccdes longitudinais foram preparadas, semisserializadas e coradas pelo

método histoquimico de Schiff (Periodic Acid-Schiff - PAS) (de Tolosa et al.,

2003).
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Trés laminas foram feitas de cada amostra e fotografadas usando uma
camera digital acoplada a um microscopio (objetiva 10x).
As imagens foram digitalizadas e as medidas foram realizadas utilizando o
software TCapture ( marca Laborana®). Ap6s a digitalizacéo, dez vilosidades
por animal foram selecionadas pelo critério de integridade (Picoli et al., 2019)
para as medidas das vilosidades intestinais.
onde: (i) altura das vilosidades (VH), ou seja, distancia do apice das vilosidades
ao inicio da camada muscular; (ii) altura total das vilosidades (TVH), ou seja,
altura do apice das vilosidades ao final da serosa; (iii) largura das vilosidades
(VW); e (iv) espessura das vilosidades (VT), de acordo com a metodologia de
Mello et al. (2013). Nas mesmas vilosidades intestinais, foi realizada a contagem
de células caliciformes (CG). Cada célula caliciforme foi considerada uma
unidade (Picoli et al., 2019). Todas essas medidas foram realizadas utilizando o

software ImageJ (National Institute for Health).

2.7 | Andlise estatistica

A normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste
de Levene) foram verificadas e os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). Quando significativas, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em caso de diferengas entre
as dietas a base de plantas, foi realizada analise de regresséo, e valores de R?2

acima de 0,8 foram apresentados nas legendas das respectivas dietas.

tabelas.

3| RESULTADOS
3.1 | Parametros zootécnicos

Nos peixes alimentados com a dieta contendo 7% de farinha de peixe, o ganho
de peso médio nao diferiu (p > 0,05) daquele dos peixes alimentados com a
dieta contendo farinha de peixe (Figura 1). Entretanto, os resultados deste
tratamento n&o diferiram do controle negativo. Resultados semelhantes (p >
0,05) foram obtidos para peso final, taxa de crescimento especifico e fator de
condicao (Tabela 6). Em todas as dietas contendo farinha de peixe, a converséo
alimentar nao diferiu (p > 0,05) do controle positivo. Neste caso, também néao

houve diferenca (p < 0,05) em relagédo a dieta a base de plantas.

3.2 | Histomorfometria intestinal

As vilosidades dos diferentes tratamentos podem ser vistas na Figura 2. Nos
animais alimentados com 21% e 28% de FSBM nas dietas, foi observada maior
(p < 0,0001) altura das vilosidades (Figura 3) e altura total das vilosidades
(Tabela 7) em comparac@o com os outros tratamentos. A largura e a espessura
das vilosidades (Tabela 7) ndo foram afetadas (p > 0,05) pelas dietas
experimentais. Na incluséo de 28% de FSBM, a contagem de células caliciformes
(Figura 4) nao diferiu (p > 0,05) do controle positivo, mas foi maior em

comparagao aos outros tratamentos (p < 0,05).
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FIGURA 1 Ganho de peso médio (média + desvio padréo) de juvenis de tilapia-do-nilo
cultivados em sistema de bioflocos ap6s 54 dias de alimentacédo com farelo de soja
fermentado. C+, controle positivo (dieta & base de farinha de peixe); Cy, controle negativo
(dieta a base de plantas sem farinha de peixe); 7%, dieta a base de plantas incluindo 7%
de farinha de peixe fermentado; 14%, dieta & base de plantas com 14% de incluséo de
farinha de peixe fermentado; 21%, dieta a base de plantas com 21% de incluséo de
farinha de peixe fermentado; 28%, dieta a base de plantas incluindo 28% de farinha de
peixe fermentado. Médias acompanhadas por letras diferentes diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05). A andlise de regressao foi realizada entre as dietas a base de plantas,

mas devido ao baixo valor de R? , a equacéo nao foi apresentada.

4| DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da dgua permaneceram dentro da faixa esperada
para o cultivo de tilapia em sistema BFT durante todo o experimento (Azim &
Little, 2008; Lima et al., 2015, 2018; Luo et al., 2014). No inicio do experimento,
os tanques foram inoculados com &gua de sistemas BFT previamente
maturados. Esta é uma estratégia que pode ser adotada para prevenir a
ocorréncia de variagdes indesejadas nos parametros de qualidade da agua

(Krummenauer et al., 2014; Martins et al., 2020). Além disso, a macrocultura

Os tanques cosm foram conectados a um sistema de recirculagéo, o que
garantiu a homogeneidade entre os tratamentos. Portanto, é possivel inferir que
os resultados foram obtidos devido a dieta e a estratégia de suplementacéo e

nao foram influenciados pelas condigbes do sistema BFT.

Durante a fermentagao do farelo de soja, houve maior contagem de
bactérias lacticas e leveduras. Houve também reducéo do pH, confirmando a
producéo de &cidos organicos por microrganismos (Alexander, 1961; Dai et al.,
2020; Imelda et al., 2008). Esses resultados
confirmam que a fermentagéo ocorreu conforme o esperado (Balakrishnan &
Pandey, 1996; Dawood & Koshio, 2019; Sanjukta & Rai, 2016). Em FSBM, o
crescimento de coldnias de microrganismos resultou em maior sintese de
proteina microbiana e maior proteina bruta. Da mesma forma, um maior nivel
de proteina bruta foi observado no farelo de soja fermentado com Bacillus
subtilis (Shiu et al., 2015), Aspergillus awamori
(Li et al., 2019), Enteroccocus faecium (Li et al., 2020) e uma mistura
cultura de microrganismos compostos por B. subtilis, Lactobacillus
e S. cerevisiae (He, Yu, et al., 2020). Além disso, soluvel

proteina e a soma de aminoacidos no FSBM também foram maiores.
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TABELA 6 Parametros zootécnicos (média + desvio padrdo) de juvenis de tilapia do Nilo cultivados em sistema de bioflocos apés 54 dias de alimentacéo com farelo de soja

fermentado
Tratamento
Parametros Car Cy 7% 14% 21% 28% valor p
IW (g) 1,63+0,19 1,63+0,21 1,63 £0,20 1,65+ 0,22 1,63+0,20 1,64 £0,19 0,9995NS
FW (g) 20,29+ 28la 12,60+ 3,61 b 14,22 + 3,22 ab 12,49 + 1,56 b 1252+ 2,26 b 13,41 + 2,77 b 0,0061**
SGR (% diay1) 2,03+0,28 a 1,26+0,36b 1,42+0,32ab 1,24+0,16b 1,25+0,23b 1,34+ 0,28 b 0,0061**
K 2,01+0,15a 1,46+0,26 b 1,56 + 0,25 ab 1,44+0,12b 1,46+0,18 b 1,51+ 0,21 b 0,0071**
FCR 0,92+0,02b 1,44 +£027a 1,27+0,24 ab 1,29+ 0,13 ab 1,40+ 0,18 ab 1,29 + 0,31 ab 0,05*
FC (g animaly1) 17,19 + 3,12 15,25 + 3,26 15,63 + 2,89 13,89+ 0,84 15,02+ 2,31 14,58 + 1,64 0,5264NS
S (%) 92,85 + 14,28 89,28 £ 13,67 89,28 £ 7,14 96,42 £ 7,14 82,14 £ 13,67 85,71 + 11,66 0,5606NS

Nota: Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Abreviacdes: 14%, dieta a base de plantas com 14% de incluséo de FSBM; 21%, dieta a base de plantas com 21% de inclus&o de FSBM; 28%, dieta & base de plantas incluindo

28% de FSBM; 7%, dieta a base de plantas incluindo 7% de FSBM; Cy, controle negativo (dieta a base de plantas sem farinha de peixe); C+, controle positivo (dieta de farinha de
peixe); FC, consumo de racédo; FCR, taxa de converséo alimentar; FW, peso final; g, grama; g/dia, grama por dia; IW, peso inicial; K, fator de condicéo de Fulton; kg/

m3, quilograma por metro cubico; NS, nao significativo; Sim, sobrevivéncia; SGR, taxa de crescimento especifica.

*p < 0,05; *p <0,01.

FIGURA 2 Vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-
do-nilo ap6és 54 dias de alimentagéo com farelo

de soja fermentado (FSBM) em sistema de
bioflocos. Coloracéo: acido periédico de Schiff
(PAS). Objetivo: 10x. C+, controle positivo (dieta &
base de farinha de peixe); Cy, controle

negativo (dieta a base de plantas sem farinha

de peixe); 7%, dieta a base de plantas incluindo 7%
de FSBM; 14%, dieta a base de plantas com 14%
de inclusdo de FSBM; 21%, dieta a base de plantas
com 21% de incluséo de FSBM; 28%, dieta a base

de plantas incluindo 28% de FSBM.

Houve um teor consideravelmente maior de proteina sollvel presente no farelo de soja
fermentado (40,80 mg gy1) em comparacé&o ao farelo de soja néo fermentado (19,90
mg gy1). Isso é consistente com a maior disponibilidade de peptideos de baixo peso
molecular (Runho, 2001; Sanjukta & Rai, 2016; Teng et al., 2012) e demonstra que as
caracteristicas nutricionais do farelo de soja foram afetadas positivamente no processo

de fermentacéo.

O crescimento e a condig&o corporal dos peixes alimentados com dietas a base de
plantas contendo 7% de FSBM n&o diferiram da dieta contendo farinha de peixe.
Esses resultados s&o inéditos e demonstram a viabilidade do uso de baixos niveis de
produtos de fermentagéo como estratégia para otimizar o uso de dietas a base de
plantas. O uso de farelo de soja fermentado com S. cerevisiae ja havia sido avaliado
para tilapia-do-nilo, mas apenas uma substituicdo parcial da farinha de peixe se mostrou
viavel (Hassaan et al., 2015). No presente estudo, o uso de uma cultura mista de
microrganismos pode ter favorecido os resultados positivos devido a interacéo sinérgica
comumente observada em fermentagdes entre bactérias lacticas e leveduras (Sieuwerts

et al., 2018). O &cido lactico produzido

por bactérias do acido lactico estimula o crescimento de leveduras, que também utilizam

parte da glicose excretada como fonte de carbono (Gobbetti & Corsetti, 1997; Sieuwerts

et al., 2018; De Vuyst & Neysens, 2005).

Em contrapartida, o CO2 produzido pelas leveduras estimula a producéo dessas
bactérias. Outros autores também encontraram resultados favoraveis quando

usando uma cultura mista de microrganismos composta de Lactobacillus plantarum, B.

subtilis e S. cerevisiae como probiéticos para tilapia do Nilo (Essa et al., 2010).

Niveis de inclusédo de FSBM acima de 14% comprometeram o desempenho de
crescimento da tilapia cultivada em BFT. Para outras espécies, como a garoupa-de-
manchas-laranjadas (Epinephelus coioides), o peixe-rocha (Sebastes schlegeli), o robalo-
japonés (Lateolabrax japonicus) e a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), também
houve reducéo no desempenho com a incluséo de altos niveis de FSBM (Choi et al.,
2019; Lee et al., 2016; Liang et al., 2017; Shiu et al., 2015). Os produtos fermentados
sdo ricos em peptideos de baixo peso molecular (Jiang et al., 2018). Em altos niveis de
incluséo, esses peptideos podem contribuir para a saturagéo dos locais de absorgéo

intestinal e mecanismos de transporte podem ocorrer.



Machine Translated by Google

PICOLI e outros.

wiLey [ ——

400 y =-0,0385x 2 + 3,9947x + 227,99, R2 = 0,953 2

350 ® b
a.c.

300

250 -

200 -

150

100

5

0 — : ;
c+ c

- 7% 14% 21% 28%

o

o

o

o

o

FIGURA 3 Altura das vilosidades de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em sistema

de bioflocos ap6s 54 dias de alimentagdo com farelo de soja fermentado. C+, controle
positivo (dieta a base de farinha de peixe); Cy, controle negativo (dieta & base de

plantas sem farinha de peixe); 7%, dieta a base de plantas incluindo 7% de farinha de
peixe fermentado; 14%, dieta & base de plantas com 14% de incluséo de farinha de peixe
fermentado; 21%, dieta a base de plantas com 21% de inclusé&o de farinha de peixe
fermentado; 28%, dieta a base de plantas incluindo 28% de farinha de peixe fermentado.
Médias acompanhadas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ( p

< 0,05). A andlise de regressao foi realizada entre as dietas a base de plantas.

comprometendo a absorcéo de nutrientes e a utilizagéo da racéo (Khosravi et al., 2015;
Sanjukta & Rai, 2016; Siddik et al., 2018; Wei et al., 2016). Além disso, uma quantidade
excessiva de peptideos livres do ingrediente fermentado pode aumentar a oxidagao de

aminodcidos e reduzir a retencéo de proteina na dieta (Chai et al., 2020; Wei et al., 2019).

A fermentacé@o melhorou a eficiéncia alimentar de dietas a base de plantas para tilapias
do Nilo em um sistema BFT. Em todos os tratamentos com FSBM, a conversé&o alimentar
ndo diferiu da dieta contendo farinha de peixe. Este re -

O resultado esta de acordo com a literatura, na qual a inclusdo de 15% a 45% de FSBM na
substituicdo da farinha de peixe ndo afetou a composicéo da ragao.

versao de robalo japonés (Lateolabrax japonicus), corvina amarela (Larimichthys crocea) e
robalo preto (Micropterus salmoides) (He, Li et al., 2020; He, Yu et al., 2020; Liang et al.,
2017; Wang et al., 2019). A melhora na converséo alimentar pode ser explicada pelo maior
teor de proteina solGvel na FSBM. Os peptideos séo absorvidos mais facilmente pelos
enterdcitos e assimilados em taxas mais elevadas do que as proteinas intactas (Ganapathy

et al., 1994; Runho, 2001). Além disso, a melhora -

O aumento na conversao alimentar também pode ser atribuido a presenca de microrganismos
probidticos (Welker & Lim, 2011). Os microrganismos inoculados no FSBM permaneceram
ativos (bactérias lacticas e
leveduras) e seus efeitos benéficos na converséo alimentar ja foram demonstrados
(Ghazalah et al., 2010; Lara-Flores et al., 2003,
2010; Welker e Lim, 2011).

Os resultados de desempenho produtivo mostraram que a inclusédo de FSBM pode
possibilitar o uso de dietas a base de plantas para tilapias juvenis -
Niles foi criado em sistema BFT. No entanto, é importante destacar que, mesmo com
evidéncias da possibilidade de substitui¢ao da farinha de peixe, os resultados com o uso
de farinha de peixe também néo diferiram da dieta controle negativo a base de plantas.
Outros fatores podem estar envolvidos e ainda é necessario confirmar os resultados obtidos.
Estudos de longo prazo podem evidenciar as diferengas entre os tratamentos. Além disso,

a

etria

TABELA

Trg

i

o

3

S

<

S
palor V
~

&

5

28% @
©

&

g

21% =
@

2

=3

14% &
o

>

2

% =
&

]

g

Ccy @&
o

g
jtamerte @

0,4736NS

87380

96,32

92,32

88,69

a®as

96,37

F'arémgos g

0,4765NS

8827

896

2532

6883

8804

B265

Yam)

S:

ta:

€001



Machine Translated by Google

PICOLI e outros.

35 -
- y =0,0021x2 + 0,1538x + 17,132, R?2 = 0,9823

30 -
b

25 - .

2 |
s |

1 |

0 - : , . , ,

C+

b
b
C- 7% 14% 21% 28%
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de bioflocos ap6és 54 dias de alimentag&o com farelo de soja fermentado. C+, controle
positivo (dieta a base de farinha de peixe); Cy, controle negativo (dieta a base de

plantas sem farinha de peixe); 7%, dieta a base de plantas incluindo 7% de farinha de peixe
fermentado (FSBM); 14%, dieta & base de plantas com 14% de inclus&o de farinha de peixe
fermentado (FSBM); 21%, dieta a base de plantas com 21% de inclusdo de farinha de peixe
fermentado (FSBM); 28%, dieta & base de plantas incluindo 28% de farinha de peixe
fermentado (FSBM). Médias acompanhadas por letras diferentes diferem entre si pelo

teste de Tukey (p < 0,05). A andlise de regressao foi realizada entre as dietas a base de plantas.

O sistema BFT pode ter efeitos positivos no desempenho dos peixes (Hisano et al.,
2019; Da Silva et al., 2018) e pode ter mascarado os efeitos dos tratamentos. A relagcéo
entre produtos fermentados e sistemas de producéo ainda precisa ser melhor estudada
e compreendida.

Mais estudos ainda s&o necessarios para otimizar o uso de alimentos fermentados em
dietas de peixes a base de plantas.

A altura das vilosidades foi maior nos peixes alimentados com dietas contendo niveis
acima de 21% de FSBM em comparacéo com a dieta de controle positivo contendo
farinha de peixe. Este resultado de maior altura de vilosidades é sem precedentes e
demonstra o potencial da incluséo de farelo de soja fermentado em ragdes para
promover a salde intestinal dos peixes. Mucosa mais intacta com vilosidades maiores
tem melhor capacidade de absorcéo de nutrientes (Clements et al., 2014; Merrifield &
Ringo, 2014), o que pode refletir no desempenho e na satde dos peixes (Jobling,

1995; Silva et al., 2010). Vale ressaltar que nos menores niveis de inclusdo de FSBM,
7% e 14%, as vilosidades n&o diferiram do controle positivo e foram maiores quando
comparadas a dieta de controle negativo. Esses resultados demonstram que a
fermentacéo foi eficaz na proteg¢do contra danos epiteliais que podem ocorrer com a
suplementacao de farelo de soja néo fermentado (Lilleeng et al., 2009; Marjara et al.,
2012). Conforme observado no controle negativo, dietas com alto nivel de proteina

vegetal afetam a integridade do epitélio intestinal e podem levar a inflamacgao.

No nivel mais alto de inclusdo de FSBM (28%), observou-se uma contagem maior
de células caliciformes em relacéo as demais dietas vegetais, e os valores ndo
diferiram do controle positivo. Esse resultado também é inédito e indica maior
imunidade intestinal, visto que a funcéo primaria dessas células é a produgdo de muco
e, consequentemente, a protecéo e a lubrificacédo do revestimento intestinal (Clements

et al., 2014; Merrifield & Ringo, 2014). Além disso, elas

e Wiy

estdo intimamente relacionadas a microbiota local de boa qualidade (Schwarz et al.,
2010). Os microrganismos probidticos e os metabdlitos bioativos presentes na FSBM
podem ter sustentado favoravelmente essas células e atenuado a possivel inflamagédo
causada pela maior incluséo de farelo de soja em dietas & base de plantas (Merrifield
etal., 2011; Uran et al., 2009). Este resultado é confirmado pela melhora nas

caracteristicas do epitélio intestinal e demonstra o efeito positivo

efeitos do FSBM na salde intestinal.

5| CONCLUSAO

A utilizagéo de cultura microbiana mista aumentou a contagem de microrganismos
probiéticos e melhorou as caracteristicas nutricionais

de FSBM. A incluséo de 7% de FSBM nas dietas permite uma recuperagao total
colocagéo de farinhas de peixe sem comprometer o desempenho de crescimento dos
animais. Em todos os niveis de inclusdo de FSBM, houve uma

Melhoria na eficiéncia alimentar de dietas a base de plantas. Nas inclusdes acima de
21% de FSBM, também houve evidéncia de melhora na sadde intestinal de juvenis de

tilapia-do-nilo.
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A biofloc system avoids the adverse effects of diets

with suboptimal protein levels on zootechnical performance,
intestinal histomorphometry, and protein metabolism

of Nile tilapia juvenile fed Spirulina biomass (Arthrospira
platensis) as an alternative protein source
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Abstract This study aimed to evaluate the effect of
the biofloc technology (BFT) system and the replace-
ment of fish meal with Spirulina biomass on pro-
ductive performance, intestinal histomorphometry,
plasma biochemistry, and oxidative stress of Nile tila-
pia juveniles (Oreochromis niloticus) fed suboptimal
levels of protein. Two factors were evaluated: pro-
duction systems (clear water X BFT) and replacement
of fish meal with Spirulina (0, 33, 66 ¢ 100%). The
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design was in a 2x4 randomized factorial scheme
with four replications, and the fish were evaluated
for 48 days. Four isoproteic (28% crude protein) diets
were formulated with gross energy values close to
4300 kcal kg™!. Nile tilapia juveniles (0.23 +0.01 g)
were distributed in 16 circular tanks (70 L) at seven
fish/tank. The diets were formulated with protein lev-
els approximately 20% below that required for the
species and life stage. No interaction was observed
between the factors evaluated (production sys-
tems X Spirulina inclusion). Rearing the fish in the
BFT system avoided the adverse effects of diets with
suboptimal protein levels on performance, intestinal
histomorphometry, and protein metabolism. Lower
values lower lipid peroxidation and higher antioxidant
capacity were observed in fish reared in the BFT sys-
tem, showing evidence of improvements in antioxi-
dant responses and lower levels of physiological oxi-
dative stress. Spirulina completely replaced fish meal
in the diets of Nile tilapia juveniles without adverse
effects on intestinal morphometry, protein metabo-
lism, and antioxidant response. Replacing 66% of fish
meal with Spirulina improved the productive perfor-
mance, regardless of the rearing system.

Keywords Animal nutrition - Arthrospira

platensis - Biofloc system - Intestinal
histomorphometry - Spirulina
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Introduction

The world aquaculture sector produced 88 million
tons in 2020, most of which were fish (FAO 2022).
This significant growth in activity is explained by
the increase in the world population and per capita
consumption (Food and Agriculture Organization of
the United Nations - FAO 2022). The growth in fish
consumption is associated with increasing demand
for healthier animal proteins (Henchion et al. 2017;
Boer et al. 2020). To meet this demand, fish farm-
ing adopts intensive systems with a greater demand
for processed feed (Subashinge 2013; Oddsson 2020).
In this context, the demand for quality feed and high
food costs create bottlenecks for the continued expan-
sion of fish production. The ingredients that consti-
tute the protein fraction of fish diets are expensive
and contribute significantly to the total expenses
(Barbosa et al. 2020). In addition, diets containing
protein levels exceeding nutritional requirements
and pellets with low stability and high solubility can
increase nitrogen compounds in effluents (Herath and
Satoh 2015). Therefore, using feeds with lower pro-
tein levels and searching for alternative protein ingre-
dients are strategies to reduce feed costs and increase
the sustainability of the activity.

Rearing in a biofloc technology (BFT) system is
an alternative to reduce protein content in diets and
feed costs in intensive fish production (Avnime-
lech 2007; Azim and Little 2008). BFT system is a
closed-intensive production system with low water
renewal. Water quality is maintained with intensive
aeration and managing heterotrophic and autotrophic
bacterial populations (Monroy-Dosta et al. 2013). An
organic carbon source is added to the water to bal-
ance the relationship between carbon and nitrogen
(Pérez-Fuentes et al. 2016; Silva et al. 2017). There-
fore, nitrogenous compounds are recycled, and bio-
flocs, which serve as a food supplement for fish, are
formed (Avnimelech 2007; Avnimelech and Kochba
2009; Ekasari 2014). The microbial biomass pro-
duced in this system can supply up to 50% of the pro-
tein requirement of fish produced (Avnimelech 2007;
Azim and Little 2008; Da Silva et al. 2018; Durigon
et al. 2020). Lower feed conversion rates can also be
achieved (Luo et al. 2014). In general, the focus of
protein reduction experiments in the BFT system is
performance (Azim and Little 2008; Luo et al. 2014;
Durigon et al. 2020). More studies are still needed

@ Springer

to understand better the metabolism and physiology
of fish receiving suboptimal protein levels in a BFT
system.

Fish meal is one of fish feed’s most commonly
used protein ingredients. It is characterized by its high
protein value, polyunsaturated fatty acids, consider-
able mineral and vitamin fractions, and antioxidant
properties (Masumoto et al. 1996; Pike 1999; Cho
and Kim 2011). Fish meal exclusion from diets may
decrease zootechnical indices in fish (Gomes et al.
1995; Glencross et al. 2011; Turchini et al. 2019). In
addition, its high cost and reduced availability (World
Bank - World Bank Commodities Price Data (The
Pink Sheet) 2020) have driven the search for cheaper
protein alternatives. The microalgae Spirulina
(Arthrospira platensis) is an alternative source of
protein with the potential to replace fish meal (Hus-
sein et al. 2013; Raji et al. 2018, 2020; Erdogan 2019;
Mansour et al. 2021). It is considered a rich source
of highly digestible protein and essential amino acids
(Andrade et al. 2005) and contains various substances
(fibrous carbohydrates, vitamins, minerals, carote-
noid pigments, and polyunsaturated fatty acids) with
antioxidant properties (Promya and Chitmanat 2011;
Gutiérrez-Salmean et al. 2015). Some studies dem-
onstrate that Spirulina can also enhance zootechni-
cal performance in comparison to fish meal (Hussein
et al. 2013; El-Sheekh et al. 2014; Velasquez et al.
2015; Roohani et al. 2019; Raji et al. 2020). Improve-
ments in biochemical (Belal et al. 2012; Mansour
et al. 2021), histological (Abu-Elala et al. 2016), and
oxidative stress parameters (Cao et al. 2018; Salah El-
Din et al. 2021) have also been reported.

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a prominent
species in global fish farming (Prabu et al. 2019; Food
and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO 2022). It is a rustic species that quickly adapts
to intensive cultivation. The rearing of Nile tilapia
in a BFT system has been previously reported with
positive results (Lima et al. 2018; Martins et al. 2020;
Picoli et al. 2022). Nile tilapia ingests bioflocs, ena-
bling a reduction in the demand for protein (Avnime-
lech 2007; Avnimelech and Kochba 2009; Ekasari
2014.). Spirulina has also been evaluated in Nile tila-
pia feeding with good results (Belal et al. 2012; Hus-
sein et al. 2013; Velasquez et al. 2015; Abdelkhalek
et al. 2017). However, its use in a BFT system with
suboptimal protein levels in the diet has not been
evaluated. Therefore, the objective of this study was
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to determine the effect of the culture system and the
replacement of fish meal by Spirulina biomass (A.
platensis) on performance, intestinal histomorphom-
etry, plasma biochemistry, and oxidative stress in Nile
tilapia juveniles fed suboptimal levels of protein.

Materials and methods
Experimental design

The experiment was conducted at the Aquaculture
Laboratory of the State University of Santa Cata-
rina, Campus Chapecd, Santa Catarina, Brazil, for
48 days. The Committee for Ethics in the Use of
Animals approved the study under protocol number
6983180521. Two factors were evaluated: the pro-
duction systems (clear water Xx BFT) and the replace-
ment of fish meal with Spirulina biomass (0, 33, 66 e
100%). The design was in a 2x4 randomized facto-
rial scheme with four replications, and the fish were
evaluated for 48 days (Table 1).

Arthrospira platensis biomass

The cultivation of Arthrospira platensis was carried
out in raceway tanks arranged inside a greenhouse

in a semi-continuous system at the Laboratory of
Algae Cultivation and Biotechnology — LCBA
UDESC, Laguna, Brazil, and the cultivation period
extended from March to June. After inoculating
the culture, it waited for 15 days to reach the sta-
tionary phase of the growth curve, and then har-
vesting began every three days per week (Mon-
day, Wednesday, and Friday). Approximately 400
L were filtered at each harvest, corresponding to
about 25% of the total cultivation volume, with dry
biomass productivity varying between 0.7 and 1.3
g L. The culture medium contained fresh water
and was composed of 10 g L™! of NaHCO;, 1 g
L' of commercial soluble fertilizer with a nitro-
gen: phosphate: potassium ratio of 18: 6: 18, and
a high amount of NaCl (30 g L™!). The cultivation
was carried out under natural temperature and light-
ing conditions (not controlled), and the Spirulina
biomass was collected three times a week by fil-
tration with a 20-pym mesh. The collected biomass
was immediately dried in a laboratory oven at 50 °C
for 24 h and then ground in a cryogenic spray mill
(MAT775, Marconi) before use in the experimental
diets (Table 2).

Table 1 Composition of

experimental diets (% kg 1) Ingredients Replacement percentage of fish meal

based on dry matter 0% 33% 66% 100%
Composition analyzed I

(AOAC 2000). Premix— Fish meal 36.45 23.26 10.08 -

folic acid — 2400 mg; Spirulina biomass - 26.25 52.50 72.57

nicotinic acid — 48 g; Soybean meal 10.00 10.00 10.00 10.00

pantothenic acid - 24 g; Corn 4159 2786 14.02 343

biotin — 96 mg; vit. A .

2,400,000 IU: vit. D3 — Soy oil 10.73 9.00 7.29 5.98

400,000 IU; vit. E — 24,000 Premix 0.40 0.40 0.40 0.40

IU; vit. B1 - 9609 mg; vit. Limestone 0.64 1.65 2.53 3.20

B2 - 9600 mg; vit. B6 - Dicalcium phosphate ; 115 2.53 3.58

9600 mg; vit. B12 — 9600

mg; vit K3 — 4800 mg; Table salt 0.06 0.30 0.53 0.72

vit. C =96 g; iron — 100 g; Antioxidant 0.10 0.10 0.10 0.10

manganese — 40 g; zinc — Total (%) 100 100 100 100

,600,0 mg; cobalt — 20 mg; Analyzed composition (%)

iodine — 200 mg; selenium

200 mg; antioxidant DM 84.33 83.78 84.56 83.10
(ethoxyquin) — 19.6 g MM 8.07 8.55 8.80 8.89
mineral matter; EE, ether CP 27.64 28.76 27.65 28.26
extract; CP, crude protein; GE (keal kg ™)) 4596 4380 4395 4425

GE, gross energy
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Table 2 Proximal composition of fish meal and Spirulina bio-
mass used in experimental diets

Proximal composition Fish meal Spirulina

biomass
DM (%) 93.33 84.74
MM (%) 25.79 16.56
EE (%) 7.52 2.60
CP (%) 55.02 32.01

Composition analyzed (AOAC 2000)

DM, dry matter; MM, mineral matter; EE, ether extract; CP,
crude protein

Experimental diets

The experimental diets were isoproteic (28% crude
protein [CP]). The gross energy levels of the diets fol-
lowed values close to 4300 GE kcal kg™, according
to Hafedh (1999). They were formulated using Super-
Crac® software to meet protein levels approximately
20% below the required for the species and life stage
(35% CP [FAO 2017]). The proximal composition of
the diets (Table 1) was analyzed according to methods
described in the Association of Official Analytical
Chemists (Association of Official Analytical Chem-
ists (AOAC) 2000). The dry matter was determined
by drying at atmospheric pressure in an oven at 105
°C, up to constant weight, according to method No.
920.151. The mineral matter content was determined
in a muffle furnace at 550 +5 °C until complete incin-
eration of the organic matter of the sample, according
to method No. 940.26. The lipid content was obtained
by extraction in a Soxhlet apparatus, using ethyl ether
solvent for 8 h under reflux, according to method
No. 920.39. The micro Kjeldahl method determined
the protein content using a conversion factor equal
to 6.25. Gross energy, in turn, was performed using
the colorimetric pump method (Calorimeter — IKA®
C200), according to Silva and Queiroz (2009). To
this end, the sample was placed in a metal cylinder
pressurized with O, (25 to 30 atm) and immersed in
distilled water, and as it was oxidized (burned), its
energy loss in heat was measured.

In addition to this ingredient, the formulated diets
contained fish and soybean meal as protein sources
and soybean and corn oil as energy sources (Table 1).
All ingredients were ground in an industrial proces-
sor and sieved through a 0.71-mm mesh. Subse-
quently, they were mixed with the addition of water
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(50%), pelleted in sizes 0.1 (mesh), 0.5 and 1-mm
in “spaghetti” mixer (Malta®, Model 1036, noz-
zle no. 8), and placed in an oven (Cienlab®, Model
CE-220/150) at 55 °C for 48 h. Diets were stored in
plastic packages and placed in refrigerators (4 °C)
until use.

Animals and facilities

Nile tilapia juveniles (GIFT lineage) were weighed
individually (0.01 g precision scale, Marte model
ML 600, Sao Paulo, Brazil) at the beginning of the
experimental period, obtaining an average weight
of 0.23+0.01 g. These animals were acquired from
commercial fish farming and remained in an acclima-
tization period for 15 days. During this period, they
were fed a maintenance diet (Supra® Tilapia 32%
CP) in a proportion of 10% biomass, divided into
three meals (08:00, 13:00, and 17:00).

The animals were distributed at seven fish per
tank in circular polyethylene tanks (useful volume of
70 L), divided into two independent water recircula-
tion systems (CW XBFT). Each system consisted
of 16 circular boxes interconnected with circular
tanks (usable volume: 850 L) called “macrocosms.”
The tanks were individually aerated through porous
stone (1 X2 cm) connected to a radial air compressor.
Each macrocosm contained a peripheral water pump
(Intech® model BP500), responsible for the distribu-
tion and recirculation of water in its respective sys-
tem. Each macrocosm was equipped with a heater
resistance (Nobre Brasil®, 3000 W) and connected
to a digital temperature controller with a sensor (XH-
W3001®, 12V, China), aiming to maintain the appro-
priate temperature for the species (El-Sayed 2006). A
biomass of 2.25 kg m~> of tilapia was also maintained
in the BFT macrocosm, fed with commercial feed
(Supra® Tilapia 32% CP) once a day (1:00 pm; 32%
CP). The macrocosm of the clear water system (CW)
was composed of a filtering system combined with a
mechanical filter (60-pm perlon mesh) and biological
particulate material (0.2 m® of analog of low-density
polyethylene bio-balls and 0.05 m® of expanded clay
stone). These materials served as a substrate for the
nitrifying bacteria to carry out nitrification of the cul-
ture water.

The animals were fed throughout the experimen-
tal period at 10% of the biomass per day (Workagegn
et al. 2014), divided into three feedings (08:00 am,
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1:00 pm, and 5:00 pm). The biomass monitoring
was performed every 16 days using biometrics of all
experimental units.

At the beginning of the experiment, all tanks in
the BFT system received a previously matured bio-
floc inoculum (10 L) to prevent unwanted variations
in water quality (Krummenauer et al. 2014; Martins
et al. 2020). Subsequently, dechlorinated water was
added to complete the useful volume of 70 L. The
same proportion (1:6) was used in the macrocosm.
For the formation and maintenance of the microbial
community and the adequate conditions of the cul-
ture medium, a C:N ratio of 10-15:1 was maintained
(Pérez-Fuentes et al. 2016). Sugarcane molasses was
used as an external source of carbon.

The water quality parameters of both cultiva-
tion systems were measured daily, including tem-
perature, dissolved oxygen (ALFAKIT® oxime-
ter, model AT170), and pH (pHmeter ALFAKIT®,
model AT315). Total ammoniacal nitrogen (TAN)
was measured three times a week for both systems.
TAN was measured with a commercial kit (Spectro
Indotest Ammonia Kit — Alfakit®), and the result
was obtained using a photocolorimeter (ALFAKIT®,
model AT100P). Three times a week, total settleable
solids (TSS) were also measured in the BFT sys-
tem using an Imhoff cone. According to the results
obtained in these measurements (TAN>1 mg L"),
molasses was or was not added to the BFT system.
Weekly analyses of nitrite, nitrate, orthophosphate,
and alkalinity of the culture medium were performed
using a photocolorimeter (ALFAKIT®, model
ATI100P). The parameters remained within the rec-
ommended range for tilapia (El-Sayed 2006; Azim
and Little 2008; Luo et al. 2014; Lima et al. 2015;
2018) (Table 3).

Zootechnical performance and hepatosomatic index

After the experimental period, the animals remained
fasting for 24 h and were individually weighed (0.01
g precision scale, Marte model ML 600, Sao Paulo,
Brazil) and measured for the evaluation of zoot-
echnical parameters: final weight; average weight
gain=final weight (g) — initial weight (g); specific
growth rate=In final weight (g) — In initial weight
(g)/experimental periodx 100 (% day~!); appar-
ent feed conversion=feed intake/weight gain; feed
intake=feed consumed during the experimental

Table 3 Water quality parameters (mean=standard devia-
tion) of juvenile Nile tilapia grown in two culture systems
(CW x BFT) after 48 days of feeding with Spirulina biomass

Parameters Macrocosm
CcwW BFT

T* (°C) 25.40+1.28 25.90+1.26
OD (mg L™ 7.97+1.10 7.72+1.05
pH 7.53+0.59 7.36+0.30
N-NH; (mg L) 0.24 +0.64 0.60+0.67
NO,~ (mg L™} 0.14+0.15 0.31+0.08
NO,~ (mg L™ 1.82+0.09 1.32+0.14
ALK (mg L™! CaCO,) 25.8+20.62 41.83+20.18
ORT (PO,) 0.64+0.03 3.41+1.67
TSS (mg L") - 13.35+13.82

T?, temperature; °C, degrees celsius; pH, hydrogenionic poten-
tial; N-NH;, ammonia nitrogen; mg L milligram per liter;
NO,_, nitrite; NO5-, nitrate; ALK, alkalinity; mg L! CaCOs;,
milligram per liter of calcium carbonate; ORT, orthophos-
phate; PO,, phosphate; TSS, total sedimentable solids; CW,
clear water culture system; BFT, biofloc culture system

period (g) and survival (S)=number of dead animals/
total fishx 100 (%). Subsequently, 12 fish per treat-
ment (3 animals per experimental unit — replication)
were sedated with eugenol (phenylpropene deriva-
tive — 0,5 ml per liter (L") of water) and euthanized
by medullary section to collect the liver to measure
the hepatosomatic index (HSI=liver weight/total
weight X 100) and the gastrointestinal tract for further
analysis.

Intestinal and liver histomorphometry

We collected fractions of the proximal intestine and
liver for the histomorphometric analysis. The histo-
logical processing of the samples was performed at
the UDESC Histology Laboratory, Campus Lages
(Santa Catarina, Brazil), according to routine meth-
ods for preparing histological slides (Nunes and
Cinsa 2016). The intestinal and liver fragments were
placed in sterile plastic containers with a 10% forma-
lin solution, identified, and fixed for 12-16 h in 70%
alcohol until the evaluation of the morpho-histologi-
cal characteristics. The fractions were sectioned at 0.3
cm using the histology technique, diaphanization, and
embedding in histological paraffin. Fractionation into
3-pum sections was performed using a semiautomatic
microtome (Mello et al. 2013). Longitudinal sections
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were semi-serialized and stained using periodic acid-
Schiff (Tolosa et al. 2003).

The samples were observed using light micros-
copy (Bioval L-2000* microscope, Sdo Paulo, Bra-
zil). Using a camera attached to the microscope, the
intestinal (10X) and liver (40X) images were digi-
tized using “TCapture” software (Brand Laborana®,
Sa@o Paulo, Brazil). After the scans were completed,
ten villi per animal were selected by integrity criteria
(Picoli et al. 2019), as follows: (i) VH — villus height
(i.e., distance from the apex of the villi to the begin-
ning of the muscle layer); (ii)) TVH - total height of
the villi (i.e., height from the apex of the villi to the
end of the serosa); (iii) VW — villi width; (iv) VT
— villus epithelium thickness, according to Mello
et al. (2013). All measurements were performed
using Image J software (National Institute for Health,
Bethesda, Maryland, United States of America). An
area including 100 hepatocytes per animal was meas-
ured. The mean area of hepatocytes (MAH) per treat-
ment was estimated using the same software, accord-
ing to Picoli et al. (2019).

Plasma biochemical and antioxidant analyses

After the anesthesia of 12 animals per treatment,
blood was collected by puncturing the caudal vein
into syringes containing 10% EDTA (ethylenediami-
netetraacetic acid). Due to the size of the fish in the
CW system, a “pool” of the animals’ blood was ana-
lyzed. The collected blood was centrifuged for 10 min
at 3500 rpm, and supernatants (plasma) were stored
in microtubes at —20 °C until analysis. Total proteins
(PTNA) and albumin (ALBU) were evaluated in a
biochemical analyzer (Bio Plus® BIO-2000) using
commercial kits (Gold Analisa®). Globulin levels
(GLOBU) were calculated using the formula:

GLOBU = PTNA — ALBU

Liver samples were collected in cryovials and
stored in a freezer at—20 °C until processing; 0.5 g
of liver sample was ground/homogenized (Tur-
ratec®) with saline solution (0.9%) and centrifuged at
7000 rpm for 10 min. The supernatants were stored in
microtubes at —20 °C until analysis of the following
parameters: thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), glutathione S-transferase (GST), and pro-
tein thiol (PSH). Lipid peroxidation was estimated
in samples by measuring malondialdehyde (MDA).
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Tissue samples were incubated at 95 °C for 60 min in
an acid medium containing 8.1% sodium dodecyl sul-
fate, 0.5 ml acetic acid buffer (500 mM, pH 3.4), and
0.6% TBA (Ohkawa et al. 1978). Absorbances were
measured at 532 nm and compared to the malondial-
dehyde standard curve. The results were expressed in
nmol MDA/ml (Jentzsch et al. 1996).

The glutathione S-transferase activity was meas-
ured kinetically using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) as a substrate. The reaction mixture con-
tained 0.1 M potassium phosphate buffer (PPB), GSH
(1 mM), CDNB (1 mM), 2.5 mM EDTA, and distilled
water. The absorbance was determined at 340 nm at
37 °C, and enzymatic activity was expressed as pmol
CDNB/min/mg of protein (Habig et al. 1974).

Protein thiols (PSH) were measured using a
method based on the use of DTNB (5,5-dithiobis-
2-nitrobenzoic acid) (Ellman 1959; Sedlak and Lind-
say 1968), measured after deproteinization of the
homogenates with trichloroacetic acid. The sediment
formed by the precipitated protein was resuspended
with a homogenization buffer to determine the PSH
content. Results were expressed as nanomoles (pmol)
SH g~! of tissue.

Statistical analysis

Normality (Shapiro—-Wilk Test) and homogeneity of
variances (Bartlett Test) were verified, and the data
were subjected to analysis of variance for a factorial
scheme. When not significant, means were compared
using Tukey’s test at a 5% probability level. Regard-
ing interaction, factorial splitting and means were
compared using Tukey’s test (5%). The analyses were
performed using the R® 4.1.1 statistical analysis
program.

Results
Zootechnical parameters and organosomatic indexes

No interaction (P> 0.05) was observed between cul-
ture systems and levels of replacement of fish meal
by Spirulina biomass for tilapia performance vari-
ables (Table 4). In the BFT system, the performance
of the fish was better than those reared in the CW
system (P <0.05; Table 5). Spirulina biomass com-
pletely replaced fish meal without compromising
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Table 4 Analysis of variance of performance variables of Nile
tilapia juveniles reared in two culture systems (CW xXBFT)
after 48 days of feeding on Spirulina biomass

Variables Systems (S) P value Interaction
Fish meal (SxT)
replacement
level (T)

FW (g) <0.0010*% 0.0029* 0.0853 NS

AWG (g) <0.0001*  0.0029* 0,0851 NS

SGR (% day™) <0.0001*  0.0028%* 0.0849 NS

FC 0.0002*  0.0023* 0.0970 NS

FI (g) <0.0001*% 0.8360 NS 0.5850 NS

S (%) 0.3640 NS 0.2590 NS 0.2590 NS

HSI (%) 0.1603 NS 0.5107 NS 0.4379 NS

S, systems (BFT and CW); T, treatments (0, 33, 66, and 100%)
replacement of fish meal by Spirulina; SXT, interaction
between systems and treatments; F'W, final weight; AWG, aver-
age weight gain; SGR, specific growth rate; FC, feed conver-
sion; FI, feed intake; S, survival; HSI, hepatosomatic index; g,
grams; % day~!, % weight gain per day; NS, not significant

*P<0.05

performance (P>0.05). Replacing 66% of fish meal
with Spirulina biomass resulted in more significant
growth and improvement in feed conversion than the
control treatment (0%; P <0.05; Figs. 1 and 2). Treat-
ments did not affect survival or hepatosomatic index
(P>0.05).

Hepato-intestinal histomorphometry
No interaction was observed between the factors

in the tilapia hepato-intestinal histomorphometry
(P>0.05; Table 6). In the BFT system, the total

villus height (TVH) was higher (P <0.05) than in the
CW system (Fig. 3). The treatments did not affect
the other evaluated histomorphometric parameters
(P>0.05; Table 7).

Plasma biochemistry and oxidative stress

For the biochemical and oxidative stress parameters,
no interactions (P> 0.05) were observed between the
cultivation systems and the replacement levels of fish
meal by Spirulina biomass (Table 8). In the BFT sys-
tem, ALBU and GLOBU were higher (P <0.05) than
CW (Table 9). Lower values for thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) were observed in the
BFT system compared to the AC system (Fig. 4). The
opposite was observed for the enzyme GST (Fig. 5).
Plasma total protein (PTNA) and protein thiol (PSH)
levels were unaffected by treatments and systems
(P>0.05) (Table 9).

Discussion
Zootechnical parameters and organosomatic indexes

The supply of suboptimal protein levels reduced the
growth of fish reared in the CW system. The juvenile-
specific growth rate was much lower (0.45% day™")
than observed in other studies (5.01% day~', 1.9%
day™', 1.31% day™', and 4.42% day™") (Gullian-Kla-
nian and Aramburu-Adame 2013, Luo et al. 2014,
Tanjung et al. 2019 and Akter et al. 2021). This find-
ing confirms that the protein supply in the diets was
below the requirements. By contrast, the growth

Table 5 Mean values (+standard deviation; n=12) of zootechnical parameters of Nile tilapia juveniles reared in two culture sys-

tems (CW x BFT) after 48 days of feeding on Spirulina biomass

Variables CW BFT 0% 33% 66% 100%

Fw 450+1.58B 16.50+0.56 A 9.65+5.99b 10.03+6.20 b 11.43+6.50 a 10.89+7.17 ab
SGR 0.45+0.05B 1.65+0.15 A 0.96+0.60 b 1.00+0.62 b 1.14+0.65 a 1.08+0.71 ab
FI 491+047B 15.75+1.60 A 10.56 £6.03 10.30+5.77 10.44+6.33 10.01+5.49

S 93.84+0.17 96.93+0.13 90.75+0.20 100.0+0.00 96.93+0.13 93.84+0.18
HSI 1.94+0.66 1.62+0.23 1.75+0.24 1.80+0.78 1.77+0.69 1.80+0.11

CW, clear water culture system; BFT, biofloc culture system; T, treatments (0, 33, 66, and 100%) replacement of fish meal by Spir-
ulina biomass (Arthrospira platensis); FW, final weight (g); SGR, specific growth rate (% day_l); FI, feed intake (g); S, survival (%);
HSI, hepatosomatic index (%); g, grams; % day~!, % weight gain per day

Means followed by different capital letters in columns differ from each other by Tukey’s test (P <0.05). Means followed by different

lowercase letters in the columns differ using the Tukey test (P <0.05)
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Fig. 1 Average weight gain (mean+standard deviation) of
Nile tilapia juveniles reared in two culture systems a with dif-
ferent levels of replacement of fish meal by Spirulina biomass
b after 48 days of feeding. Means accompanied by distinct let-
ters differ by Tukey’s test (P <0.05). CW =clear water culture
system; BFT =biofloc culture system

performance was not impaired for fish reared in the
BFT system. This result confirms that diets with
reduced protein levels in the BFT system did not
affect the Nile tilapia productive performance (Azim
and Little 2008; Luo et al. 2014; Durigon et al. 2020).
Nile tilapia can supplement the diet by ingesting
nutrient-rich bioflocs, avoiding possible nutritional
deficiency problems (Tacon et al. 2002; Hargreaves
2006; Azim and Little 2008; Crab et al. 2012). It
should be noted that the fish used in the experiment
were small (0.23+0.01 g) compared to those used
in previous studies, demonstrating that the protein
reduction in the BFT system can be applied to Nile
tilapia in the first stages of development.

The performance results suggest that it is possible
to replace fish meal completely with Spirulina bio-
mass in Nile tilapia juvenile diets. Previous studies
have demonstrated the viability of replacing fish meal
with Spirulina biomass for tilapia and other species
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Fig. 2 Feed conversion (mean +standard deviation) of Nile
tilapia juveniles reared in two culture systems a with different
levels of replacement of fish meal by Spirulina biomass b after
48 days of feeding. Means accompanied by distinct letters dif-
fer by Tukey’s test (P <0.05). CW =clear water culture system;
BFT =biofloc culture system

Table 6 Analysis of variance of hepato-intestinal histomor-
phometry of Nile tilapia juveniles grown in two culture sys-
tems (CW X BFT) after 48 days of feeding with Spirulina bio-
mass

P value
Variables Systems (S)  Fish meal Interaction
replacement level (SxT)
(T
TVH (um) 0.048* 0.871 NS 0.623 NS
VH (um) 0.105 NS 0.728 NS 0.549 NS
VW (um) 0.219 NS 0.950 NS 0.630 NS
VT (um) 0.217 NS 0.868 NS 0.614 NS
MAH (um?®  0.700 NS 0.211 NS 0.667 NS

S, systems (BFT and CW); T, treatments (0, 33, 66, and 100%)
replacement of fish meal by Spirulina biomass; Sx T, interac-
tion between systems and treatments; TVH, total villi height;
VH, villi height; VW, villi width; V7, villi epithelium thick-
ness; MHA, mean area of hepatocytes; NS, not significant

*P<0.05
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Fig. 3 Total villi height (mean +standard deviation) of Nile
tilapia juveniles reared in two culture systems (CW xBFT)
with different levels of replacement of fish meal by Spirulina
biomass after 48 days of feeding. Means accompanied by dis-
tinct letters differ by Tukey’s test (P <0.05). CW =clear water
culture system; BFT =biofloc culture system

(Nandeesha et al. 1998; 2001; El-Sheekh et al.
2014; Velasquez et al. 2015; Cao et al. 2018; Raji
et al. 2020), but this is the first work where replace-
ment was evaluated in different production systems.
This microalga’s protein content, amino acid profile,
and polyunsaturated fatty acid contents are excellent
(Albuquerque 2014; Zhang et al. 2020; Rutar et al.
2022), which can explain the positive results. In the
present study, replacing fish meal with Spirulina
biomass did not affect consumption. Generally, diets
without animal-based proteins reduce feed intake by
tilapia (Fontainhas-Fernandes et al. 1999; Zhou and
Yue 2010; Hernandez et al. 2013). Spirulina has
attraction-palatability — properties  (Jaime-Ceballos
et al. 2005; 2007; Silva-Neto et al. 2011; Ali 2014),
and it has already been demonstrated that its inclusion

Table 7 Mean values (+ standard deviation; n=12) of hepato-intestinal histomorphometry of Nile tilapia juveniles cultivated in two
culture systems (CW X BFT) after 48 days of feeding with Spirulina biomass

Variables CW BFT 0% 33% 66% 100%

VH (um) 45479 +208.32  592.35+220.98  459.25+171.29  51592+217.42 542.45+239.84  584.67+272.83
VW (um) 158.07 +£55.39 184.17+53.72 172.67+59.32 161.73 +46.91 171.38 +65.20 178.70 +58.30
VET (um) 77.77+30.62 95.43+42.57 95.41+58.69 79.83 +24.17 82.92+32.79 88.23+31.40
MAH (pmz) 502.51+36.50 515.08+91.79 470.34 £33.85 492.81 +35.69 529.81+88.27 536.22 +86.40

CW, clear water culture system; BFT, biofloc culture system; S, systems (ACXBFT); 7, treatments (0, 33, 66, and 100%) replace-
ment of fish meal by Spirulina biomass; VH, villi height; VW, villi width; VET, villi epithelium thickness; MHA, mean area of hepat-

ocytes; NS, not significant
*P<0.05

Means followed by different capital letters in the columns differ by Tukey’s test (P <0.05)

Table 8 Analysis of variance of biochemical parameters and oxidative stress of Nile tilapia juveniles cultivated in two culture sys-

tems (CW x BFT) after 48 days of feeding with Spirulina biomass

P value

Variables Systems (S) Fish meal replacement level (T) Interaction (S X T)
PTN (g dL™} 0.189 NS 0.870 NS 0.150 NS

ALBU (g dL™h <0.000%%** 0.826 NS 0.987 NS
GLOBU (g dL™h 0.0475%* 0.067 NS 0.129 NS

TBARS <0.0001 0.987 NS 0.830 NS

GST <0.0001 0.983 NS 0.600 NS

PSH 0.326 NS 0.676 NS 0.247 NS

S, systems (BFT and CW); T, treatments (0, 33, 66, and 100%) replacement of fish meal by Spirulina biomass; SX T, interaction
between systems and treatments; PTN, total proteins; ALBU, albumin; GLOBU, Globulins; g/dL, gram per deciliter; TBARS, thiobar-
bituric acid reactive substances (nmol MDA/mL); GST, glutathione S-transferase (umolCDNB/min/mg protein); PSH, protein thiols

(umol SH/mg protein); NS, not significant
*P<0.05
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Table 9 Mean values (mean + standard deviation; n=12) of biochemical parameters and oxidative stress of Nile tilapia juveniles
grown in two culture systems (CW X BFT) after 48 days of feeding with Spirulina biomass

Variables CwW BFT 0% 33% 66% 100%

PTN 3.53+0.57 4.37+1.33 4.31+0.78 3.86+0.97 3.60+0.42 4.07+1.35
ALBU 0.88+0.25B 142+047 A 1.27+0.50 1.13+0.59 1.09+0.39 1.12+0.40
GLOBU 2.65+0.44 B 295+047 A 3.04+0.28 2.73+0.48 2.51+0.46 2.95+0.52
PSH 1.33+0.18 1.40+0.21 1.36 £0.18 1.42+0.22 1.30+0.18 1.38+0.24

S, systems (BFT and CW); T, treatments (0, 33, 66, and 100%) replacement of fish meal by Spirulina biomass; SX T, interaction
between systems and treatments; PTN, total proteins (g dL™'); ALBU, albumin (g dL™'); GLOBU, globulins (g dL™"); g/dL, gram per

deciliter; PSH, protein thiols (umol SH/mg protein)

Systems: Means followed by different capital letters in the columns differ from each other by Tukey’s test (P <0.05)
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TBARS
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Fig. 4 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
(mean +standard deviation) of Nile tilapia juveniles reared
in two culture systems (CW XBFT) with different levels of
replacement of fish meal by Spirulina biomass after 48 days
of feeding. Means accompanied by distinct letters differ by
Tukey’s test (P<0.05). CW=Clear water culture system;
BFT =biofloc culture system
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Fig. 5 Glutathione S-transferase (GST) (mean + standard devi-
ation) of Nile tilapia juveniles grown in two culture systems
(CW xBFT) with different levels of replacement of fish meal
by Spirulina biomass after 48 days of feeding. Means accom-
panied by distinct letters differ by Tukey’s test (P <0.05).
CW =clear water culture system; BFT =biofloc culture system

@ Springer

in replacement of fish meal may positively affect feed
ingestion (Abdel-Tawwab and Ahmad 2009).

The 66% level of fish meal replacement by Spir-
ulina biomass (52.50% inclusion) improved growth
and feed efficiency compared to the fish meal diet.
Spirulina biomass can be a growth promoter in fish
diets (Abdel-Tawwab and Ahmad 2009; Elsayed
et al. 2012; Hernandez et al. 2012; Jana et al. 2014).
Previous studies demonstrated that the supplemen-
tation with Spirulina biomass in the diets improved
the growth and feed conversion of Nile tilapia and its
hybrids (Oreochromis niloticus X Oreochromis mos-
sambicus) (Elsayed et al. 2012; El-Sheekh et al. 2014;
El-Ward et al. 2016). It was impossible to relate the
inclusion level with the results obtained. The effects
are possibly linked to Spirulina’s composition. Spir-
ulina is rich in various substances with bioactive
properties, including fibrous carbohydrates, vitamins,
minerals, carotenoid pigments, and polyunsaturated
fatty acids (Promya and Chitmanat 2011; Gutiérrez-
Salmeén et al. 2015). In the present study, the char-
acterization of these compounds in Spirulina was not
carried out. Further studies are still needed to explain
how one or more of these compounds may positively
impact performance.

Hepato-intestinal histomorphometry

The animals cultivated in the BFT system presented
larger villi than those in the CW system. The BFT
system may improve gut health (Ahmad et al. 2017;
Pilotto et al. 2018; Deng et al. 2022). The rich micro-
bial community in bioflocs competes directly with
pathogenic microorganisms in the environment and
can mitigate possible health challenges (Monroy-
Dosta et al. 2013; Ferreira et al. 2015). Furthermore,
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beneficial microorganisms can colonize the digestive
tract and provide a possible probiotic effect, which
may help explain the improvement in villus height
(Aguilera-Rivera et al. 2014; Pilotto et al. 2018).
Studies on the microbiology of the digestive tract of
fish cultured in a BFT system demonstrated the mul-
tiplication of beneficial bacteria and colonization of
the digestive tract (Pilotto et al. 2018; Deng et al.
2022). In addition to the benefits of the BFT system,
it should be mentioned that in the CW system, there
was a deficit of nutrients, which may have affected the
integrity of the intestinal epithelium of the animals
(Dawood 2020; Zarkasi et al. 2016; Zhu et al. 2020).
The replacement of fish meal with Spirulina bio-
mass did not compromise the intestinal histomor-
phometry of Nile tilapia. This result corroborates the
performance results and reinforces the viability of
Spirulina as a substitute for fish meal in tilapia diets.
Other authors have demonstrated the feasibility of the
replacement concerning intestinal morphometry and
observed larger intestinal villi in Nile tilapia supple-
mented with Spirulina in the diet (Abu-Elala et al.
2016). In the present study, Spirulina’s lack of posi-
tive effects on the villi may be related to the subop-
timal levels of protein used. Nutrient deficiency can
affect intestinal histomorphometry (Dawood 2020;
Zarkasi et al. 2016; Zhu et al. 2020), masking the
benefits of supplementation. On the other hand, this
result was also observed in the BFT system, where
the bioflocs provided an extra supply of nutrients.
More studies are needed to confirm these results.

Plasma biochemistry

Albumin and globulin in the plasma were lower in
fish cultivated in the CW system compared to the
BFT system. The levels of albumin and globulins
were also above (0.88+0.25 ¢ dL ™! and 2.65+0.44 ¢
dL™!, respectively) than those normally observed
for tilapia (1.20 g dL™! and 4.0 g dL.™!, respectively;
Pereira et al. 2016). Albumin and globulins are
plasma proteins directly linked to protein metabo-
lism. In addition, they are essential markers of the
nutritional status of animals (Sampaio et al. 2012).
The supply of suboptimal protein levels explains the
decrease in these markers and confirms the results
obtained in the productive performance. Likewise,
the highest values of albumin and globulin obtained
in the BFT system confirm that the bioflocs served as

a complementary supply of nutrients and maintained
the nutritional status.

The fish meal substitution for Spirulina did not
affect the albumin and globulin plasma levels for
Nile tilapia. In all treatments, the values were simi-
lar (1.15+0.47 g dL™! and 2.80+043 g dL7},
respectively) to those already observed for tilapia
(1.20+0.60 g dL.™! and 2.67+0.33 g dL~! — Pereira
et al. 2016 and Tanekhy et al. 2016, respectively).
Previous studies showed the beneficial effects of Spir-
ulina on biochemical parameters in Nile tilapia (Belal
et al. 2012; Abdelkhalek et al. 2017; Abdel-Daim
et al. 2020; Mansour et al. 2021; Soliman et al. 2021).
However, as previously reported, the supply of sub-
optimal protein levels may have altered some of these
biomarkers, such as total protein and albumin (Ayat
et al. 2011), and avoided the detection of the effects
of the protein source. Further studies using Spirulina
in conventional diets are needed to confirm the possi-
ble effects of the protein source on markers of protein
metabolism in tilapia grown in a BFT system.

Oxidative stress

Lower values of lipid peroxidation and higher values
of GST were observed in the BFT system compared
to the CW system. These results indicate less cell
damage and improved antioxidant capacity (Bacou
et al. 2021). The BFT system avoided the adverse
effects of physiological oxidative stress and improved
the antioxidant responses of the animals. These
results might be explained by bioactive compounds
(essential fatty acids, carotenoids, free amino acids,
and chlorophylls, among others), minerals, and vita-
mins) in microbial aggregates (Tacon et al. 2002; Ju
et al. 2008; Crab et al. 2012). Collaborating with this
hypothesis, in the CW system, the lower efficiency in
the antioxidant defense mechanism was insufficient
to prevent the increase in lipid peroxidation. Further
evaluations of the composition of bioflocs are neces-
sary to correlate the presence of bioactive compounds
with the antioxidant response of animals.

Replacing fish meal with Spirulina did not change
Nile tilapia juveniles’ lipid peroxidation levels or
antioxidant capacity. Several authors observed an
increase in the antioxidant response of Nile tilapia
supplemented with Spirulina biomass (Abdelkhalek
et al. 2017; Awed et al. 2020; Elabd et al. 2020;
Abdel-Daim et al. 2020; Salah El-Din et al. 2021;
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Soliman et al. 2021). In the present study, the lack of
positive results may be explained by the nutritional
composition and functional properties of fish meal
and Spirulina biomass (Henrikson 1994; Masumoto
et al. 1996; Wang et al. 2007; Kumar and Sibi 2020).
The flour from marine fish is rich in polyunsaturated
fatty acids, vitamins, and minerals with antioxidant
properties (Pike 1999; Cho and Kim 2011; Daniel
2017). Similarly, Spirulina has phycocyanin and gal-
lic acid, which may explain the results of antioxidant
response similar between these ingredients (Albu-
querque 2014; Zhang et al. 2020; Rutar et al. 2022).
Furthermore, both ingredients have good attraction-
palatability and bioavailability, facilitating the inges-
tion and enjoyment of the diets by tilapia, which
may have contributed to maintaining similar values
for oxidative parameters in both cultivation systems
(Jaime-Ceballos et al. 2005, 2007; Silva-Neto et al.
2011; Ali 2014; Daniel 2017; Rutar et al. 2022). More
studies are needed to confirm these results.

Conclusion

A biofloc-based system in the study avoided the
adverse effects of diets with suboptimal protein levels
on zootechnical performance, intestinal histomorpho-
metry, and protein metabolism of Nile tilapia juve-
niles. Lower values of lipid peroxidation and higher
antioxidant capacity were observed in fish reared
in the BFT system, showing evidence of improve-
ments in antioxidant responses and lower levels of
physiological oxidative stress. Spirulina biomass
can completely replace fish meal in the diets of Nile
tilapia juveniles without adverse effects on intestinal
morphometry, protein metabolism, and antioxidant
response. Replacing 66% of fish meal with Spirulina
biomass (52.50% inclusion) improved fish perfor-
mance regardless of the CW or biofloc systems.
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Um sistema de bioflocos evita os efeitos adversos de

dietas com niveis de proteina abaixo do ideal no desempenho

zootécnico, histomorfometria intestinal e metabolismo de

proteinas de tilapias juvenis do Nilo alimentadas com

biomassa de Spirulina (Arthrospira platensis) como fonte alternativa de proteina
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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito O delineamento experimental foi em esquema fatorial

do sistema de tecnologia de bioflocos (BFT) e da casualizado 2x4 com quatro repeticdes, e os peixes foram
substitui¢cdo da farinha de peixe por biomassa de Spirulina avaliados por 48 dias. Quatro dietas isoproteicas (28% de
sobre o desempenho produtivo, histomorfometria intestinal, proteina bruta) foram formuladas com valores de energia
bioquimica plasmatica e estresse oxidativo de juvenis de bruta proximos a 4300 kcal kgy1. Juvenis de tilapia do
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com Nilo (0,23+0,01 g) foram distribuidos em 16 tanques
niveis subétimos de proteina. Dois fatores foram circulares (70 L) com sete peixes/tanque. As dietas foram
avaliados: sistemas de produgéo (agua limpa x BFT) e formuladas com niveis de proteina aproximadamente 20%
substituicdo da farinha de peixe por Spirulina (0, 33, 66 e 100%)abaixo do requerido para a espécie e estagio de vida. Nao
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foi observada interacéo entre os fatores avaliados
(sistemas de produgéo x incluséo de Spirulina). A criagdo
dos peixes no sistema BFT evitou os efeitos adversos de
dietas com niveis sub6timos de proteina sobre o
desempenho, histomorfometria intestinal e metabolismo
proteico. Valores menores, menor peroxidagao lipidica e
maior capacidade antioxidante foram observados em
peixes criados no sistema BFT, mostrando evidéncias de
melhorias nas respostas antioxidantes e menores niveis
de estresse oxidativo fisiol6gico. A espirulina substituiu
completamente a farinha de peixe na dieta de juvenis de
tilapia-do-nilo, sem efeitos adversos na morfometria
intestinal, no metabolismo proteico e na resposta
antioxidante. A substituicdo de 66% da farinha de peixe
por espirulina melhorou o desempenho produtivo, independentemente

Palavras-chave Nutricdo animal - Arthrospira

platensis - Sistema de bioflocos -
Histomorfometria intestinal - Espirulina
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Introdugéo

O setor mundial de aquicultura produziu 88 milhdes de toneladas

em 2020, a maioria das quais eram peixes (FAO 2022).

Esse crescimento significativo da atividade é explicado pelo aumento
da populacdo mundial e do consumo per capita (Organizacéo das
Nacdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura - FAO 2022). O
crescimento do consumo de peixe esta associado a crescente
demanda por proteinas animais saudaveis (Henchion et al. 2017;
Boer et al. 2020). Para atender a essa demanda, a piscicultura

adota sistemas intensivos com maior demanda por ra¢éo
processada (Subashinge 2013; Oddsson 2020).

Nesse contexto, a demanda por racdo de qualidade e os altos
custos dos alimentos criam gargalos para a expanséao continua da
producéo de peixes. Os ingredientes gue constituem a fragao
proteica das dietas para peixes sdo caros e contribuem
significativamente para os gastos totais (Barbosa et al. 2020). Além
disso, dietas com niveis de proteina superiores as necessidades
nutricionais e pellets com baixa estabilidade e alta solubilidade
podem aumentar os compostos nitrogenados nos efluentes (Herath
e Satoh 2015). Portanto, o uso de ragées com menores niveis de
proteina e a busca por ingredientes proteicos alternativos sdo
estratégias para reduzir os custos da ragdo e aumentar a

sustentabilidade da atividade.

A criagdo em um sistema de tecnologia de bioflocos (BFT) €
uma alternativa para reduzir o teor de proteina em dietas e os
custos de alimentagdo na producéo intensiva de peixes (Avnimelech
2007; Azim e Little 2008). O sistema BFT é um sistema de produgdo
intensivo fechado com baixa renovagéo de agua. A qualidade da
agua é mantida com aeracéo intensiva e manejo de populacées
bacterianas heterotréficas e autotréficas (Monroy-Dosta et al. 2013).
Uma fonte de carbono organico é adicionada a dgua para equilibrar
a relagédo entre carbono e nitrogénio (Pérez-Fuentes et al. 2016;
Silva et al. 2017). Dessa forma, compostos nitrogenados sdo
reciclados e bioflocos, que servem como suplemento alimentar
para peixes, sdo formados (Avnimelech 2007; Avnimelech e
Kochba 2009; Ekasari 2014). A biomassa microbiana produzida
neste sistema pode suprir até 50% da necessidade proteica dos
peixes produzidos (Avnimelech 2007; Azim e Little 2008; Da Silva
et al. 2018; Durigon et al. 2020). Menores taxas de conversao
alimentar também podem ser alcancadas (Luo et al. 2014). Em
geral, o foco dos experimentos de redugédo de proteina no sistema
BFT é o desempenho (Azim e Little 2008; Luo et al. 2014; Durigon
et al. 2020). Mais estudos ainda s&o necessarios.
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para entender melhor o metabolismo e a fisiologia dos peixes que

recebem niveis sub6timos de proteina em um sistema BFT.

A farinha de peixe é um dos ingredientes proteicos mais
utilizados na alimentag&o de peixes. Caracteriza-se por seu alto
valor proteico, &cidos graxos poli-insaturados, fragdes minerais e
vitaminicas consideraveis e propriedades antioxidantes (Masumoto
et al. 1996; Pike 1999; Cho e Kim 2011). A excluséo da farinha de
peixe das dietas pode diminuir os indices zootécnicos em peixes
(Gomes et al.

1995; Glencross et al. 2011; Turchini et al. 2019). Além disso, seu
alto custo e disponibilidade reduzida (Banco Mundial - Dados de
Precos de Commodities do Banco Mundial (The Pink Sheet) 2020)
impulsionaram a busca por alternativas proteicas mais baratas. A
microalga Spirulina

(Arthrospira platensis) é uma fonte alternativa de proteina com
potencial para substituir a farinha de peixe (Hussein et al. 2013;
Raiji et al. 2018, 2020; Erdogan 2019; Mansour et al. 2021). E
considerada uma rica fonte de proteina altamente digerivel e
aminoacidos essenciais (Andrade et al. 2005) e contém diversas
substancias (carboidratos fibrosos, vitaminas, minerais, pigmentos
carotenoides e acidos graxos poli-insaturados) com propriedades
antioxidantes (Promya e Chitmanat 2011; Gutiérrez-Salmean et al.
2015). Alguns estudos demonstram que a Spirulina também pode
melhorar o desempenho zootécnico em comparacéo a farinha de

peixe (Hussein et al. 2013; El-Sheekh et al. 2014; Velasquez et al.

2015; Roohani et al. 2019; Raiji et al. 2020). Melhorias em
parametros bioguimicos (Belal et al. 2012; Mansour et al. 2021),
histolégicos (Abu-Elala et al. 2016) e de estresse oxidativo (Cao et
al. 2018; Salah EI-Din et al. 2021) também foram relatadas.

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie
proeminente na piscicultura global (Prabu et al. 2019; Organizacéo
das Nacgdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura - FAO 2022).
E uma espécie rustica que se adapta rapidamente ao cultivo
intensivo. A criagdo de tilapia-do-nilo em um sistema BFT ja foi
relatada anteriormente com resultados positivos (Lima et al. 2018;
Martins et al. 2020; Picoli et al. 2022). A tilapia-do-nilo ingere
bioflocos, permitindo uma reducéo na demanda por proteina
(Avnimelech 2007; Avnimelech e Kochba 2009; Ekasari 2014). A
espirulina também foi avaliada na alimentag&o de tilapias-do-nilo
com bons resultados (Belal et al. 2012; Hussein et al. 2013;
Velasquez et al. 2015; Abdelkhalek et al. 2017). No entanto, seu
uso em um sistema de alimentacao desintoxicante (BFT) com niveis
proteicos sub6timos na dieta ndo foi avaliado. Portanto, o objetivo

deste estudo foi:
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determinar o efeito do sistema de cultivo e da substituicéo de
farinha de peixe por biomassa de Spirulina (A. platensis) no
desempenho, histomorfometria intestinal, bioquimica
plasmatica e estresse oxidativo em juvenis de tilapia do Nilo
alimentados com niveis sub6timos de proteina.

Materiais e métodos

Desenho experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura da
Universidade Estadual de Santa Catarina, Campus Chapeco,
Santa Catarina, Brasil, durante 48 dias. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Uso de Animais sob o protocolo
6983180521. Dois fatores foram avaliados: os sistemas de
producgéo (agua limpa x BFT) e a substituicdo da farinha de
peixe por biomassa de Spirulina (0, 33, 66 e 100%). O
delineamento experimental foi em esquema fatorial casualizado
2 x 4 com quatro repeti¢cdes, e 0s peixes foram avaliados por
48 dias (Tabela 1).

Biomassa de Arthrospira platensis

O cultivo de Arthrospira platensis foi realizado em tanques

em um sistema semicontinuo no Laboratério de Cultivo de
Algas e Biotecnologia — LCBA UDESC, Laguna, Brasil, e 0
periodo de cultivo estendeu-se de margo a junho. Apos a
inoculagdo da cultura, aguardou-se 15 dias para atingir a fase
estacionaria da curva de crescimento e, entéo, iniciou-se a
colheita a cada trés dias por semana (segunda-feira, quarta-
feira e sexta-feira). Aproximadamente 400 L foram filtrados
em cada colheita, correspondendo a cerca de 25% do volume
total de cultivo, com produtividade de biomassa seca variando
entre 0,7 e 1,3 g Ly1. O meio de cultura continha 4gua doce e
era composto por 10 g Ly1 de NaHCO3, 1 g Ly1 de fertilizante
soltvel comercial com relacéo nitrogénio:fosfato:potassio de
18:6:18 e alta quantidade de NacCl (30 g Ly1). O cultivo foi
realizado em condigdes naturais de temperatura e iluminagédo
(sem controle), e a biomassa de Spirulina foi coletada trés
vezes por semana por filtragdo com malha de 20 pm. A
biomassa coletada foi imediatamente seca em estufa de
laboratério a 50 °C por 24 h e, em seguida, moida em moinho
de pulverizacao criogénico (MA775, Marconi) antes do uso
nas dietas experimentais (Tabela 2).

raceway dispostos dentro de uma estufa

Tabela 1 Composigédo das

dietas experimentais (% kg —1) com

base na matéria seca

Composicéo analisada

(AOAC 2000). Pré-mistura—
4cido folico — 2.400 mg;

&cido nicotinico — 48 g;

acido pantoténico — 24 g;
biotina — 96 mg; Vit. A —
2.400.000 Ul; Vit. D3 — 400.000
Ul; Vit. E — 24.000 UI; Vit. B1 —
9600 mg; Vit.

B2 - 9600 mg; Vit. B6 — 9600
mg; Vit. B12 — 9600 mg; vit. K3
— 4800 mg; Vit. C — 96g;

ferro — 100 g; manganés — 40 g;
zinco — 6000 mg; cobalto — 20
mg; iodo — 200 mg; selénio —
200 mg; antioxidante (etoxiquina)
-196¢9

MS, matéria seca; MM, matéria
mineral; EE, extracéo de éter; PB,
proteina bruta; GE, energia bruta

Ingredientes

Porcentagem de substituicao de farinha de peixe

0% 33% 66% 100%
Farinha de peixe 36,45 23.26 10.08 -
Biomassa de espirulina ) 26,25 52,50 72,57
Farelo de soja 10,00 10,00 10,00 10,00
Milho 41,59 27,86 14.02 3,43
Eu sou 6leo 10,73 9,00 7,29 5,98
Pré-mistura 0,40 0,40 0,40 0,40
Calcario 0,64 1,65 2,53 3.20
Fosfato bicalcico i 115 2,53 3,58
Sal de mesa 0,06 0,30 0,53 0,72
Antioxidante 0,10 0,10 0,10 0,10
Total (%) 100 100 100 100
Composicéo analisada (%)
Mestre 84,33 83,78 84,56 83,10
MILIMETROS 8.07 8,55 8,80 8,89
EE 10.32 7.09 6,67 6,74
PC 27,64 28,76 27,65 28.26
4596 4380 4395 4425

GE (kcal kgy1)
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Tabela 2 Composicéo proximal da farinha de peixe e biomassa de espirulina
utilizadas em dietas experimentais

Composicao proximal Farinha de peixe Espirulina
biomass

MS (%) 93,33 84,74

MM (%) 25,79 16,56

EE (%) 7,52 2,60

PC (%) 55,02 32.01

Composigdo analisada (AOAC 2000)

DM, matéria seca; MM, matéria mineral; EE, extragdo de éter; PB, proteina
bruta

Dietas experimentais

As dietas experimentais foram isoproteicas (28% de proteina bruta
[PB]). Os niveis de energia bruta das dietas seguiram valores
proximos a 4300 GE kcal kgy1, segundo Hafedh (1999). Elas
foram formuladas utilizando o software Super-Crac® para atender
niveis de proteina aproximadamente 20% abaixo do necessario
para a espécie e estagio de vida (35% PB [FAO 2017]). A
composicéo proximal das dietas (Tabela 1) foi analisada de acordo
com métodos descritos na Association of Official Analytical
Chemists (Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
2000). A matéria seca foi determinada por secagem a pressao
atmosférica em estufa a 105 °C, até peso constante, de acordo
com o método n°.

920.151. O teor de matéria mineral foi determinado em forno mufla

a 550 + 5 °C até a completa incineracdo da matéria organica da
amostra, conforme método n° 940.26. O teor de lipidios foi obtido
por extragdo em aparelho Soxhlet, utilizando solvente éter etilico
por 8 h sob refluxo, conforme método n°® 920.39. O teor de proteinas
foi determinado pelo método de micro Kjeldahl, utilizando um fator
de conversdo igual a 6,25. A energia bruta, por sua vez, foi
realizada pelo método da bomba colorimétrica (Calorimetro —
IKA®).

C200), segundo Silva e Queiroz (2009). Para tanto, a amostra foi
colocada em um cilindro metalico pressurizado com O2 (25 a 30
atm) e imersa em agua destilada e, @ medida que era oxidada
(queimada), sua perda de energia em calor era medida.

Além desse ingrediente, as dietas formuladas continham peixe
e farelo de soja como fontes de proteina e 6leo de soja e milho
como fontes de energia (Tabela 1).
Todos os ingredientes foram moidos industrialmente e peneirados
em malha de 0,71 mm. Posteriormente, foram misturados com

adicdo de agua.
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(50%), peletizadas nos tamanhos 0,1 (malha), 0,5 e 1 mm em
misturador “spaghetti” (Malta®, Modelo 1036, bico n° 8) e
colocadas em estufa (Cienlab®, Modelo CE-220/150) a 55 °C por
48 h. As dietas foram armazenadas em embalagens plasticas e

mantidas em refrigeradores (4 °C) até o uso.

Animais e instala¢des

Juvenis de tilapia-do-nilo (linhagem GIFT) foram pesados
individualmente (balanca de precisdo de 0,01 g, Marte modelo ML
600, S&o Paulo, Brasil) no inicio do periodo experimental, obtendo-
se um peso médio de 0,23 + 0,01 g. Esses animais foram
adquiridos de piscicultura comercial e permaneceram em periodo
de aclimatacao por 15 dias. Durante esse periodo, foram
alimentados com dieta de manutengéo (Supra® Tilapia 32% PB)
na proporcéo de 10% de biomassa, dividida em trés refei¢des (8h,
13h e 17h).

Os animais foram distribuidos em sete peixes por tanque, em
tanques circulares de polietileno (volume util de 70 L), divididos em
dois sistemas independentes de recirculagéo de agua (CWxBFT).
Cada sistema era composto por 16 caixas circulares interligadas
por caixas circulares.
tanques (volume utilizavel: 850 L) chamados “macrocosmos”.

Os tanques foram aerados individualmente através de pedra
porosa (1x2 cm) conectada a um compressor de ar radial.

Cada macrocosmo continha uma bomba d'agua periférica (Intech® modelo
BP500), responsavel pela distribui¢do e recirculagéo de &gua em seu
respectivo sistema. Cada macrocosmo foi equipado com uma resisténcia de
aquecimento (Nobre Brasil®, 3000 W) e conectado a um controlador digital de
temperatura com sensor (XH-W3001®, 12 V, China), visando manter a
temperatura adequada para a espécie (El-Sayed 2006). Uma biomassa de
2,25 kg my3 de tilapia também foi mantida no macrocosmo BFT, alimentado
com racéo comercial (Supra® Tilapia 32% PB) uma vez ao dia (13h; 32% PB).
O macrocosmo do sistema de agua limpa (SLC) era composto por um sistema
de filtragem combinado com um filtro mecanico (malha de Perlon de 60 ym) e
material particulado biolégico (0,2 m? de analogo de biobolas de polietileno de
baixa densidade e 0,05 m3 de argila expandida). Esses materiais serviram
como substrato para as bactérias nitrificantes realizarem a nitrificagéo da agua

de cultivo.

Os animais foram alimentados durante todo o periodo
experimental com 10% da biomassa por dia (Workagegn et al.
2014), divididos em trés alimentagdes (08:00,
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13h00 e 17h00). O monitoramento da biomassa foi realizado a

cada 16 dias utilizando biometria de todas as unidades experimentais.

No inicio do experimento, todos os tanques do sistema BFT
receberam um in6culo de bioflocos previamente maturados (10 L)
para evitar variacdes indesejadas na qualidade da agua
(Krummenauer et al. 2014; Martins et al. 2020). Posteriormente,
agua desclorada foi adicionada para completar o volume util de 70
L. A mesma proporcao (1:6) foi utilizada no macrocosmo.

Para a formagéo e manutengdo da comunidade microbiana e as
condi¢bes adequadas do meio de cultura, foi mantida uma relagdo
C:N de 10-15:1 (Pérez-Fuentes et al. 2016). O melago de cana-de-

acucar foi utilizado como fonte externa de carbono.

Os parametros de qualidade da agua de ambos os sistemas
de cultivo foram medidos diariamente, incluindo temperatura,
oxigénio dissolvido (oximetro ALFAKIT®, modelo AT170) e pH
(pHmetro ALFAKIT®, modelo AT315). O nitrogénio amoniacal total
(TAN) foi medido trés vezes por semana em ambos 0s sistemas.

A TAN foi medida com um kit comercial (Spectro Indotest Ammonia
Kit — Alfakit®), e o resultado foi obtido com um fotocolorimetro
(ALFAKIT®, modelo AT100P). Trés vezes por semana, os solidos
sedimentaveis totais (SST) também foram medidos no sistema BFT
usando um cone Imhoff. De acordo com os resultados obtidos
nessas medigGes (TAN>1 mg Ly1), o melago foi ou ndo adicionado

ao sistema BFT.

Andlises semanais de nitrito, nitrato, ortofosfato e alcalinidade do
meio de cultura foram realizadas utilizando um fotocolorimetro
(ALFAKIT®, modelo AT100P). Os parametros permaneceram
dentro da faixa recomendada para tilapia (El-Sayed 2006; Azim e
Little 2008; Luo et al. 2014; Lima et al. 2015; 2018) (Tabela 3).

Desempenho zootécnico e indice hepatossomatico

Apbs o periodo experimental, os animais permaneceram em jejum
por 24 h e foram pesados individualmente (balanca de preciséo de
0,01 g, Marte modelo ML 600, S&o Paulo, Brasil) e mensurados
para avaliagdo dos parametros zootécnicos: peso final; ganho de
peso médio = peso final (g) — peso inicial (g); taxa de crescimento
especifico = peso final (g) — peso inicial (g) / periodo experimental
x 100 (% diay1); conversé&o alimentar aparente = consumo de
racdo / ganho de peso; consumo de ragdo = ra¢do consumida

durante o periodo experimental.

Tabela 3 Parametros de qualidade da agua (média + desvio padréo)
de tilapias juvenis do Nilo cultivadas em dois sistemas de cultivo
(CWxBFT) ap6s 48 dias de alimentagédo com biomassa de Spirulina

Parametros Macrocosmo
Ccw BFT

Temperatura (‘C) 25,40+1,28 25,90+1,26
0D (mg Ly1) 7,97£1,10 7,72+1,05
pH 7,53+0,59 7,36+0,30
N-NH3 (mg Ly1) 0,24+0,64 0,60+0,67
NO2 y (mg Ly1) 0,14+0,15 0,31+0,08
NO3 y (mg Ly1) 1,82+0,09 1,32+0,14
ALK (mg Ly1 CaCO3) 25,8+£20,62 41,83+20,18
TRO (PO4) 0,64+0,03 3,41+1,67
TSS (mg Ly1) 13,35+13,82

Ta, temperatura; °C, graus Celsius; pH, potencial hidrogenionico; N-
NH3, nitrogénio amoniacal; mg Ly1, miligrama por litro;

NO2-, nitrito; NO3-, nitrato; ALK, alcalinidade; mg Ly1 CaCO3,
miligrama por litro de carbonato de célcio; ORT, ortofosfato; PO4,
fosfato; TSS, solidos sedimentaveis totais; CW, sistema de cultura em
agua limpa; BFT, sistema de cultura em bioflocos

periodo (g) e sobrevivéncia (S) = nimero de animais mortos/

Total de peixes x 100 (%). Posteriormente, 12 peixes por
tratamento (3 animais por unidade experimental — replica¢&o) foram
sedados com eugenol (derivado de fenilpropeno — 0,5 ml por litro
(Ly1) de &gua) e eutanasiados por sec¢do medular para coleta do
figado para mensuragao do indice hepatossomatico (HSI = peso

do figado/peso total x 100) e do trato gastrointestinal para analises

posteriores.

Histomorfometria intestinal e hepatica

Coletamos fracdes do intestino proximal e do figado para analise
histomorfométrica. O processamento histolégico das amostras foi
realizado no Laboratdrio de Histologia da UDESC, Campus Lages
(Santa Catarina, Brasil), de acordo com métodos de rotina para
preparo de laminas histoldgicas (Nunes e Cinsa, 2016). Os
fragmentos intestinais e hepéticos foram colocados em recipientes
plasticos estéreis com solugéo de formalina a 10%, identificados e
fixados por 12 a 16 horas em alcool a 70% até a avaliagdo das
caracteristicas morfo-histoldgicas. As fragdes foram seccionadas a
0,3 cm pela técnica de histologia, diafanizacéo e inclusdo em
parafina histolégica. O fracionamento em cortes de 3 ym foi
realizado em micrétomo semiautomatico (Mello et al., 2013). Cortes
longitudinais
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foram semi-serializados e corados com &cido periédico-
Schiff (Tolosa et al. 2003).

As amostras foram observadas usando microscopia de
luz (microscépio Bioval L-2000?%, Sao Paulo, Brasil). Usando
uma camera acoplada ao microscopio, as imagens intestinais
(10x) e hepaticas (40x) foram digitalizadas usando o
software “TCapture” (Brand Laborana®, S&o Paulo, Brasil).
Apbs a conclusdo das varreduras, dez vilosidades por animal
foram selecionadas por critérios de integridade (Picoli et al.
2019), como segue: (i) VH — altura da vilosidade (ou seja,
distancia do &pice da vilosidade ao inicio da camada
muscular); (i) TVH — altura total da vilosidade (ou seja, altura
do 4pice da vilosidade ao final da serosa); (iii) VW — largura
da vilosidade; (iv) VT — espessura do epitélio da vilosidade,
de acordo com Mello et al. (2013). Todas as medic¢des foram
realizadas usando o software Image J (National Institute for
Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos da América).
Foi medida uma area contendo 100 hepatécitos por animal.
A area média de hepatdcitos (MAH) por tratamento foi
estimada utilizando o mesmo software, segundo Picoli et al.
(2019).

Andlises bioguimicas e antioxidantes plasméticas

ApoOs a anestesia de 12 animais por tratamento, o sangue foi
coletado por punc¢éo da veia caudal em seringas contendo
10% de EDTA (acido etilenodiaminotetracético). Devido ao
tamanho dos peixes no sistema CW, um "pool" de sangue
dos animais foi analisado. O sangue coletado foi centrifugado
por 10 min a 3500 rpm, e os sobrenadantes (plasma) foram
armazenados em microtubos a -20 °C até a andlise. As
proteinas totais (PTNA) e a albumina (ALBU) foram avaliadas
em um analisador bioquimico (Bio Plus® BIO-2000) utilizando
kits comerciais (Gold Analisa®). Os niveis de globulina
(GLOBU) foram calculados pela férmula:

GLOBU = PTNA y ALBU

Amostras de figado foram coletadas em criotubos e
armazenadas em freezer a -20 °C até o processamento; 0,5
g da amostra de figado foi triturada/homogeneizada (Tur-
ratec®) com solugao salina (0,9%) e centrifugada a 7000 rpm
por 10 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados em
microtubos a -20 °C até a andlise dos seguintes parametros:
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
glutationa S-transferase (GST) e proteina tiol (PSH). A
peroxidagao lipidica foi estimada nas amostras pela dosagem
de malondialdeido (MDA).
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Amostras de tecido foram incubadas a 95 °C por 60 min em
meio &cido contendo 8,1% de dodecil sulfato de sédio, 0,5
ml de tampé&o de &cido acético (500 mM, pH 3,4) e 0,6% de
TBA (Ohkawa et al., 1978). As absorbancias foram medidas
a 532 nm e comparadas com a curva padrao de malondial-
deido. Os resultados foram expressos em nmol MDA/mI
(Jentzsch et al., 1996).

A atividade da glutationa S-transferase foi medida cineticamente
utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A
mistura de reagdo continha tampé&o fosfato de potassio (PPB) 0,1
M, GSH (1 mM), CDNB (1 mM), EDTA 2,5 mM e agua destilada. A
absorbancia foi determinada a 340 nm a 37 °C, e a atividade
enzimatica foi expressa em ymol CDNB/min/mg de proteina (Habig

etal., 1974).

Os tiois proteicos (PSH) foram medidos utilizando um
método baseado no uso de DTNB (acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoéico) (Ellman 1959; Sedlak e Lindsay 1968),
medido apds a desproteinizagdo dos homogeneizados com
acido tricloroacético. O sedimento formado pela proteina
precipitada foi ressuspenso com um tampéo de
homogeneizagédo para determinar o teor de PSH. Os
resultados foram expressos em nanomoles (ymol).

SH gy1 de tecido.

Analise estatistica

A normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade
das variancias (Teste de Bartlett) foram verificadas, e os
dados foram submetidos & analise de variancia para um
esquema fatorial. Quando nao significativos, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de 5%

de probabilidade. Em relagéo a interacéo, a divisdo fatorial e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). As

analises foram realizadas utilizando o software de andlise estatistica R® 4

programa.

Resultados

Parametros zootécnicos e indices organossomaticos

Na&o foi observada interacéo (P>0,05) entre os sistemas de cultivo
e os niveis de substituicdo da farinha de peixe pela biomassa de
Spirulina para as variaveis de desempenho da tilapia (Tabela 4).
No sistema BFT, o desempenho dos peixes foi superior ao
daqueles criados no sistema CW (P<0,05; Tabela 5). A biomassa
de Spirulina substituiu completamente a farinha de peixe sem

comprometer a qualidade da agua.
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Tabela 4 Analise de variancia das variaveis de desempenho de juvenis de A altura das vilosidades (AVT) foi maior (P<0,05) do que no

tilapia do Nilo criados em dois sistemas de cultivo (CWxBFT) ap6s 48 dias de sistema CW (Fig. 3). Os tratamentos ndo afetaram os demais

alimentagdo com biomassa de Spirulina parametros histomorfométricos avaliados (P>0,05; Tabela 7).

Variveis Valor P dos sistemas (S) Interagéo
Farinha de peixe (SXT)
nivel de Bioquimica plasmatica e estresse oxidativo

substituicdo (T)

FW (g) <0,0010* 0,0029* 0,0853 NS Para os parametros bioquimicos e de estresse oxidativo, ndo

AWG (g) <0,0001* 0,0029* 0,0851 NS foram observadas interagdes (P>0,05) entre os sistemas de cultivo
SGR (% diay1) <0,0001* 0,0028* 0,0849 NS e os niveis de substitui¢éo de farinha de peixe por biomassa de
FC 0,0002* 0,0023* 0,0970 NS Spirulina (Tabela 8). No sistema BFT, ALBU e GLOBU foram

Figo) <0,0001* 0,8360 NS 0,5850 NS maiores (P<0,05) do que CW (Tabela 9). Valores menores para

S (%) 0,3640 NS 0,2590 NS 0,2590 NS substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foram

HSI (%) 0,1603 NS 0,5107 NS 0,4379 NS observados no sistema BFT em comparacéo ao sistema AC (Fig.

) o 4). O oposto foi observado para a enzima GST (Fig. 5).
S, sistemas (BFT e CW); T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) substituicdo da

farinha de peixe por Spirulina; SxT, interacdo entre sistemas e tratamentos;

FW, peso final; AWG, ganho de peso médio; SGR, taxa de crescimento Os niveis de proteina plasmatica total (PTNA) e tiol proteico (PSH)
especifico; FC, convers&o alimentar; FI, consumo de rag&o; Sim, nao foram afetados pelos tratamentos e sistemas (P>0,05) (Tabela
sobrevivéncia; HSI, indice hepatossomatico; g, gramas; % diay1, % ganho de 9).
peso por dia; NS, néo significativo
*P<0,05
Discusséao
desempenho (P>0,05). A substituicdo de 66% da farinha de peixe
por biomassa de espirulina resultou em crescimento mais Parametros zootécnicos e indices organossomaticos
significativo e melhora na converséo alimentar do que o tratamento
controle (0%; P<0,05; Figuras 1 e 2). Os tratamentos nédo O fornecimento de niveis proteicos abaixo do ideal reduziu o
afetaram a sobrevivéncia ou o indice hepatossomatico (P>0,05). crescimento dos peixes criados no sistema CW. A taxa de

crescimento especifica para juvenis foi muito menor (0,45% dia-1)

do que a observada em outros estudos (5,01% dia-1, 1,9% dia-1,

Histomorfometria hepato-intestinal 1,31% dia-1 e 4,42% dia-1) (Gullian-Kla-nian e Aramburu-Adame
2013, Luo et al. 2014, Tanjung et al. 2019 e Akter et al. 2021).

Nao foi observada interagéo entre os fatores Essa descoberta confirma que o fornecimento proteico nas dietas

na histomorfometria hepato-intestinal da tilapia (P>0,05; Tabela estava abaixo das necessidades. Em contraste, o crescimento

6). No sistema BFT, o total

Tabela 5 Valores médios (+desvio padréo; n=12) dos parametros zootécnicos de juvenis de tilapia do Nilo criados em dois sistemas de cultivo (CWxBFT) apds 48
dias de alimentacdo com biomassa de Spirulina

Variaveis CW BFT 0% 33% 66% 100%

FwW 4,50+1,58 B 16,50+0,56 A 9,65£5,99 b 10,03+6,20 b 11,43+6,50 a 10,89+7,17 ab
SGR 0,45£0,05 B 1,65+0,15A 0,96+0,60 b 1,00+0,62 b 1,14+0,65a 1,08+0,71 ab
Fl 4,91+0,47 B 15,75+1,60 A 10,566,03 10,3045,77 10,44+6,33 10,01%5,49

S 93,84£0,17 96,93+0,13 90,75+0,20 100,0+0,00 96,93+0,13 93,84+0,18
HSI 1,94+0,66 1,62+0,23 1,75+0,24 1,80+0,78 1,77+0,69 1,80+0,11

CW, sistema de cultura em agua limpa; BFT, sistema de cultura em bioflocos; T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) substituicdo de farinha de peixe por biomassa de
Spir-ulina (Arthrospira platensis); FW, peso final (g); SGR, taxa de crescimento especifico (% diay1); Fl, consumo de ragéo (g); S, sobrevivéncia (%); HSI, indice
hepatossomatico (%); g, gramas; % diay1, % ganho de peso por dia

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias seguidas por letras minasculas diferentes nas
colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Fig. 1 Ganho de peso médio (média + desvio padréo) de juvenis de tilapia-do-
nilo criados em dois sistemas de cultivo a com diferentes niveis de substituicdo
de farinha de peixe por biomassa de espirulina b apds 48 dias de alimentag&o.
Médias acompanhadas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P <
0,05). CW = sistema de cultivo em agua limpa; BFT = sistema de cultivo em
bioflocos.

O desempenho néo foi prejudicado para os peixes criados no
sistema BFT. Este resultado confirma que dietas com niveis
reduzidos de proteina no sistema BFT néo afetaram o
desempenho produtivo da tilapia do Nilo (Azim e Little 2008;
Luo et al. 2014; Durigon et al. 2020).

A tilapia-do-nilo pode suplementar a dieta ingerindo bioflocos
ricos em nutrientes, evitando possiveis problemas de
deficiéncia nutricional (Tacon et al., 2002; Hargreaves , 2006;
Azim e Little , 2008; Crab et al., 2012). Cabe ressaltar que os
peixes utilizados no experimento eram pequenos (0,23 + 0,01
g) em comparagao aos utilizados em estudos anteriores,
demonstrando que a redugdo de proteina no sistema BFT
pode ser aplicada a tilapia-do-nilo nos estagios iniciais de
desenvolvimento.

Os resultados de desempenho sugerem que é possivel
substituir completamente a farinha de peixe por biomassa de
espirulina em dietas para tilapias juvenis do Nilo. Estudos
anteriores demonstraram a viabilidade da substituicdo da

para
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Fig. 2 Converséo alimentar (média + desvio padrao) de juvenis de tilapia-do-
nilo criados em dois sistemas de cultivo a com diferentes niveis de substituicdo
de farinha de peixe por biomassa de espirulina b apds 48 dias de alimentag&o.
Médias acompanhadas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P <
0,05). CW = sistema de cultivo em agua limpa; BFT = sistema de cultivo em
bioflocos.

Tabela 6 Andlise de variancia da histomorfometria hepato-intestinal de juvenis
de tilapia do Nilo cultivados em dois sistemas de cultivo (CWxBFT) ap6s 48
dias de alimentacéo com Spirulina bio-

massa

Valor de P

Variaveis Sistemas (S) Nivel de Interagao
substitui¢do de farinha dé$eie
(M

TVH (um) 0,048* 0,871 NS 0,623 NS

VH (um) 0,105 NS 0,728 NS 0,549 NS

VW (um) 0,219 NS 0,950 NS 0,630 NS

VT (um) 0,217 NS 0,868 NS 0,614 NS
0,211 NS 0,667 NS

MAH (um2 ) 0,700 NS

S, sistemas (BFT e CW); T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) substituicdo de
farinha de peixe por biomassa de Spirulina ; SxT, intera¢&o entre sistemas e
tratamentos; TVH, altura total das vilosidades;

VH, altura das vilosidades; VW, largura das vilosidades; VT, espessura do
epitélio das vilosidades; MHA, area média dos hepatdcitos; NS, néo significativo

farinha de peixe por biomassa de espirulina para tilapias e outras espésiess
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Fig. 3 Altura total das vilosidades (média+desvio padréo) de juvenis de
tilapia do Nilo criados em dois sistemas de cultivo (CWxBFT) com
diferentes niveis de substitui¢do de farinha de peixe por Spirulina
biomassa ap6ds 48 dias de alimentagio. Médias acompanhadas por letras
distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). CW = sistema de cultivo
em agua limpa; BFT = sistema de cultivo em bioflocos

(Nandeesha et al. 1998; 2001; El-Sheekh et al.

2014; Velasquez et al. 2015; Cao et al. 2018; Raji et al.
2020), mas este € o primeiro trabalho em que a

substituicao foi avaliada em diferentes sistemas de produgao.
O teor proteico, o perfil de aminoacidos e os teores de

acidos graxos poli-insaturados desta microalga séo
excelentes (Albuquerque 2014; Zhang et al. 2020; Rutar

et al. 2022), o que pode explicar os resultados positivos.

No presente estudo, a substituicdo da farinha de peixe por espirulina
A biomassa nao afetou o consumo. Geralmente, dietas

sem proteinas de origem animal reduzem o consumo de
racdo pela tilapia (Fontainhas-Fernandes et al. 1999;

Zhou e Yue 2010; Hernandez et al. 2013). A espirulina
possui propriedades de atracdo e palatabilidade (Jaime-
Ceballos et al. 2005; 2007; Silva-Neto et al. 2011; Ali

2014), e sua inclusao ja foi demonstrada.

Tabela 7 Valores médios (+desvio padréo; n=12) da histomorfometria hepato-intestinal de juvenis de tilapia do Nilo cultivados em dois sistemas de cultivo

(CWxBFT) ap6s 48 dias de alimentacdo com biomassa de Spirulina

Variaveis CW BFT 0% 33% 66% 100%

VH (um) 454,79+208,32 592,35+220,98 459,25+171,29 515,92+217,42 542,45+239,84 584,67+272,83

VW (um) 158,07+55,39 184,17+53,72 172,67+£59,32 161,73+46,91 171,38+65,20 178,70+58,30
TEV (um) 77,77+30,62 95,43+42,57 95,41+58,69 79,83+£24,17 82,92+32,79 88,23+31,40
MAH (um2 ) 502,51+36,50 515,08+91,79 470,34+33,85 492,81+35,69 529,81+88,27 536,22+86,40

CW, sistema de cultura em agua limpa; BFT, sistema de cultura em bioflocos; S, sistemas (ACxBFT); T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) substitui¢éo de farinha
de peixe por biomassa de Spirulina ; VH, altura das vilosidades; VW, largura das vilosidades; VET, espessura do epitélio das vilosidades; MHA, area média dos

hepatécitos; NS, néo significativo
*P<0,05

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes nas colunas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 8 Andlise de variancia de parametros bioquimicos e estresse oxidativo de juvenis de tilapia do Nilo cultivados em dois sistemas de cultivo (CWxBFT)

apos 48 dias de alimentagdo com biomassa de Spirulina

Valor de P

Variaveis Sistemas (S) Nivel de substituicio de farinha de peixe (T) Interagdo (SxT)
PTN (g dLy1) 0,189 NS 0,870 NS 0,150 NS
ALBU (g dLy1) <0,000*** 0,826 NS 0,987 NS
BALAO (g dLy1) 0,0475** 0,067 NS 0,129 NS
TBARS <0,0001 0,987 NS 0,830 NS

GST <0,0001 0,983 NS 0,600 NS

PSH 0,326 NS 0,676 NS 0,247 NS

S, sistemas (BFT e CW); T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) de substitui¢do da farinha de peixe por biomassa de Spirulina ; SxT, interacéo entre sistemas e
tratamentos; PTN, proteinas totais; ALBU, albumina; GLOBU, Globulinas; g/dL, grama por decilitro; TBARS, substancias reativas ao &cido tiobarbittrico
(nmol MDA/mL); GST, glutationa S-transferase (umolCDNB/min/mg proteina); PSH, tiéis proteicos (umol SH/mg proteina); NS, néo significativo

*P<0,05
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Tabela 9 Valores médios (médiatdesvio padrédo; n=12) dos parametros bioquimicos e estresse oxidativo de juvenis de tilapia do Nilo cultivados
em dois sistemas de cultivo (CWxBFT) ap6s 48 dias de alimentacdo com biomassa de Spirulina

Variaveis cw BFT 0% 33% 66% 100%

PTN 3,53+0,57 4,37+1,33 4,31+0,78 3,86+0,97 3,60+0,42 4,07+1,35
ALBU 0,88+0,25 B 1,42+0,47 A 1,27+0,50 1,13+0,59 1,09+0,39 1,12+0,40
GLOBO 2,65+0,44 B 2,95+0,47 A 3,04+0,28 2,73+0,48 2,51+0,46 2,95+0,52
PSH 1,33+0,18 1,40+0,21 1,36+0,18 1,42+0,22 1,30+0,18 1,38+0,24

S, sistemas (BFT e CW); T, tratamentos (0, 33, 66 e 100%) substitui¢cdo de farinha de peixe por biomassa de Spirulina ; SxT, interacéo entre
sistemas e tratamentos; PTN, proteinas totais (g dLy1); ALBU, albumina (g dLy1); GLOBU, globulinas (g dLy1); g/dL, grama por decilitro; PSH,
tiois de proteina (umol SH/mg proteina)

Sistemas: Médias seguidas por letras mailsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

14 em substituicdo a farinha de peixe pode afetar positivamente a
12 ingestao de alimentos (Abdel-Tawwab e Ahmad 2009).
I O nivel de 66% de substitui¢cdo de farinha de peixe pela
biomassa de Spir-ulina (inclusdo de 52,50%) melhorou o
8 crescimento e a eficiéncia alimentar em comparacéo a dieta de farinha de peixe.
6 A biomassa de espirulina pode ser um promotor de crescimento
4 : em dietas de peixes (Abdel-Tawwab e Ahmad 2009; Elsayed et al.
2 2012; Hernandez et al. 2012; Jana et al. 2014).
Estudos anteriores demonstraram que a suplementagéo com
° cw BFET biomassa de Spirulina nas dietas melhorou o crescimento e a
Sistemas conversdo alimentar da tilapia do Nilo e seus hibridos (Oreochromis
niloticus x Oreochromis mos-sambicus) (Elsayed et al. 2012; El-
Fig. 4 Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) (média Sheekh et al. 2014; El-Ward et al. 2016). Foi impossivel relacionar
+ desvio padréo) de juvenis de tilapia-do-nilo criados em dois o nivel de inclusdo com os resultados obtidos. Os efeitos estédo
sistemas de cultivo (CW x BFT) com diferentes niveis de substituicado possivelmente ligados & composig&o da Spirulina . A Spirulina é

de farinha de peixe por biomassa de espirulina apés 48 dias de
alimentagcdo. Médias acompanhadas por letras distintas diferem pelo
teste de Tukey (P < 0,05). CW = sistema de cultivo em agua limpa;
BFT = sistema de cultivo em bioflocos. e 4cidos graxos poli-insaturados (Promya e Chitmanat 2011,

rica em varias substancias com propriedades bioativas, incluindo
carboidratos fibrosos, vitaminas, minerais, pigmentos carotenoides

Gutiérrez-Salmean et al. 2015). No presente estudo, a caracterizagéo

1200 desses compostos na Spirulina néo foi realizada. Mais estudos
ainda séo necessarios para explicar como um ou mais desses
1000
compostos podem impactar positivamente o desempenho.
800
600 B
400
200 Histomorfometria hepato-intestinal
0
cwW BFT Os animais cultivados no sistema BFT apresentaram vilosidades
Sistemas maiores do que aqueles no sistema CW. O sistema BFT pode
melhorar a saude intestinal (Ahmad et al. 2017; Pilotto et al. 2018;
Fig. 5 Glutationa S-transferase (GST) (média + desvio padrdo) de Deng et al. 2022). A rica comunidade microbiana presente nos
juvenis de tilapia-do-Nilo cultivados em dois sistemas de cultivo (CW bioflocos compete diretamente com microrganismos patogénicos

x BFT) com diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe por
biomassa de espirulina apds 48 dias de alimentagdo. As médias
acompanhadas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). Dosta et al. 2013; Ferreira et al. 2015). Além disso,
CW = sistema de cultura em agua limpa; BFT = sistema de cultura em bioflocos

no ambiente e pode mitigar possiveis problemas de satde (Monroy-
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Microrganismos benéficos podem colonizar o trato digestivo e fornecer
um possivel efeito probiético, o que pode ajudar a explicar a melhora
na altura das vilosidades (Aguilera-Rivera et al. 2014; Pilotto et al.
2018).

Estudos sobre a microbiologia do trato digestivo de peixes cultivados
em um sistema BFT demonstraram a multiplicagéo de bactérias
benéficas e a colonizagéo do trato digestivo (Pilotto et al. 2018; Deng
etal

2022). Além dos beneficios do sistema BFT, deve-se mencionar que
no sistema CW, houve déficit de nutrientes, o que pode ter afetado a
integridade do epitélio intestinal dos animais (Dawood 2020; Zarkasi
et al. 2016; Zhu et al. 2020).

A substituicéo da farinha de peixe por biomassa de espirulina
ndo comprometeu a histomorfometria intestinal da tilapia-do-Nilo.
Este resultado corrobora os resultados de desempenho e reforca a
viabilidade da espirulina como substituta da farinha de peixe em dietas
para tilapias.
Outros autores demonstraram a viabilidade da substituicdo em relagédo
a morfometria intestinal e observaram vilosidades intestinais maiores
em tilapias do Nilo suplementadas com Spirulina na dieta (Abu-Elala
etal.
2016). No presente estudo, a auséncia de efeitos positivos da
espirulina nas vilosidades pode estar relacionada aos niveis
subétimos de proteina utilizados. A deficiéncia de nutrientes pode
afetar a histomorfometria intestinal (Dawood 2020; Zarkasi et al.
2016; Zhu et al. 2020), mascarando os beneficios da suplementacéo.
Por outro lado, esse resultado também foi observado no sistema BFT,

onde os bioflocos forneceram um suprimento extra de nutrientes.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar esses resultados.

Bioquimica plasmaética

Os niveis de albumina e globulina no plasma foram menores nos
peixes cultivados no sistema CW em comparacéo ao sistema BFT.
Os niveis de albumina e globulinas também foram superiores (0,88 +
0,25 g dLy1 e 2,65 + 0,44 g dLy1, respectivamente) aos normalmente
observados para tilapias (1,20 g dLy1 e 4,0 g dLy1, respectivamente;
Pereira et al., 2016). Albumina e globulinas séo proteinas plasmaticas
diretamente ligadas ao metabolismo proteico. Além disso, séo
marcadores essenciais do estado nutricional dos animais (Sampaio
etal., 2012).

O fornecimento de niveis proteicos subétimos explica a diminuigdo
desses marcadores e confirma os resultados

obtidos no desempenho produtivo. Da mesma forma, os maiores
valores de albumina e globulina obtidos no sistema BFT confirmaram

gue os bioflocos serviram como

um fornecimento complementar de nutrientes e manutencéo do
estado nutricional.

A substituicdo da farinha de peixe por Spirulina ndo afetou os
niveis plasméaticos de albumina e globulina para tilapia-do-Nilo. Em
todos os tratamentos, os valores foram semelhantes (1,15 + 0,47 g
dLy1 e 2,80 + 0,43 g dLy1, respectivamente) aos ja observados para
tilapia (1,20 + 0,60 g dLy1 e 2,67 + 0,33 g dLy1 — Pereira et al. 2016

e Tanekhy et al. 2016, respectivamente).

Estudos anteriores mostraram os efeitos benéficos da Spir-ulina nos
parametros bioquimicos da tilapia do Nilo (Belal et al. 2012;
Abdelkhalek et al. 2017; Abdel-Daim et al. 2020; Mansour et al. 2021;
Soliman et al. 2021).

No entanto, como relatado anteriormente, o fornecimento de niveis
proteicos abaixo do ideal pode ter alterado alguns desses
biomarcadores, como proteina total e albumina (Ayat et al. 2011), e
impedido a deteccéo dos efeitos da fonte proteica. Estudos adicionais
utilizando Spirulina

em dietas convencionais séo necessarias para confirmar os possiveis
efeitos da fonte de proteina nos marcadores do metabolismo de

proteinas em tilapias cultivadas em um sistema BFT.

Estresse oxidativo

Valores mais baixos de peroxidacéo lipidica e valores mais altos de
GST foram observados no sistema BFT em comparagéo ao sistema
CW. Esses resultados indicam menos danos celulares e melhor
capacidade antioxidante (Bacou et al. 2021). O sistema BFT evitou
os efeitos adversos do estresse oxidativo fisiolégico e melhorou as
respostas antioxidantes dos animais. Esses resultados podem ser
explicados por compostos bioativos (acidos graxos essenciais,
carotenoides, aminoacidos livres e clorofilas, entre outros), minerais
e vitaminas) em agregados microbianos (Tacon et al. 2002; Ju et al.
2008; Crab et al. 2012). Colaborando com essa hipétese, no sistema
CW, a menor eficiéncia no mecanismo de defesa antioxidante foi

insuficiente.

para prevenir o aumento da peroxidagao lipidica. AvaliacGes adicionais
da composicéo dos bioflocos séo necessarias para correlacionar a
presenga de compostos bioativos com a resposta antioxidante dos
animais.

A substitui¢cdo da farinha de peixe por espirulina ndo alterou os
niveis de peroxidagao lipidica nem a capacidade antioxidante de
juvenis de tilapia-do-Nilo. Varios autores observaram um aumento na
resposta antioxidante da tilapia-do-Nilo suplementada com biomassa
de espirulina (Abdelkhalek et al., 2017; Awed et al. , 2020; Elabd et
al. , 2020; Abdel-Daim et al., 2020; Salah EI-Din et al., 2021;
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Soliman et al. 2021). No presente estudo, a falta de resultados
positivos pode ser explicada pela composi¢éo nutricional e
propriedades funcionais da farinha de peixe e da biomassa de
Spirulina (Henrikson 1994; Masumoto et al. 1996; Wang et al.
2007; Kumar e Sibi 2020).

A farinha de peixe marinho é rica em acidos graxos poliinsaturados,
vitaminas e minerais com propriedades antioxidantes (Pike 1999;
Cho e Kim 2011; Daniel

2017). Da mesma forma, a espirulina contém ficocianina e acido
gélico, o que pode explicar os resultados de resposta antioxidante
semelhante entre esses ingredientes (Albuquerque 2014; Zhang
et al. 2020; Rutar et al. 2022).

Além disso, ambos os ingredientes apresentam boa atratividade-
palatabilidade e biodisponibilidade, facilitando a ingestdo e o
aproveitamento das dietas pelas tilapias, o que pode ter
contribuido para a manutencao de valores semelhantes para os
parametros oxidativos em ambos os sistemas de cultivo (Jaime-
Ceballos et al. 2005, 2007; Silva-Neto et al.

2011; Ali 2014; Daniel 2017; Rutar et al. 2022). Mais estudos séo
necessarios para confirmar esses resultados.

Concluséo

Um sistema baseado em bioflocos no estudo evitou os efeitos
adversos de dietas com niveis proteicos abaixo do ideal sobre o
desempenho zootécnico, a histomorfometria intestinal e o
metabolismo proteico de juvenis de tilapia-do-nilo. Valores mais
baixos de peroxidagao lipidica e maior capacidade antioxidante
foram observados em peixes criados no sistema BFT,
demonstrando evidéncias de melhorias nas respostas
antioxidantes e menores niveis de estresse oxidativo fisiolégico.
A biomassa de espirulina pode substituir completamente a farinha
de peixe nas dietas de juvenis de tilapia-do-nilo sem efeitos
adversos sobre a morfometria intestinal, o0 metabolismo proteico
e a resposta antioxidante. Substituindo 66% da farinha de peixe
por espirulina

biomassa (52,50% de incluséo) melhorou o desempenho dos
peixes, independentemente dos sistemas CW ou bioflocos.
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Abstract

The aim of the present study was to determine whether acai oil (Euterpe oleraceae)
addition in the diets of juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in biofloc system
would stimulate hepatic energy metabolism and antioxidant responses. Treatments
are as follows: TO (6%-soybean oil), T1 (1%-ACAl; 5%-SOY), T3 (3% ACAI; 3%-SQY)
and Té (6%-ACAl). In the liver, reactive oxygen species levels were significantly lower
inT1, T3 and Té than in TO, lipid peroxidation levels were significantly lower in T3 and
Té, and nitric oxide levels were significantly lower in the Té than in TO. Glutathione
peroxidase activity was significantly higher in the T3 and Té than in TO, while su-
peroxide dismutase activity and total antioxidant capacity levels were significantly
higher in the Té than in TO. Adenylate kinase activity was significantly lower in the Té6
than in TO. These results suggest that the acai oil addition in Nile tilapia diets stimu-

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Antioxidants are responsible for inhibiting or reducing the damage
caused by oxidative reactions, consequently reducing levels of free
radicals, a desirable biological effect (Bianchi & Antunes, 1999); in el-
evated concentrations, they impair animal health and growth. First,
antioxidants prevent free radicals from forming; subsequently, they
repair damage to DNA molecules and reconstitute damaged mem-
branes. Antioxidants such as carotenoids and flavonoids can be ob-
tained through the diet itself, as can vitamins C, E and A (Erdogan
& Arslan, 2019; Qiang et al., 2019). Also, recent evidences have
suggested the improvement on adenylate kinase (AK) and pyru-
vate kinase (PK) as important pathways linked to enhancement on
fish growth, as observed by Baldissera et al. (2019) for Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) feed with biocholine. These two enzymes de-

velop a pivotal role in energy transfer and distribution, as well as

lated antioxidant responses.

Acai, antioxidant power, biochemistry, performance

securing the homeostasis between cellular adenosine triphosphate
(ATP) consumption and production (Dzeja & Terzic, 2003). The PK
is an irreversible enzyme of glycolysis pathway that forms pyruvate
and ATP, exerting an essential role to energy production in tissues
with elevated energy requirements, as liver (Wang et al., 2002).
Also, AK is recognized as a facilitator of energetic communication
between nucleus and cytosol through the reversible transfer of the
y-phosphate group to adenosine monophosphate (AMP), and con-
sequent release of two molecules of adenosine diphosphate (ADP)
(Dzeja & Terzic, 2009).

For these reasons, additives or ingredients with antioxidant prop-
erties are recommended to prevent the negative effects of oxidative
imbalance in fish (Baldissera et al., 2019). The fish liver has important
physiological functions related to fish digestibility, either in terms
of detoxification or in terms of biotransformation; simultaneously,

it is important to mention that liver tissue adapts to environmental
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conditions through continuous adjustments of its structure, assist-
ing the nutrient metabolism process, energy storage and elimination
of nitrogenous components (Segner, 1998). To reduce liver overload,
plant-based products such as antioxidant supplements have been
explored, including biocholine (Baldissera et al., 2019). According
to Bianchi and Antunes (1999), antioxidants are responsible for in-
hibiting or reducing the damage caused by free radicals. First, an-
tioxidants prevent free radicals from forming; subsequently, they
repair damage to DNA molecules as well as reconstituting damaged
membranes.

Acai oil (Euterpe oleraceae) may be an option to improve he-
patic antioxidant and metabolism systems (because the fruit and/
or its by-products have rich fatty acid profiles; Do Nascimento,
2008). According to the literature, acai possesses monounsatu-
rated and polyunsaturated fatty acids that are desirable for con-
sumption and are associated with reduced risk of cardiovascular
diseases in humans (Do Nascimento, 2008). According to Rogez
(2000), acai oil is similar to avocado and olive oil in that it con-
tains beneficial fatty acids. Acai oil is also rich in anthocyanins
responsible for giving the fruit its colour. It also modulates lipid
metabolism, minimizing the damage caused by oxidative stress in
a rat model (Cedrim et al., 2018). A recent study conducted by
Dos Santos et al. (2019) demonstrated that the addition of acai
oil to the diets of dairy sheep increased milk yields as well as the
levels of antioxidant compounds in milk, representing a possible
positive effect for the human consumer. A study using clove basil
and ginger oil as a supplement to the tilapia diet showed that 0.5%
favoured growth and weight gain. Supplementation with both oils
improved immune responses against pathogens present on fish
farms (Fig ueiredo, 2017).

Due to feeding costs can be as high as 70% of all expenditures
on a fish farm, making food the costliest part of the production sys-
tem (Dossou et al., 2018, 2019). Nevertheless, high-quality balanced
feeds as acai oil provided in proper amounts contribute to high pro-
ductivity rates, assisting with digestibility that helps to reduce ef-
fluents discharged into the environment. Therefore, the aim of this
study was to determine whether the addition of acai oil in the diet of
Nile tilapia juveniles would stimulate hepatic energy metabolism and

antioxidant responses.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Acaiail

Acai and soybean oils were obtained from commercial companies
(acai oil—Oleos Gran®, Sao Paulo, SP, Brasil; soybean oil—Bunge
Alimentos, Rondonépolis, MT, Brazil respectively). Fatty acid com-
position data present in acai oil were presented by Dos Santos
et al. (2019), noting the presence of palmitic acid (11.3%), stearic
acid (1.81%), oleic acid (37.4%), linoleic acid (44.6%) and linolenic
acid (3.45%). In soybean oil, these fatty acids were found to be

present in the following proportions: palmitic acid (14.6%), stearic

acid (3.0%), oleic acid (30.3%), linoleic acid (45.5%) and linolenic
acid (5.33%).

2.2 | Biofloc production and maintenance

Each experimental unit received an initial inoculum of biofloc (10 L)
from previous Nile tilapia cultures in a biofloc system. Chlorine-free
water was then added to a 70 L usable volume. To maintain the bio-
floc microbial community and appropriate cultivation conditions, a
C:N ratio of 15:1 (Emerenciano et al., 2017) was maintained using

molasses from sugarcane powder as an external carbon source.

2.3 | Water quality monitoring

Water quality parameters such as temperature and dissolved oxy-
gen (oximeter ALFAKIT®, model AT170, Florianépolis-SC, Brazil)
were monitored twice daily (0800 and 1700 hours). pH (pHmetro
ALFAKIT®, model AT315, Floriandpolis-SC, Brazil) and total ammo-
nia (photocolorimeter ALFAKIT®, model AT100P, Florianopolis-SC,
Brazil) levels in each experimental unit were used.

The pH at various time points of the experiment, and verified
variation from 5.4 to 6.9 (TO and T1), 5.4 to 7.1 (T3 and Té).

The ammonia at various time points of the experiment, and veri-
fied variation from 0.1 to 1.5 (T0), 0.1 to 1.3 (T1), 0.2 to 1.5(T3), 0.2
to 1.2 mg/L (T6).

The water temperature parameters fluctuated throughout the
day, with a mean of 24.8 + 6.47°C in the morning and 27.7 + 4.38°C
in the afternoon. In general, the water temperature fluctuated in all
treatments between 18 and 29.6°C.

The mean oxygen dissolved was 8.08 + 2.09 mg/L in the morning
and 5.98 + 2.75 mg/L in the afternoon. In general, the water oxygen
dissolved has fluctuated in all treatments between 4.2 and 9.4 mg/L.

All results of the water quality parameters of the biofloc
cultivation are agreed with the appropriate values for tilapia
(EI-Sayed, 2006).

2.4 | Fish

Juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) were obtained from a
commercial fish farm; average initial weight was 35 g. Prior to the
start of the experiment, these animals were kept for 14 days in a pol-
yethylene circular box (useful volume: 350 L) with constant aeration
and temperature control (~28°C). During this period, maintenance
feed (32% crude protein) was provided three times daily.
Subsequently, the juveniles were allocated to polyethylene cir-
cular boxes (usable volume: 70 L) with individual aeration using a
porous stone (1 x 2 cm) coupled to a radial air compressor (ASTEN®
model CRC—2330 11 SS, 0.80 kW, 1.10 cv, monophasic, 50/60 Hz,
4.1 A, 2.75 m®/min, Sao Paulo/SP, Brazil) for a trial period of 31 days.

Each unit contained a thermostat-controlled heater (Roxin Ht-1300,
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TABLE 1 Chemical composition of the feeds used in the
experiment by treatment

Analyse TO T1 T3 T6

Dry matter, % 93.17 92.98 93.14 93.24
Crude protein, % 26.49 26.74 26.99 27.08
Crude fat, % 8.19 8.02 8.27 8.11
Ash, % 18.79 18.07 18.41 18.65

Note: 1: Ingredients: moisture (max.) 100.00 g/kg; crude protein (min.)
240.00 g/kg. Ethereal extract (min.) 40.00 g/kg; crude fibre (max.)
100.00 g/kg. Mineral matter (max.) 140.00 g/kg; calcium (min.) 10.00 g/
kg; calcium (max.) 30.00 g/kg; phosphate (min.) 10.00 g/kg; sodium
(min.) 3,000.00 mg/kg; Iron (min.) 30.00 mg/kg; copper (min.) 5.00 mg/
kg; manganese (min.) 30.00 mg/kg; Zinc (min.) 60.00 mg/kg; iodine
(min.) 1.00 mg/kg; cobalt (min.) 0.10 mg/kg; selenium (min.) 0.30 mg/
kg; vitamin A (min.) 12,000.00 Ul/kg; vitamin D3 (min.) 2,400.00 Ul/
kg; vitamin E (min.) 50.00 1U/kg; vitamin K3 (min.) 5.00 mg/kg; vitamin
B1 (min.) 10.00 mg/kg; vitamin B2 (min.) 20.00 mg/kg; niacin (min.)
100.00 mg/kg; pantothenic acid (min.) 50.00 mg/kg; vitamin B6 (min.)
10.00 mg/kg; folic acid (min.) 4.00 mg/kg; biotin (min.) 0.20 mg/kg;
vitamin B12 (min.) 40.00 mcg/kg; vitamin C (min.) 150.00 mg/kg.

Note 2: Treatments: TO (inclusion of 6% of soybean oil, without addition
of acai oil); T1 (1% acai; 5% soybean); T3 (3% acai; 3% soybean); Té
(inclusion of 6% of acai oil, without added soybean oil).

100 W, 220 V) to maintain the culture medium temperature at ~28°C
throughout the experiment.

2.5 | Experimental design and diets

The juveniles were maintained in four experimental tanks and
housed at 10 fish per tank. Because the objective of this study was
to evaluate the effect of acai oil consumption on energy metabolism
and oxidative status, each fish was considered an experimental unit.
The feed used was a commercial brand (Nutripiscis® Engorda; 24%
CP), ground with added the agai oil and/or soybean oil (isoproteic
and isoenergetic diets), as follows: treatment TO (inclusion of 6% of
soybean oil, without addition of acai oil); T1 (1% acai; 5% soybean);
T3 (3% acai; 3% soybean); Té (inclusion of 6% of acai oil, without

v

(108 kcal), according to the manufacturer's guaranteed analysis, rea-
son why soy oil was chosen as an ingredient in the control group.

After addition of the oils, the feed was homogenized and distilled
water was added to provide consistency and allow pelleting (2-3-
mm particles). Using biometrics, we calculated the oil content to be
6% of the biomass per tank per day.

Bromatological analyses were performed following the protocols
established by Brazilian Compendium of Animal Feeding (2005). The

results are displayed in Table 1.

2.6 | Data and sample collection

At the beginning of the experiment, initial biometry was performed
with the weighing and measuring of the total and standard length of
the fish. All fish were captured and sedated with eugenol (1 ml/L).
Weighing was performed using a 0.01 g precision scale (Mars model
ML 600, Sao Paulo, Brazil). For measuring the length, a crystal poly-
styrene ruler was used. Zootechnical performance was not the ob-
jective of this study; nevertheless, these additional data were added
to the data set.

After the end of the experiment, the fish remained fasting for
12 hr to collect final biometrics (final weight and length) and liver
collection. Fish (n = 10 by treatment) were anaesthetized with eu-
genol (1 ml/L) and euthanized by medullary section using meth-
ods approved by the National Council for Animal Experimentation
Control (CONCEA), with ten fish per treatment being used for liver
collection.

2.7 | Hepatic oxidant and antioxidant status

Livers were homogenized (1:10 w/v) in medium containing 120 mM
potassium chloride and 30 mM buffer phosphate (pH 7.4) and cen-
trifuged (800 x g, 10 min, 4°C). The supernatant fractions were
frozen at -20°C. Protein concentrations were determined by the
Coomassie blue method following the methodology described
by Read and Northcote (1981) using bovine serum albumin as a

added soybean oil). Qils used in this study had similar energy values standard.
TABLE 2 Body weight and size of
tilapia fed diets containing various levels o
L. Variable Moment TO T1 T3 T6 Value
of acai oil
Weight (g) Initial 35.3+24 35.8+2.5 35.6 +2.8 35.2+24 .96
Final 624 +3.1 60.5 +8.3 55.6 +7.5 59.7 7.7 .35
Total length Initial 129+ 04 129+ 0.4 12.8 + 0.4 12.8 + 0.5 97
(cm) Final 177+04  177+0.6 172408 174+05 .86
Partial Initial 10.2+0.3 10.4 +0.5 10.3+0.5 10.3+ 0.4 .98
length (cm) 5 158+04 150406 155+0.6 154+0.5 .87

Note: 1: No difference between the treatments (TO, T1, T3 and Té).

Note 2: treatments—TO (inclusion of 6% of soybean oil, without addition of acai oil); T1 (1% acai; 5%
soybean); T3 (3% acai; 3% soybean); Té (inclusion of 6% of acai oil, without added soybean oil).
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Reactive oxygen species (ROS) production was measured by
determining oxidation of 2',7'-dichlorofluorescein (DCFH) (LeBel
et al., 1992) DCFH-DA is hydrolysed by intracellular esterases to
form non-fluorescent DCF, which is then rapidly oxidized to form
highly fluorescent DCF in the presence of ROS. DCF fluorescence
intensity correlates to the amount of ROS formed. Fluorescence was
measured using excitation and emission wavelengths of 480 and
535 nm respectively. A calibration curve was generated using DCF
standards (0.1-1 pM), and data were expressed as micromoles DCF
formed per mg of protein.

Lipid peroxidation (LPO) levels were measured using he-
patic samples diluted in cold methanol (1:1 v/v) and centrifuged
at 1,000 x g for 10 min at 4 °C. This technique is based in the
reaction of hydroperoxides with Fe?* (FeSO,) in an acid medium
(H,S0,) in the presence of the dye xylenol orange, as proposed
by Monserrat et al. (2003) and reported in detail by da Silva
et al. (2018). Hepatic LPO was measured in the supernatants
using a microplate reader at 550 nm, with cumene hydroperoxide
as the standard.

Levels of NO, were measured according to the Griess method
that indirectly quantifies (400 nm) the levels of nitrite/nitrate using
50 pl sample as previously described in detail by Tatsch et al. (2011).
Results were expressed as U/L.

The activity of superoxide dismutase (SOD) was determined ac-
cording to the auto-oxidation principle of pyrogallol, inhibited in the
presence of SOD. The optical density change was determined kinet-
ically for two minutes at 420 nm, at ten-second intervals, according
to methodology described by Beutler (1984). Activity was expressed
as U/mg protein.

The activity of glutathione S-transferase (GST) was measured
according to Mannervik and Guthenberg (1981) with slight modifi-
cations. GST activity was measured by the rate of formation of dini-
trophenyl-S-glutathione at 340 nm in a medium containing 50 mM
potassium phosphate, pH 6.5, 1 mM GSH, 1 mM 1-chloro-2,4-dini-
trobenzene (CDNB) as substrate, and tissue supernatants (approx-
imately 0.045 mg of protein). The results were expressed as U/mg
protein.

The activity of glutathione peroxidase (GPx) was measured
using tert-butylhydroperoxide as substrate (Wendel, 1981).
Enzyme activity was determined by monitoring the NADPH dis-
appearance at 340 nm in a medium containing 100 mM potassium
phosphate buffer/1 mM EDTA, pH 7.7, 2 mM GSH, 0.1 U/mL GR,
0.4 mM azide, 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide, 0.1 mM NADPH
and tissue supernatants. The results were expressed as U/mg
protein.

Antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) in hepatic
samples was done. This fluorometric method is based on the thermal
decomposition (37°C) of ABAP (2,2"-azobis(2-methylpropionami-
dine) dihydrochloride that generates peroxyl radicals, as established
by Amado et al. (2009) and reported in detail by da Silva et al. (2018).
Serum was used to detect fluorescence using wavelengths 485 nm
(excitation) and 520 nm (emission) for 40 min at 37°C. The results

were expressed as fluorescence U/mg protein.

2.8 | Analysis of hepatic energy
metabolism enzymes

To evaluate enzymes belonging to the phosphoryl transfer net-
work, 100 mg of liver was washed in SET buffer (0.32 M sucrose,
1 mM EGTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4) and homogenized (1:10
w/v) in the same SET buffer with a Potter-Elvehjem glass homog-
enizer. The homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min

at 4°C. Some of these supernatants were used to evaluate AK
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FIGURE 1 Levels of reactive oxygen species (ROS),
lipoperoxidation (LPO) and nitrite/nitrate (NOx) in the liver of
tilapias fed a diet containing different levels of acai oil. Note:
*treatments—TO (inclusion of 6% of soybean oil, without addition
of acai oil); T1 (1% acai; 5% soybean); T3 (3% acai; 3% soybean); Té
(inclusion of 6% of acai oil, without added soybean oil); **different
letters ( or ®) under bar/treatment in the graph illustrates statistical
difference (p < .05) between treatments (TO, T1, T3 and T6)
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activity; the pellets were discarded, and the supernatants were
once again centrifuged at 10,000 x g for 15 min at 4°C. The su-
pernatants containing cytosol were collected for determination
of PK.

Hepatic pyruvate kinase (PK) activity was assayed according to
the protocol established by Leong et al. (1981) and published in de-
tail by Baldissera et al. (2017). The activity was expressed as pmol
pyruvate formed/min/mg protein.

Hepatic adenylate kinase (AK) activity was measured with a cou-
pled enzyme assay with hexokinase (HK) and glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6PD), according to Dzeja et al. (1999), and pub-
lished in detail by Baldissera et al. (2017). The activity was expressed
in nmol ATP formed/min/mg protein.

2.9 | Statistical analysis

The data did not present normal distribution; therefore, data
were transformed to logarithm for normalization. Then, the data
were subjected to one-way analysis of variance and, when sig-
nificant means were obtained, the Tukey test at 5% probability
(p < .05) was applied. Results were expressed as mean and stand-

ard deviation.
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3 | RESULTS

3.1 | Body weight and size

There were no significant differences with respect to all parameters

at the beginning and end of the experiment (Table 2).

3.2 | Hepatic oxidant and antioxidant status

Hepatic ROS levels were significantly lower in treatments T1, T3 and
Té6 than in TO (Figure 1a). Similarly, liver TPO levels in treatments T3
and Té were significantly lower than those of TO (p < .05; Figure 1b).
Finally, treatment T6 NOx levels were significantly lower than those
of control treatment (p < .05; Figure 1c).

When acai oil was added to tilapia diets, there were elevated an-
tioxidant responses (Figure 2). GPx activity in treatments T3 and Té
treatments were significantly greater than those of control (p < .05;
Figure 2a). GST activity levels did not significantly differ between
treatments (p > .05; Figure 2b). SOD activity was significantly higher
in treatment Té than in control (p < .05; Figure 2c). Like ACAP lev-
els, they were significantly higher in treatment Té than in control
(b < .05; Figure 2d).
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FIGURE 2 Glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD) activity and total antioxidant
capacity (ACAP) in liver from diet-fed tilapias containing different levels of acai oil. Note: *treatments—TO (inclusion of 6% of soybean oil,
without addition of acai oil); T1 (1% acai; 5% soybean); T3 (3% acai; 3% soybean); Té (inclusion of 6% of acai oil, without added soybean oil);
**different letters (% or ®) under bar/treatment in the graph illustrate statistical difference (p < .05) between treatments (TO, T1, T3 and T6)
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FIGURE 3 Adenylate kinase (AK) and pyruvate kinase (PK)
activity in the liver of tilapias fed diet containing different levels

of acai oil. Note: treatments—TO (inclusion of 6% of soybean oil,
without addition of acai oil); T1 (1% acai; 5% soybean); T3 (3% acai;
3% soybean); Té (inclusion of 6% of acai oil, without added soybean
oil); **different letters (% or ®) under bar/treatment in the graph
illustrate statistical difference (p < .05) between treatments (TO, T1,
T3 and Té)

3.3 | Hepatic enzymatic energy metabolism

The results of liver enzymatic activity related to energy metabolism
in tilapia are shown in Figure 3. The activity of AK was significantly
lower in the livers of tilapia that had the inclusion of 6% of acai oil
in the diet (T6) compared with the control (p < .05; Figure 3a). For
PK activity, there was no significant difference between treatments
(p > .05; Figure 3b).

4 | DISCUSSION

Favourable environmental conditions are required for efficient and
satisfactory fish production. These include temperature, oxygen and
water pH, as well as a balanced and quality diet. Plant-based prod-
ucts may improve production and increase product acceptability in
commercial fish production. In the present study, acai oil was used
because of its antioxidant properties so as to reduce free radicals
and lipid peroxidation, both of which adversely affect fish growth
and fish health due to prejudice of the antioxidant system (Baldissera
et al., 2020).

Because of the positive results we found for the hepatic antioxi-
dant system, we will perform studies in the future aiming to evaluate
performance in other animals, because such research has already
reported productive efficiency when using acai by-products. For ex-
ample, acai flour in the feed of laying hens improved bird health and
produced higher egg production and quality (Fortuoso et al., 2019).
Dos Santos et al. (2019) reported that the addition of acai oil to the
diets of dairy sheep increased milk yield and production efficiency
rates.

In the present study, for all treatments tested, dietary acai oil
reduced ROS levels; this may be associated with increased an-
tioxidant defences in fish mediated by antioxidants that activate
enzymatic or non-enzymatic pathways (Maritim et al.,, 2003). A
possible explanation for the low levels of ROS is the high antioxi-
dant capacity; however, the difference was significantly observed
only at Té. This reduction of free radicals also can be explained by
the action of anthocyanins that in turn are responsible for causing
reduction or even inhibition of these cell-damaging agents (Gallori
et al., 2004). In addition to anthocyanins, acai oil also contains fla-
vonoids that have antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial
properties. The antioxidant mechanisms of flavonoids assist in the
extinction or elimination of free radicals, as well as inhibition of the
formation of enzymes that generate reactive oxygen species (Kang
et al., 2011; Packer & Luz, 2007). LPO levels were also lower in the
treatments that contained the highest levels of acai oil (T3 and Té),
as observed by Fortuoso et al. (2019) in egg yolks of laying hens
supplemented with acai flour. According to Bezerra et al. (2016),
polyunsaturated and monounsaturated fatty acids protect cells
and improve animal health, as do the fatty acids found in acai that
improve animal health via their anti-inflammatory and antioxidant
properties. The highest level of acai oil (6%) reduced levels of NOx,
an important free radical that has deleterious effects in excess
quantities (Dusse et al., 2003). Because of its potent antioxidant ef-
fects, acai oil reduced NOx levels, possibly contributing to reduce
inflammatory processes and tissue damage (Udani et al., 2011).
GPx activity was elevated in treatments with higher levels of acai
oil. In the present study, superoxide dismutase (SOD) activity was
elevated at higher oil levels. When the diet of female rats was sup-
plemented with acai, there was a reduction in SOD activity, simi-
lar to the standard diet. The authors therefore suggested that the
components present in the acai pulp helped to prevent free radical
formation (Souza, 2009).

The activity of AK was lower in the fish treated with 6% acai oil;
this can be considered a negative effect of supplementation, because
this enzyme doubles ATP production under energy stress conditions
(Wangetal., 2002). AK exerts its role on maintenance of bioenergetic
balance by reconverting two ADP molecules into one ATP and one
adenosine monophosphate (AMP), effectively doubling energetic
potential, a crucial step to improve intracellular energetic commu-
nication and metabolic monitoring in tissues with high and fluctuat-
ing energy demands, as is the case for liver (Dzeja & Terzic, 2009).
Therefore, inhibition of AK prevents doubling of energy potential,

possibly explaining the absence of weight gain; nevertheless, the
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mechanism remains unknown. In this study, no significant difference
was observed regarding hepatic PK activity, in agree to observed
by Mathias et al. (2019) in heart of rats that received a diet supple-
mented with 5% acai pulp. According to these authors, the exact
mechanism for absence of effects remains unknown, but appears
linked to a dose-dependent effect.

5 | CONCLUSION

Acai oil in tilapia diets stimulated antioxidant responses and conse-
quent reduction in lipid peroxidation, as well as free radical forma-
tion in the liver. However, acai oil had a negative impact on hepatic
metabolism via inhibition of a key enzyme associated with ATP

synthesis.
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Os niveis de T6 e 6xido nitrico foram significativamente menores no T6 do que no TO. Glutationa

A atividade da peroxidase foi significativamente maior em T3 e T6 do que em TO, enquanto su-

a atividade da peréxido dismutase e os niveis de capacidade antioxidante total foram significativamente

maior no T6 do que no TO. A atividade da adenilato quinase foi significativamente menor no T6

do que em TO. Esses resultados sugerem que a adi¢éo de 6leo de agai em dietas para tilapia do Nilo estimula

respostas antioxidantes induzidas.

PALAVRAS-CHAVE

Acali, poder antioxidante, bioquimica, desempenho

garantindo a homeostase entre o trifosfato de adenosina celular

1| INTRODUGAO
(ATP) consumo e produgéo (Dzeja & Terzic, 2003). O P.K.

Os antioxidantes s&o responsaveis por inibir ou reduzir os danos

causadas por reagdes oxidativas, reduzindo consequentemente os niveis de
radicais, um efeito biologico desejavel (Bianchi & Antunes, 1999); no-
concentracdes elevadas, prejudicam a satde e o crescimento dos animais. Primeiro,
os antioxidantes impedem a formagao de radicais livres; posteriormente, eles
reparar danos as moléculas de DNA e reconstituir as membranas danificadas
membranas. Antioxidantes como carotenoides e flavonoides podem ser obtidos
obtidos através da prépria dieta, assim como as vitaminas C, E e A (Erdogan

& Arslan, 2019; Qiang et al., 2019). Além disso, evidéncias recentes tém

sugeriu @ melhora da adenilato quinase (AK) e piru-

cinase vate (PK) como vias importantes ligadas ao aumento de

crescimento de peixes, conforme observado por Baldissera et al. (2019) para tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) alimentados com biocolina. Essas duas enzimas

desenvolver um papel fundamental na transferéncia e distribuicdo de energia, bem como

é uma enzima irreversivel da via da glicélise que forma piruvato

e ATP, exercendo um papel essencial na produgdo de energia nos tecidos

com necessidades energéticas elevadas, como o figado (Wang et al., 2002).

Além disso, AK é reconhecido como um facilitador da comunicacéo energética
entre o nlcleo e o citosol através da transferéncia reversivel do

grupo Yy-fosfato para monofosfato de adenosina (AMP) e consequente liberacdo de
duas moléculas de difosfato de adenosina (ADP)

(Dzeja & Terzic, 2009).

Por estas razdes, aditivos ou ingredientes com propriedades antioxidantes
propriedades s@o recomendadas para prevenir os efeitos negativos da oxidagao
desequilibrio em peixes (Baldissera et al., 2019). O figado dos peixes tem importante
fungdes fisioldgicas relacionadas a digestibilidade dos peixes, seja em termos
de desintoxicacdo ou em termos de biotransformacéo; simultaneamente,

€ importante mencionar que o tecido hepatico se adapta as condi¢des ambientais
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condigdes através de ajustes continuos de sua estrutura, assisténcia-

o processo de metabolismo de nutrientes, armazenamento e eliminacédo de energia
de componentes nitrogenados (Segner, 1998). Para reduzir a sobrecarga hepatica,
produtos a base de plantas, como suplementos antioxidantes, tém sido

explorados, incluindo a biocolina (Baldissera et al., 2019). De acordo

para Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes s&o responsaveis por

inibindo ou reduzindo os danos causados pelos radicais livres. Primeiro, um-

Os antioxidantes impedem a formacé&o de radicais livres; posteriormente, eles

reparar danos as moléculas de DNA, bem como reconstituir as moléculas danificadas
membranas.

O dleo de acai (Euterpe oleraceae) pode ser uma opc¢éo para melhorar a satde
sistemas antioxidantes e metabélicos (porque a fruta e/
ou seus subprodutos possuem perfis ricos em acidos graxos; Do Nascimento,
2008). De acordo com a literatura, o acai possui propriedades monoinsaturadas
acidos graxos poliinsaturados e classificados que sdo desejaveis para
consumo e estéo associados a reducéo do risco de doencas cardiovasculares
doencas em humanos (Do Nascimento, 2008). Segundo Rogez
(2000), o 6leo de acai é semelhante ao abacate e ao azeite de oliva, pois contém
contém acidos graxos benéficos. O éleo de acai também é rico em antocianinas
responsavel por dar cor a fruta. Também modula a regulacao lipidica
metabolismo, minimizando os danos causados pelo estresse oxidativo no
um modelo de rato (Cedrim et al., 2018). Um estudo recente conduzido por
Dos Santos et al. (2019) demonstraram que a adi¢ao de acai
6leo na dieta de ovelhas leiteiras aumentou a producéo de leite, bem como a
niveis de compostos antioxidantes no leite, representando uma possivel
efeito positivo para o consumidor humano. Um estudo usando cravo e manjericdo
e 6leo de gengibre como suplemento a dieta da tilapia mostrou que 0,5%
favoreceu o crescimento e o ganho de peso. A suplementagdo com ambos os 6leos
respostas imunolégicas melhoradas contra patégenos presentes nos peixes
fazendas (Fig. ueiredo, 2017).

Devido aos custos de alimentagao poderem atingir 70% de todas as despesas
numa piscicultura, tornando a alimentagéo a parte mais dispendiosa do sistema de producéo
tema (Dossou et al., 2018, 2019). No entanto, um equilibrio de alta qualidade
alimentos como 6leo de acai fornecidos em quantidades adequadas contribuem para alta pro-
taxas de ductividade, auxiliando na digestibilidade que ajuda a reduzir o ef-
efluentes langados no meio ambiente. Portanto, o objetivo deste
estudo teve como objetivo verificar se a adicdo de 6leo de acai na dieta de
Os juvenis de tilapia do Nilo estimulariam o metabolismo energético hepatico e

respostas antioxidantes.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1| Oleo de acai

Os dleos de acai e de soja foram obtidos de empresas comerciais (6leo de acai — Oleos
Gran®, Sao Paulo, SP, Brasil; 6leo de soja — Bunge

Alimentos, Rondonépolis, MT, Brasil respectivamente). Acido graxo com

dados de posicédo presentes no 6leo de acai foram apresentados por Dos Santos

et al. (2019), observando a presenca de acido palmitico (11,3%), &cido estearico

&cido (1,81%), acido oleico (37,4%), acido linoleico (44,6%) e linolénico

4cido (3,45%). No 6leo de soja, esses acidos graxos foram encontrados

presente nas seguintes proporcées: acido palmitico (14,6%), acido estearico

4cido (3,0%), acido oleico (30,3%), &cido linoleico (45,5%) e &acido linolénico

acido (5,33%).

2.2 | Producgéo e manutencéo de bioflocos

Cada unidade experimental recebeu um inéculo inicial de bioflocos (10 L)

de culturas anteriores de tilapia do Nilo em um sistema de bioflocos. Sem cloro
agua foi entdo adicionada até um volume utilizavel de 70 L. Para manter o bio-
comunidade microbiana de flocos e condi¢Ges de cultivo adequadas, uma

A relagéo C:N de 15:1 (Emerenciano et al., 2017) foi mantida usando

melaco de p6 de cana-de-aglicar como fonte externa de carbono.

23 | Monitoramento da qualidade da agua

Parametros de qualidade da agua como temperatura e oxigénio dissolvido (oximetro
ALFAKIT®, modelo AT170, Florianépolis-SC, Brasil)
foram monitorados duas vezes ao dia (08:00 e 17:00 horas). pH (pHmetro ALFAKIT®,
modelo AT315, Florianépolis-SC, Brasil) e amdnio total (fotocolorimetro ALFAKIT®,
modelo AT100P, Florianépolis-SC, Brasil)
Foram utilizados os niveis (Brasil) em cada unidade experimental.
O pH em vérios momentos do experimento e verificado
variacdo de 5,4a6,9 (T0e T1),54a7,1 (T3 e T6).
A amonia em varios momentos do experimento e veri-
variagdo verificada de 0,1 a 1,5 (T0), 0,1 a 1,3 (T1), 0,2 a1,5(T3), 0,2
para 1,2 mg/L (T6).
Os parametros da temperatura da agua flutuaram ao longo do
dia, com média de 24,8 + 6,47°C pela manha e 27,7 + 4,38°C
atarde. Em geral, a temperatura da 4gua oscilou em todos os
tratamentos entre 18 e 29,6°C.
O oxigénio dissolvido médio foi de 8,08 + 2,09 mg/L pela manha
e 5,98 + 2,75 mg/L a tarde. Em geral, o nivel de oxigénio na agua
dissolvido flutuou em todos os tratamentos entre 4,2 e 9,4 mg/L.
Todos os resultados dos parametros de qualidade da agua do biofloco
o cultivo esta de acordo com os valores adequados para tilapia

(E-Sayed, 2006).

2.4 | Peixe

A tilapia-do-nilo juvenil (Oreochromis niloticus) foi obtida de um
piscicultura comercial; peso inicial médio era de 35 g. Antes da
No inicio do experimento, esses animais foram mantidos por 14 dias em um pol-
caixa circular de etileno (volume (til: 350 L) com aeracéo constante
e controle de temperatura (~28°C). Durante este periodo, a manutencéo
racéo (32% de proteina bruta) foi fornecida trés vezes ao dia.
Posteriormente, os juvenis foram alocados em circuitos de polietileno
caixas circulares (volume dtil: 70 L) com aeracéo individual por meio de pedra porosa (1
x 2 cm) acoplada a um compressor de ar radial (ASTEN®
modelo CRC—2330 11 SS, 0,80 kW, 1,10 hp, monofasico, 50/60 Hz, 4,1 A, 2,75 m3 /min,
Sé&o Paulo/SP, Brasil) por um periodo de teste de 31 dias.

Cada unidade continha um aquecedor controlado por termostato (Roxin Ht-1300,
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TABELA 1 Composicédo quimica dos alimentos utilizados no experimento

por tratamento

Analisar TO T1 T3 T6

Matéria seca, % 93,17 92,98 93,14 93,24
Proteina bruta, % 26,49 26,74 26,99 27.08
Gordura bruta, % 8.19 8.02 8.27 8.11
Cinzas, % 18,79 18.07 18.41 18,65

Nota: 1: Ingredientes: umidade (méx.) 100,00 g/kg; proteina bruta (min.) 240,00
g/kg. Extrato etéreo (min.) 40,00 g/kg; fibra bruta (méx.) 100,00 g/kg. Matéria
mineral (méax.) 140,00 g/kg; célcio (min.) 10,00 g/kg.

kg; calcio (max.) 30,00 g/kg; fosfato (min.) 10,00 g/kg; sédio (min.) 3.000,00
mg/kg; ferro (min.) 30,00 mg/kg; cobre (min.) 5,00 mg/

kg; manganés (min.) 30,00 mg/kg; zinco (min.) 60,00 mg/kg; iodo (min.) 1,00
mg/kg; cobalto (min.) 0,10 mg/kg; selénio (min.) 0,30 mg/

kg; vitamina A (min.) 12.000,00 Ul/kg; vitamina D3 (min.) 2.400,00 UI/

kg; vitamina E (min.) 50,00 Ul/kg; vitamina K3 (min.) 5,00 mg/kg; vitamina B1
(min.) 10,00 mg/kg; vitamina B2 (min.) 20,00 mg/kg; niacina (min.) 100,00 mg/
kg; acido pantoténico (min.) 50,00 mg/kg; vitamina B6 (min.) 10,00 mg/kg; acido
félico (min.) 4,00 mg/kg; biotina (min.) 0,20 mg/kg; vitamina B12 (min.) 40,00
mcg/kg; vitamina C (min.) 150,00 mg/kg.

Nota 2: Tratamentos: TO (incluséo de 6% de 6leo de soja, sem adicéo de 6leo de
acai); T1 (1% acal; 5% soja); T3 (3% acai; 3% soja); T6 (incluséo de 6% de
dleo de acai, sem adicao de dleo de soja).

100 W, 220 V) para manter a temperatura do meio de cultura em ~28°C

durante todo o experimento.

2.5 | Desenho experimental e dietas

Os juvenis foram mantidos em quatro tanques experimentais e

alojados em 10 peixes por tanque. Como o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do consumo de 6leo de agai no metabolismo energético

e estado oxidativo, cada peixe foi considerado uma unidade experimental.
A racéo utilizada foi de marca comercial (Nutripiscis® Engorda; 24%

CP), moido com adicéo de 6leo de acai e/ou 6leo de soja (isoproteico

e dietas isoenergéticas), sendo: tratamento TO (inclusdo de 6% de

6leo de soja, sem adicdo de dleo de acai); T1 (1% acai; 5% soja);

T3 (3% acai; 3% soja); T6 (incluséo de 6% de 6leo de acai, sem

R

(108 kcal), de acordo com a andlise garantida pelo fabricante, real-
E por isso que o 6leo de soja foi escolhido como ingrediente no grupo de controle.
Ap6s a adicéo dos ¢leos, a ragédo foi homogeneizada e destilada
agua foi adicionada para fornecer consisténcia e permitir a peletizagéo (2—3-
particulas de mm). Usando biometria, calculamos o teor de 6leo como
6% da biomassa por tanque por dia.
As andlises bromatolégicas foram realizadas seguindo os protocolos
estabelecido pelo Compéndio Brasileiro de Alimentagédo Animal (2005). O

os resultados s&o apresentados na Tabela 1.

2.6 | Coleta de dados e amostras

No inicio do experimento foi realizada a biometria inicial
com a pesagem e medicéo do comprimento total e padréo de
os peixes. Todos os peixes foram capturados e sedados com eugenol (1 ml/L).
A pesagem foi realizada em balanca de precisdo de 0,01 g (modelo Mars).
ML 600, S&o Paulo, Brasil). Para medir o comprimento, foi utilizado um cristal poli-
régua de estireno foi utilizada. O desempenho zootécnico néo foi ob-
objetivo deste estudo; No entanto, esses dados adicionais foram adicionados
para o conjunto de dados.
Ap6s o término do experimento, 0s peixes permaneceram em jejum por
12 horas para coleta de dados biométricos finais (peso e comprimento finais) e figado
coleta. Os peixes (n = 10 por tratamento) foram anestesiados com eu-
genol (1 ml/L) e eutanasiado por sec¢cdo medular utilizando me-
métodos aprovados pelo Conselho Nacional de Experimentagdo Animal

Controle (CONCEA), com dez peixes por tratamento sendo utilizados para figado

colecéo.

2.7 | Estado oxidante e antioxidante hepatico

Os figados foram homogeneizados (1:10 p/v) em meio contendo 120 mM
cloreto de potassio e fosfato tamp&ao 30 mM (pH 7,4) e cent-

trifugado (800 x g, 10 min, 4°C). As fracdes do sobrenadante foram
congelado a -20°C. As concentragdes de proteina foram determinadas pela
Método do azul de Coomassie seguindo a metodologia descrita

por Read e Northcote (1981) usando albumina de soro bovino como

6leo de soja adicionado). Os 6leos usados neste estudo apresentaram valores energéticos semelhantes padréo.
TABELA 2 Peso corporal e tamanho de tilapias
alimentadas com dietas contendo varios niveis de variavel Momento T0 T1 T3 T6 ’\)/-alor
6leo de acafl
Peso (g) Inicial 353+24 358+25 356+28 352+24 .96
Fim 62,4+ 3,1 60,5+ 8,3 55,6 +7,5 59,7+7,7 .35
Comprimento Inicial 129+04 129+0,4 128+0/4 12,8+ 0,5 .97
total (cm) Fim 17,7 + 0,4 17,7+0,6 17,2+0,8 17,4£0,5 -86
Parcial Inicial 10,2+0,3 104 +0,5 103+0,5 103+0/4 .98
comprimento (cm) Fim 158+ 0,4 15,0+ 0,6 155+ 0,6 154+05 .87

Nota: 1: Ndo houve diferenca entre os tratamentos (T0, T1, T3 e T6).

Nota 2: tratamentos—TO (inclus&@o de 6% de 6leo de soja, sem adicéo de 6leo de acafi); T1 (1% acai; 5% soja); T3
(3% acai; 3% soja); T6 (inclusdo de 6% de 6leo de acai, sem adicéo de 6leo de soja).
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A producg&o de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi medida pela determinagéo 2.8 | Analise de enzimas do
da oxidacéo de 2y,7y-diclorofluoresceina (DCFH) (LeBel metabolismo en erg ético h ep atico

etal., 1992) DCFH-DA ¢é hidrolisado por esterases intracelulares para

formam DCF néo fluorescente, que é entdo rapidamente oxidado para formar Para avaliar enzimas pertencentes a rede de transferéncia de fosforil-

DCF altamente fluorescente na presenga de ROS. Fluorescéncia de DCF trabalho, 100 mg de figado foram lavados em tampéao SET (sacarose 0,32 M,
aintensidade esta correlacionada com a quantidade de ROS formada. A fluorescéncia foi 1 mM EGTA, 10 mM Tris—HClI, pH 7,4) e homogeneizado (1:10

medido usando comprimentos de onda de excitagdo e emisséo de 480 e p/v) no mesmo tampé&o SET com um homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem
535 nm, respectivamente. Uma curva de calibracéo foi gerada usando DCF Os homogeneizados foram centrifugados a 800 x g por 10 min

padrdes (0,1-1 yM) e os dados foram expressos como micromoles de DCF formados a 4°C. Alguns desses sobrenadantes foram usados para avaliar AK

por mg de proteina.

Os niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) foram medidos usando he-
ROS levels
amostras de agua diluidas em metanol frio (1:1 v/v) e centrifugadas
a1.000 x g por 10 min a 4 °C. Esta técnica é baseada na P<0.05

reacdo de hidroperéxidos com Fe2+ (FeSO4) em meio acido (H2SO4) na presenca do

corante laranja de xilenol, conforme proposto por Monserrat et al. (2003) e relatado

b b
detalhadamente por da Silva
et al. (2018). O LPO hepético foi medido nos sobrenadantes
utilizando um leitor de microplacas a 550 nm, com hidroperéxido de cumeno
como padréo.
1
Os niveis de NOx foram medidos de acordo com o método de Griess que quantifica
0
T1 T3

indiretamente (400 nm) os niveis de nitrito/nitrato usando To

U DCF/mg of protein
%) (=) I n o - =]

T6

Amostra de 50 pl, conforme descrito anteriormente em detalhes por Tatsch et al. (2011).

Os resultados foram expressos como U/L.
LPO levels

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada
600 a
de acordo com o principio de auto-oxidagdo do pirogalol, inibido no

P<0.05

presenca de SOD. A alteracio da densidade 6ptica foi determinada cinética 500

icamente por dois minutos a 420 nm, em intervalos de dez segundos, de acordo

a metodologia descrita por Beutler (1984). A atividade foi expressa

ab
400 b b
como U/mg de proteina. i
A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi medida 200
segundo Mannervik e Guthenberg (1981) com ligeira modificagéo 100
cations. A atividade da GST foi medida pela taxa de formacé&o de dini-
1}
T1 T3

trofenil-S-glutationa a 340 nm em meio contendo 50 mM
TO T6

CHPnmol/g of tissue

fosfato de potéssio, pH 6,5, 1 mM GSH, 1 mM 1-cloro-2,4-dini-

trobenzeno (CDNB) como substrato e sobrenadantes de tecido (aprox. NOx levels
aproximadamente 0,045 mg de proteina). Os resultados foram expressos em U/mg 180 .
proteina. = P<0.05
= 140
A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi medida Eu 10 ki
usando terc-butilhidroperéxido como substrato (Wendel, 1981). E{ ab b
A atividade enzimatica foi determinada pelo monitoramento da distribuicdo do NADPH I 1o
aparéncia a 340 nm em um meio contendo 100 mM de potassio é *
tampao fosfato/1 mM EDTA, pH 7,7, 2 mM GSH, 0,1 U/mL GR, g :j
0,4 mM de azida, 0,5 mM de hidroperéxido de terc-butila, 0,1 mM de NADPH %_ -
e sobrenadantes de tecido. Os resultados foram expressos em U/mg
proteina. i TO T1 T3 T6
Capacidade antioxidante contra radicais peroxila (ACAP) no figado
amostras foi feito. Este método fluorométrico € baseado na decomposigéo térmica (37 ° FIGURA 1 Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
C) de ABAP (2,2y-azobis (2-metilpropionami- lipoperoxidacédo (LPO) e nitrito/nitrato (NOXx) no figado de tilapias alimentadas

dicloridrato de dine) que gera radicais peroxila, conforme estabelecido com uma dieta contendo diferentes niveis de 6leo de acai. Nota: *tratamentos

. — TO (incluséo de 6% de 6leo de soja, sem adi¢do de 6leo de acai); T1 (1% de
por Amado et al. (2009) e relatado em detalhes por da Silva et al. (2018).
acai; 5% de soja); T3 (3% de acai; 3% de soja); T6 (incluséo de 6% de 6leo de acai,
O soro foi usado para detectar fluorescéncia usando comprimentos de onda de 485 nm sem adicio de 6leo de soja); *Hletras diferentes (a ou diferenca (p  0,05) entre os

(excitagdo) e 520 nm (emissé&o) por 40 min a 37°C. Os resultados tratamentos b) abaixo da barra/tratamento no gréfico ilustra estatistica

foram expressas como fluorescéncia U/mg de proteina. (TO, T1, T3 e T6)
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atividade; os pellets foram descartados e os sobrenadantes foram 3 | RESULTADOS

centrifugado novamente a 10.000 x g por 15 min a 4°C. O su-
3.1 | Peso e tamanho corporal

pernantes contendo citosol foram coletados para determinagao

de PK.

A atividade da piruvato quinase hepatica (PK) foi avaliada de acordo com Né&o houve diferencas significativas em relagéo a todos os parametros

o protocolo estabelecido por Leong et al. (1981) e publicado em de- no inicio e no final do experimento (Tabela 2).

cauda por Baldissera et al. (2017). A atividade foi expressa como pmol

piruvato formado/min/mg proteina.

A atividade da adenilato quinase hepatica (AK) foi medida com um cou- 3.2 | Estado oxidante e antioxidante hepatico

ensaio enzimatico com hexoquinase (HK) e glicose 6-fosfato

desidrogenase (G6PD), segundo Dzeja et al. (1999), e pub- Os niveis de ROS hepaticos foram significativamente menores nos tratamentos T1, T3 e

detalhadamente por Baldissera et al. (2017). A atividade foi expressa T6 do que em TO (Figura 1a). Da mesma forma, os niveis de TPO no figado nos tratamentos T3

em nmol ATP formado/min/mg proteina. e T6 foram significativamente menores que os de TO (p < 0,05; Figura 1b).

Finalmente, os niveis de NOx do tratamento T6 foram significativamente menores do que aqueles
do tratamento de controle (p < 0,05; Figura 1c).

2.9 | Analise estatistica Quando o 6leo de agai foi adicionado as dietas de tilapia, houve elevagéo da a-
Respostas antioxidantes (Figura 2). Atividade da GPx nos tratamentos T3 e T6

Os dados néo apresentaram distribuicdo normal, portanto, a data os tratamentos foram significativamente maiores que os dos controles (p < 0,05;

foram transformados em logaritmo para normalizagédo. Em seguida, os dados Figura 2a). Os niveis de atividade de GST nao diferiram significativamente entre

foram submetidos a anélise de variancia unidirecional e, ao seguir tratamentos (p > 0,05; Figura 2b). A atividade da SOD foi significativamente maior

médias significativas foram obtidas, o teste de Tukey a 5% de probabilidade no tratamento T6 do que no controle (p < 0,05; Figura 2c). Assim como os niveis de ACAP

(p < 0,05). Os resultados foram expressos como média e padréo. els, eles foram significativamente maiores no tratamento T6 do que no controle

desvio de ard. (p < 0,05; Figura 2d).
GPx activity P<0 .05 GST activity
3,5 ab 30 P=0.05
E a
g 3 a g 2 a
. s a
Q. > (=%
‘s . b ey 2 a
g &1
15 &
& L
T 3 10
p 1 o)
05 5
0 0
TO it | T3 T6 TO i 1| T3 Té
SOD activity P<0.05 ACAP levels P<0.05
6 i 0,5 -
§=1 b
@ 5 b al
£ § 2 § T ab ab
o
o 4 & 03 b
£ 3 g
a 02
@ 2 =
= 0,1
1
0 i}
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FIGURA 2 Atividade da glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), superéxido dismutase (SOD) e capacidade antioxidante total (ACAP) no figado de tilapia
alimentada com dieta contendo diferentes niveis de 6leo de acai. Nota: *tratamentos — TO (incluséo de 6% de 6leo de soja, sem adi¢do de 6leo de acai); T1 (1% de acai; 5% de
soja); T3 (3% de acai; 3% de soja); T6 (inclusdo de 6% de dleo de acai, sem adi¢cdo de dleo de soja); **letras diferentes (a ou

b) abaixo da barra/tratamento no grafico ilustram a diferenca estatistica (p y 0,05) entre os tratamentos (T0, T1, T3 e T6)



Machine Translated by Google

LEITE et al.

WLy et

AK activity

04 P<0.05
“6‘ a b
bo 2 ab
~E 03 b
g
- .5
EE o
& &
E 0.1
)
g
(=9

0

TO T1 T3 T6

" PK activity

0,6
o P>0.05
T 05 B 8
g a
3 04 2
fg”

o

‘; 5, 03
[od
E 02
(=}
= 0.1
=]
(=9

0

TO T1 TR Té

FIGURA 3 Atividade da adenilato quinase (AK) e da piruvato quinase (PK) no figado

de tilapias alimentadas com dieta contendo diferentes niveis de éleo de agai. Nota:
tratamentos — TO (inclus&do de 6% de 6leo de soja, sem adi¢do de 6leo de acai); T1

(1% de acai; 5% de soja); T3 (3% de acai; 3% de soja); T6 (inclusdo de 6% de dleo de acai,
sem adicdo de 6leo de soja); **letras diferentes (a ou ilustram a diferenca estatistica (p ¥
0,05) entre os tratamentos (TO, T1, b) sob a barra/tratamento no gréafico

T3eT6)

3.3 | Metabolismo energético enzimatico hepatico

Os resultados da atividade enzimatica hepatica relacionada ao metabolismo energético
na tilapia sdo mostrados na Figura 3. A atividade de AK foi significativamente

menor nos figados de tilapia que tiveram a incluséo de 6% de 6leo de acai

na dieta (T6) em comparagéo com o controle (p < 0,05; Figura 3a). Para

Atividade PK, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos

(p > 0,05; Figura 3b).

4 | DISCUSSAO

Sé&o necessarias condigdes ambientais favoraveis para uma producéo eficiente e

producéo satisfatéria de peixes. Estes incluem temperatura, oxigénio e

pH da agua, além de uma alimentagdo balanceada e de qualidade. Produtos de origem vegetal
Os produtos podem melhorar a produgdo e aumentar a aceitagdo do produto em

producéo comercial de peixes. No presente estudo, foi utilizado éleo de agai

devido as suas propriedades antioxidantes, de modo a reduzir os radicais livres

e peroxidagao lipidica, ambos os quais afetam negativamente o crescimento dos peixes

e salde dos peixes devido ao prejuizo do sistema antioxidante (Baldissera

e outros, 2020).

Devido aos resultados positivos que encontramos para o antioxi- hepatico
sistema dant, realizaremos estudos no futuro visando avaliar
desempenho em outros animais, porque essa pesquisa ja
relataram eficiéncia produtiva ao utilizar subprodutos do agai. Por exemplo
ampla, a farinha de acai na alimentacdo de galinhas poedeiras melhora a satide das aves e
produziu maior producéo e qualidade de ovos (Fortuoso et al., 2019).
Dos Santos et al. (2019) relataram que a adi¢éo de 6leo de acai a
dietas de ovelhas leiteiras aumentaram a producéo de leite e a eficiéncia da producéo
taxas.

No presente estudo, para todos os tratamentos testados, o 6leo de acai dietético
niveis reduzidos de ROS; isso pode estar associado ao aumento de an-
defesas antioxidantes em peixes mediadas por antioxidantes que ativam
vias enziméticas ou ndo enzimaticas (Maritim et al., 2003). PARA
A possivel explicag@o para os baixos niveis de ROS ¢é o alto nivel de antioxi-
capacidade dant; no entanto, a diferenca foi observada significativamente
apenas em T6. Essa reducgéo de radicais livres também pode ser explicada por
a acdo das antocianinas que por sua vez sao responsaveis por causar
reducdo ou mesmo inibicdo desses agentes que danificam as células (Gallori
et al., 2004). Além das antocianinas, o 6leo de acai também contém fl-
vonoides que possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antibacterianas
propriedades. Os mecanismos antioxidantes dos flavonéides auxiliam na
extingdo ou eliminacéo de radicais livres, bem como inibi¢ao da
formacéo de enzimas que geram espécies reativas de oxigénio (Kang
et al., 2011; Packer & Luz, 2007). Os niveis de LPO também foram menores no grupo
tratamentos que continham os maiores teores de 6leo de acai (T3 e T6),
conforme observado por Fortuoso et al. (2019) em gemas de ovos de galinhas poedeiras
suplementado com farinha de agai. Segundo Bezerra et al. (2016),
acidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados protegem as células
e melhorar a satde animal, assim como os &cidos graxos presentes no agai que
melhorar a satide animal através de seus efeitos antiinflamatérios e antioxidantes
propriedades. O maior nivel de éleo de agai (6%) reduziu os niveis de NOX,
um importante radical livre que tem efeitos deletérios em excesso
quantidades (Dusse et al., 2003). Devido ao seu poderoso efeito antioxidante
efeitos, o 6leo de acai reduziu os niveis de NOx, possivelmente contribuindo para a reducéo
processos inflamatérios e danos nos tecidos (Udani et al., 2011).
A atividade da GPx foi elevada nos tratamentos com niveis mais elevados de acaf
6leo. No presente estudo, a atividade da superdxido dismutase (SOD) foi
elevado em niveis mais elevados de 6leo. Quando a dieta de ratas fémeas foi suplementada
suplementado com acai, houve redugédo na atividade da SOD, semelhante
semelhante a dieta padrdo. Os autores sugeriram, portanto, que a
componentes presentes nha polpa do agai auxiliam na prevencao dos radicais livres
formacéo (Souza, 2009).

A atividade do AK foi menor nos peixes tratados com 6% de 6leo de acai;
isso pode ser considerado um efeito negativo da suplementacéo, porque
esta enzima duplica a produgdo de ATP em condigdes de estresse energético
(Wang et al., 2002). A AK exerce seu papel na manutencéo da bioenergética
equilibrio pela reconverséo de duas moléculas de ADP em uma de ATP e uma
monofosfato de adenosina (AMP), duplicando efetivamente a energia
potencial, um passo crucial para melhorar a comunicagao energética intracelular
comunicacao e monitoramento metabdlico em tecidos com alta e flutuante-
demandas energéticas, como é o caso do figado (Dzeja & Terzic, 2009).
Portanto, a inibicdo do AK impede a duplicagéo do potencial energético,

possivelmente explicando a auséncia de ganho de peso; no entanto, a
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mecanismo permanece desconhecido. Neste estudo, ndo houve diferenca significativa
foi observado em relacéo a atividade farmacocinética hepatica, em concordancia com o observado
por Mathias et al. (2019) no coragéo de ratos que receberam um suplemento dietético-
com 5% de polpa de agai. Segundo esses autores, a exata

mecanismo para auséncia de efeitos permanece desconhecido, mas parece

ligada a um efeito dependente da dose.

5] CONCLUSAO

Oleo de agai em dietas de tilapia estimula respostas antioxidantes e consequéncias
reducéo frequente na peroxidacéo lipidica, bem como na formacéo de radicais livres
no figado. No entanto, o 6leo de acai teve um impacto negativo no figado
metabolismo por meio da inibicdo de uma enzima chave associada ao ATP

sintese.
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