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1 INTRODUZIONE

1.1 Acquacoltura

Settore di produzione di organismi acquatici, campo in piu rapida crescita in tutto il mondo
con una domanda in continuo aumento: I’acquacoltura resta un settore in netta espansione,
oggi piu che mai. Le sue radici hanno origine a partire da piccoli insediamenti, che daranno
poi luogo alle piu importanti civilta. Dinastie cinesi ed egiziane hanno lasciato le prime
tracce di questa pratica di allevamento, la quale sara poi tramandata alle popolazioni
etrusche e romane sino ad arrivare ai nostri giorni. L’acquacoltura rappresenta una delle
principali fonti di risorse alimentari con elevato contenuto lipidico e proteico. Ad esempio,
nel 2009, i prodotti alimentari acquatici catturati e allevati rappresentavano il 16,5%
dell'apporto totale di proteine animali nella popolazione globale, fornendo ad oltre 3
miliardi di persone circa il 20% della loro assunzione pro capite media del fabbisogno
alimentare (Tacon and Metian 2013). Oggi si stima che, entro il 2030, il 62% della risorsa
ittica proverra dall’acquacoltura, confermandosi un settore in costante crescita con un peso
sempre maggiore in termini produttivi (FAO 2018). Nel corso degli ultimi 50 anni,
I’acquacoltura ¢ andata incontro ad un rapido sviluppo incrementando la sua produzione
rispetto al settore della pesca che invece ha mantenuto un trend di produzione costante.
1.1.1 Lo stato della pesca e dell’acquacoltura nel mondo

La rapida espansione dell’acquacoltura ha portato, tra il 1961 e il 2016, all’aumento medio
annuo del consumo globale di pesce (3.2%), come risorsa alimentare, superando quello

della carne (2.8%) e la crescita della popolazione (1.6%). La produzione mondiale di



risorse ittiche ha raggiunto il picco di circa 171 milioni di tonnellate nel 2016 (Figura 1),

con I’acquacoltura che rappresenta il 47% del totale (FAO 2018).
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Figura 1. Trend produttivo del settore di pesca e acquacoltura dal 1950 al 2016

In termini pro capite, il consumo di cibo per pesci ¢ aumentato da 9.0 kg nel 1961 a 20.2
kg nel 2015, con un tasso medio annuo di circa 1’1.5% (FAO 2016). L’acquacoltura
continua a crescere molto piu rapidamente a differenza di altri settori di produzione
alimentare e cio soddisfa il continuo aumento di domanda di pesce e crostacei fornendo un
maggior quantitativo di prodotto rispetto la pesca in mare aperto (Tacon and Metian 2015).
Il primato resta alla Cina con un ammontare di 40 milioni di tonnellate nel 2012, volume di
produzione quadruplicato rispetto al 1990. La Cina rappresenta un quarto della domanda
mondiale di risorsa ittica (Henriksson and Leadbitter 2015).
1.1.2  Crescita, vantaggi e svantaggi dell’acquacoltura
Alla base della continua crescita del settore dell’acquacoltura vi sono molteplici fattori tra i

quali ¢ bene ricordare il declino della pesca in cattivita, 1’accrescimento della domanda



globale di prodotti ittici e I’aumento di popolazione, che stima essere di circa 10 miliardi di
persone entro il 2050.

Annualmente si assiste ad un incremento demografico di circa 77 milioni di persone,
scenario che mette in luce nuove sfide per cibo, salute e spazio (Cohen 2003). La
probabilita che la popolazione mondiale, ora di 7.2 miliardi di persone, aumentera tra i 9.6
miliardi e 1 12.3 miliardi nel 2100 sara dell’80% (Gerland et al. 2014). L’acquacoltura ¢
ampiamente considerata come un'arma importante nella lotta globale contro Ia
malnutrizione e la poverta, in particolare nei paesi in via di sviluppo in cui attualmente
viene realizzato oltre il 93% della produzione globale. Tale settore fornisce una fonte
alimentare accessibile e ricca di nutrienti essenziali (Welch et al. 2010).

Sebbene molti prodotti ittici presentano un corretto profilo amminoacidico e acidico, le
proiezioni dell'International food policy research institute (IFPRI) suggeriscono che nei
paesi in via di sviluppo ben 150 milioni di bambini, 1 su 4 in eta prescolare, potrebbero
rimanere malnutriti nel 2020 (Pinstrup-Andersen P. et al. 1997). L’acquacoltura, come
sistema di produzione alimentare, mostra quindi il potenziale per fornire proteine di qualita
ad una popolazione in costante aumento, anche se la differenza tra produzione e domanda
di cibo potrebbe essere piu che raddoppiata nei paesi in via di sviluppo nei prossimi 25
anni.

Questo settore rappresenta sicuramente un vantaggio per la fornitura di proteine di qualita
e di acidi grassi importanti e offre un contributo positivo alla sicurezza alimentare
attraverso sistemi di produzione estesi e semi-intensivi. Inoltre, attraverso la dieta, ¢
possibile manipolare il prodotto allevato al fine di indirizzarlo a mercati mirati.

Le proprieta organolettiche di pesci e molluschi allevati in acquacoltura, infatti, possono

essere molto diverse dagli stock selvatici. Se la dieta contiene una percentuale



relativamente alta di farina di pesce, il prodotto puo avere un sapore piu accentuato rispetto
ad uno allevato con una dieta contenente una percentuale maggiore di mais e prodotti a
base di soia, che conferiscono invece un sapore “piu lieve”, desiderato in alcuni mercati
(Khan et al. 2011). Inoltre, le proprieta organolettiche possono essere influenzate
dall’osmoregolazione delle specie eurialine a causa dei composti chimici utilizzati per
regolare l'equilibrio ionico. Ad esempio, il gambero d'acqua dolce se allevato in acqua
salata per una o due settimane avra un sapore piu simile ad un gambero marino (Khan et al.
2011).

Infine, I’acquacoltura permette di intervenire a livello del ciclo biologico delle specie e
garantisce una produzione continua e indipendente da variabili ambientali ed ecologiche
riducendo, inoltre, lo sforzo di pesca.

E bene, pero, ricordare che la rapida crescita delle pratiche di acquacoltura solleva al
contempo anche molte preoccupazioni, in particolar modo, sulle tematiche di impatto,
gestione e mangimistica (Frankic and Hershner 2003).

Finora, i programmi di gestione delle risorse naturali, si sono concentrati principalmente
sullo sviluppo di mezzi e modi per sfruttare pienamente o in modo eccessivo le risorse,
cosi da incrementare la produzione, preoccupandosi poco della sostenibilita.

E importante sviluppare e attuare politiche di gestione efficienti per le risorse naturali e per
ripristinare 1’abbondanza degli stock (FAO 2016).

In particolare, cio che attualmente rende contrastante 1'idea di sostenibilita e di vantaggio
del settore dell'acquacoltura ¢ 1'utilizzo di mangimi, quali farine e oli di pesce, per fornire
alle specie allevate una proporzione sufficiente di acidi grassi polinsaturi (n-3 PUFA) e per

garantire un profilo amminoacidico e lipidico ottimali. In tal modo 1’acquacoltura ¢ stato il



piu grande consumatore di farina ed olio di pesce, raggiungendo valori di circa il 68% nel
2012 (Tacon and Metian 2015).

La domanda sorge quindi spontanea sul come questa pratica possa essere sostenibile nel
momento in cui farine e oli di pesce provengono dalla pesca di piccoli pelagici, andando
cosi ad aumentare le pressioni gia elevate di pesca e quindi il conseguente sfruttamento
degli stock ittici naturali. Sostenibilita, innovazione e responsabilita sono oggi i principali
obiettivi che 1’acquacoltura si pone, agendo secondo il concetto di economia circolare
continuando a fornire alimenti sani nel rispetto dell’ambiente senza far passare in secondo
piano il benessere dei pesci tutelandoli costantemente (Merino et al. 2012; Tlusty and

Thorsen 2017; R. Newton et al. 2018).
1.2 Farina di pesce ed olio di pesce

L’acquacoltura per lungo tempo si € basata sull’utilizzo di farine ed oli di pesce, tanto che
quasi il 40% di tutta la produzione ¢ tutt’ora saldamente dipendente dai mangimi
commerciali. Cio ¢ particolarmente vero, ad esempio, per le specie carnivore di alto valore
commerciale come gamberi, salmoni e trote, il cui mangime contiene grandi porzioni di
input marini sotto forma di farina di pesce (Fraga et al. 2007; Hemaiswarya et al. 2011).

La produzione di olio e farina di pesce dipende fortemente dalla disponibilita della pesca in
mare aperto ed entro il 2030 si prevede una forte differenza, che raggiungera i 40 milioni
di tonnellate, tra la domanda e I’offerta di tali ingredienti (FAO 2003). A lungo andare, cio
potrebbe comportare il collasso delle popolazioni ittiche di specie coinvolte nella
produzione di mangimi.

I problemi che affliggono la maggior parte della pesca sono causati non solo dagli impatti

della pesca stessa, ma anche da numerosi fattori ambientali, biologici ed ecologici. Ad



esempio, eventi climatici come El Nifio possono ridurre significativamente le popolazioni
di pesci e quindi aumentare la pressione sull'olio di pesce e sull'approvvigionamento di
farina (Lehodey P. et al. 2006; Bertrand and Bertrand 2007; Karpouzi et al. 2007). Un
quarto della fornitura mondiale di olio di pesce e un terzo di farina di pesce, per le diete
nell’ambito del settore dell’acquacoltura, provengono dalla pesca della specie Engraulis
ringens al largo delle coste del Peru (Schwartzlose et al. 1999; Sanchez and Calienes 2000;
Lehodey P. et al. 2006). Il solo collasso di questa attivita di pesca aumenterebbe la
pressione sulla farina di pesce e sul rifornimento di oli minacciando la sicurezza della
produzione mondiale di acquacoltura (Miller et al. 2019). Sino a poco fa, I’industria
dell’acquacoltura utilizzava il 40 e il 75% della produzione globale di farina di pesce e olio
di pesce (Nasopoulou and Zabetakis 2012); oggi recenti dati affermano che, con la
produzione di pesci d'allevamento, che eclissa quella dei pesci selvatici, i consumi di farina
ed olio di pesce sono piu che raddoppiati negli ultimi 10 anni al 68% e all’88% ed i loro
costi sono fortemente aumentati (Figura 2) (Tacon and Metian 2008; Rosamond L. et al.

2009).
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Figura 2 Confronto fra il prezzo medio annuo tra farina ed olio di pesce e aumento economico



1.3 Alternative sostenibili alla farina di pesce e all’olio di pesce

Se da una parte la sfida per il XXI secolo ¢ I’aumento di popolazione, parallelamente, si
prevede che la domanda di proteine di alta qualita crescera del 110%, sottolineando la
necessita di pratiche piu sostenibili a supporto di ecosistemi sia acquatici che terrestri

(Figura 3) (Tilman et al. 2011; Yamold et al. 2019).
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Figura 3. Previsioni d’aumento di popolazione e aumento di domanda di proteine di alta qualita

Le previsioni implicano I’utilizzo di ingredienti alternativi a sostegno delle diete e dei
mangimi di animali. La diminuzione della disponibilita globale di farine e oli di pesce
unita al prezzo altamente variabile di queste risorse ha costretto [l'industria
dell'acquacoltura a studiare fonti alimentari alternative.

La sfida per la produzione ittica consiste nel mantenere, se non migliorare, i benefici
riconosciuti del pesce per la salute umana, cercando contemporaneamente di massimizzare
la sostenibilita, la salute delle specie allevate e i benefici economici.

Durante le prime fasi di vita, le larve dei pesci assimilano meglio i lipidi piuttosto che le

proteine a causa di un tratto digerente non ancora differenziato e sviluppato. In particolare,



gli acidi grassi polinsaturi e alcuni HUFAs (Highly Unsaturated Fatty Acids) della serie n-
3 ed n-6 sono fondamentali per il corretto sviluppo larvale e rappresentano macromolecole
essenziali al benessere del pesce durante tutto il suo ciclo vitale. Un pesce allevato con una
dieta ricca di questi acidi grassi rappresenta un ottimo prodotto commerciale dal momento
che la presenza di omega 3 ¢ omega 6 ¢ ricercata anche nell’alimentazione umana per i
numerosi effetti, tra i quali la prevenzione di malattie cardiovascolari. Raccomandazioni
sull'assunzione dell’acido eicosapentaenoico (EPA) e dell’acido docosaesaenoico (DHA)
sono fornite in diversi paesi, ad esempio dal 1994 nel Regno Unito e negli Stati Uniti
(Pickova 2007).

Nei pesci oltre che essere costituenti delle membrane cellulari, sotto forma di fosfolipidi, in
particolare nel sistema nervoso centrale (SNC) e del sistema visivo, il cui sviluppo ¢
fortemente influenzato dall’assimilazione di HUFAs, la carenza di questi acidi grassi puo
portare a diversi effetti negativi tra cui riduzione del tasso di crescita, aumento della
mortalita, miocardite e maggiore sensibilita del pesce a situazioni stressanti (Glencross et
al. 2014).

Inoltre, 1 lipidi sono un’ottima fonte energetica, hanno un ruolo fondamentale nella
metamorfosi dei pesci piatti, sono precursori di eicosanoidi, ormoni e vitamina D e
agiscono come co-fattori enzimatici (Bell et al. 2003; Glencross 2009).

L'acido alfa-linolenico (ALA; 18:3 n-3) e l'acido linoleico (LA; 18:2 n-6) sono definiti
acidi grassi essenziali (EFA) per 1 pesci di acqua dolce.

In particolare, attraverso 1’azione di enzimi che compiono I’allungamento e che
aggiungono i doppi legami (elongasi e desaturasi) ¢ possibile formare HUFA con

importanti funzioni nel controllo e nella regolazione del metabolismo cellulare e della
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fisiologia animale come, ad esempio, 1’acido arachidonico (AA; 20:4 n-6), 1’acido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) e I’acido docosaesaenoico (DHA; 22:6 n-3).
Tuttavia, per i pesci marini sono proprio i PUFAs ad essere considerati acidi grassi
essenziali.
Il grado in cui un animale puo eseguire queste conversioni dipende dalle attivita relative di
elongasi e desaturasi. | pesci marini non sono in grado di biosintetizzare autonomamente
EPA e DHA perché in natura li assimilano attraverso la dieta, al contrario i pesci d’acqua
dolce, avendo una dieta per lo piu insettivora, hanno mantenuto tale pattern enzimatico
(Tocher et al. 2003).
Il ruolo dei lipidi nella nutrizione dei pesci ¢ diventato piu importante negli ultimi anni,
data la produzione e I'implementazione di diete ad alto contenuto lipidico e ad alta intensita
energetica. Livelli lipidici fino al 40% sono attualmente utilizzati nei mangimi
commerciali per salmoni. Gli oli di pesce marini sono stati tradizionalmente utilizzati come
unica fonte lipidica dietetica negli alimenti per pesci commerciali data la loro pronta
disponibilita, il prezzo competitivo e I'abbondanza di acidi grassi essenziali contenuti in
questo prodotto (Turchini et al. 2009).
Vista ’importanza di tali costituenti e lo scenario cui ne fanno parte, ad oggi le principali
fonti alternative a farine e oli di pesce sono:

1. Fonti vegetali

2. Sottoprodotti di origine animale (PAPs)

3. Microalghe
Attualmente, circa il 57% dell'approvvigionamento proteico globale proviene da fonti
vegetali (quasi esclusivamente terrestri), mentre il restante 43% proviene da fonti animali

(carne rossa, pollame, frutti di mare, latticini, uova e altri prodotti) (Henchion et al. 2017).
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Le alternative proposte, potendo influenzare la crescita e in generale la salute dei pesci e
dell’uvomo, devono essere valutate correttamente ed ¢ indispensabile lo studio sugli effetti
che tali sostituti a farine e oli di pesce hanno sullo stock, sulla qualita finale del prodotto,
sulla sicurezza alimentare e sul benessere degli animali (Sarker et al. 2018) ricordando che

la composizione lipidica dei pesci ¢ modulabile con la dieta.

1.3.1 Composti vegetali

Gli oli vegetali rappresentano una buona alternativa energetica agli oli di pesce. Molti studi
hanno dimostrato il loro elevato contenuto proteico, 1’alta digeribilita e la riduzione dei
costi che potrebbero offrire. Colture come la soia, la colza, il mais, il lupino, il grano e
I’orzo sono ampiamente utilizzate nei mangimi per pesci d’allevamento (Yarnold et al.
2019), ma non sono in grado di fornire livelli sufficienti di EPA, DHA (Fry et al. 2016),
lisina e metionina; inoltre, possono contenere composti anti-nutrizionali come, ad esempio,
saponine, tannini e polisaccaridi non solubili (Francis et al. 2001). Pertanto, solo una
determinata parte della dieta pud essere sostituita prima che gli impatti negativi sulla
crescita e sulla salute superino i benefici. Inoltre, piante come la soia non dovrebbero
essere usate come fonte proteica alternativa alle farine di pesce a causa dell’eccessivo
impatto ambientale causato dalle loro coltivazioni sugli ecosistemi terrestri (Arru et al.
2019).

La soia (Glycine max) € una pianta erbacea della famiglia delle Leguminose, che ¢ stata
ampiamente studiata come alternativa alle diete con farina di pesce (Nordrum S. et al.
2000; Gatlin III et al. 2007).

Tuttavia, ’'utilizzo di proteine vegetali ha mostrato una serie di svantaggi che non le
rendono le migliori alternative all’olio e alla farina di pesce. Diversi sono i livelli di fibre,

amido e fattori anti-nutrizionali, ma ¢, in particolar modo, la mancanza di acidi grassi
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altamente insaturi (HUFAs) che limiterebbe bruscamente ['uso alternativo di questi
ingredienti. L’assenza di EPA e di DHA puo avere un effetto significativo sul valore
nutrizionale (Turchini et al. 2009). Tra le materie prime maggiormente utilizzate in campo
mangimistico ricordiamo: soia, cotone, mais € colza.

Soia. La soia ¢ uno dei prodotti alimentari piu coltivati e attualmente si attesta una
produzione mondiale di circa 353 milioni di tonnellate (FAO 2017). I prodotti a base di
soia rappresentano una delle principali alternative alla farina di pesce nelle diete per
I’acquacoltura grazie al suo contenuto proteico, al profilo amminoacidico equilibrato e al
prezzo non elevato (Nordrum S. at el. 2000). Ad esempio, una volta bio-processata in
farina di soia ha sostituito prima il 60% e poi 1’80% della farina di pesce nella dieta
dell’adulto della trota iridea Oncorhynchus mykiss. Al termine dello studio non sono state
rinvenute differenze significative in guadagno, tasso di crescita o differenze nella
morfologia intestinale. Su tali basi si ¢ arrivati alla conclusione che la farina di soia puo
sostituire almeno 1’80% della farina di pesce nelle diete adulte di trota iridea (Voorhees et
al. 2019).

Tuttavia, 1 semi di soia presentano fattori anti-nutrizionali, che hanno implicazioni negative
nella digestione dei pesci, i livelli di carboidrati risultano essere elevati, si possono
verificare inflammazioni e tali diete sono responsabili della riduzione della quota di acidi
grassi polinsaturi. Il rischio ¢ la riduzione degli effetti benefici riguardanti circolazione e
funzionalita cardiaca (Vielma 2000). Ad esempio, le agglutinine (fattori anti-nutrizionali)
causano, alla mucosa dell'intestino distale nel salmone dell'Atlantico, un aumento della
densita delle cellule caliciformi e una marcata riduzione o assenza di vacuoli assorbenti.
Altri di questi fattori possono, invece, essere tossici e causare danni all’epitelio respiratorio

delle branchie e mucosa intestinale (Francis et al. 2001).
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Cotone. Valutata in base ai suoi fattori anti-nutrizionali, impatto sulla crescita,
sopravvivenza e istopatologia nei pesci, la farina di semi di cotone ¢ utilizzata in tutto il
mondo ed ¢ disponibile ad un costo relativamente basso. Contiene alti livelli di proteine ed
¢ molto appetibile per i pesci (Kumar et al. 2014). Generalmente, la quantita che puo
essere inclusa nei mangimi dipende dalle specie di animali, dalle fasi di sviluppo, dalle
proteine alimentari e dai livelli di fattori anti-nutrizionali. Ad esempio, il gossipolo ¢ un
fattore anti-nutrizionale con azione tossica che mostra un forte impatto sulla crescita e sui
cambiamenti patologici nei pesci. Si consiglia, dunque, di utilizzare bassi livelli di farina di
semi di cotone (Gatlin III et al. 2007). 11 gossipolo sembra avere effetti dannosi sulla
crescita e sui parametri di efficienza dei mangimi. Le diete alimentari contenenti gossipolo
causano conseguentemente effetti negativi come diminuzione della crescita, anomalie
intestinali e di altri organi interni. E stato dimostrato che il gossipolo influenza la crescita,
l'assunzione di mangime, l'efficienza riproduttiva, il numero di eritrociti e l'attivita di
trasporto dell'ossigeno, l'efficienza respiratoria e la funzionalita epatica. L’acido fitico ¢ un
altro fattore anti-nutrizionale che limita ’utilizzo di farina di semi di cotone nelle diete di
acquacoltura. Ad esempio, i fitati, agiscono come forti chelanti formando complessi, che
possono ridurre la biodisponibilita di proteine e minerali, come zinco, manganese, rame,
molibdeno, calcio, magnesio e ferro. Inoltre, ¢ stato dimostrato come gli acidi grassi
ciclopropenoici (CFA), presenti in tutte le varieta di farina e di semi di cotone, causano
lesioni ed elevata concentrazione di acidi grassi saturi nel fegato nella trota iridea. I CFA
sono potenti agenti cancerogeni se somministrati in combinazione con aflatossine per la
trota iridea e il salmone rosso (Kumar et al. 2014).

Mais. Il mais per la sua alta produttivita, 1’elevato valore nutritivo e la possibilita di

raccolta in diverse forme, costituisce una base alimentare di fondamentale importanza. In
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alcuni pesci carnivori, come la cobia, la spigola giapponese e l'orata, ¢ stato dimostrato che
la farina di mais sostituisce con successo piu della meta delle proteine della farina di pesce
utilizzate nella dieta senza alcun effetto negativo sulle prestazioni della crescita (Yiwen et
al. 2013; Men et al. 2014). Tuttavia, tale ingrediente non pud essere efficacemente
utilizzato dal rombo (Scophthalmus maximus), che ¢ considerato il pit importante pesce
piatto allevato in Europa e Asia con una produzione globale di circa 70.000 tonnellate
all'anno. Pare che sia la bassa digeribilita il fattore chiave che limita l'utilizzo della farina
di mais da parte del rombo, ma le sue cause non sono ancora ben chiare. Inoltre, ha
influenzato negativamente la salute intestinale del rombo inducendo enterite e diminuendo
I'immunita intestinale e la capacita antiossidante, che potrebbe essere uno dei motivi per
cui I'utilizzo di tale prodotto ¢ limitato. Inflammazione, alterazioni della struttura dei
microvilli ed una crescente espressione dei geni infiammatori delle citochinine sono state
altre cause.

Un ulteriore svantaggio lo si riscontra nel contenuto squilibrato di amminoacidi da parte
delle farine di mais, come fonte proteica rispetto le farine di pesce (Bai et al. 2019).

Colza. La farina di colza, ottenuta dopo I’estrazione dell’olio, ¢ un’ottima fonte proteica
(con un contenuto variabile tra il 32 ¢ il 45%), amminoacidica ed ¢ ricca di minerali,
vitamine e microelementi. Tuttavia, la farina di colza presenta fattori anti-nutrizionali,
fibre, tannini e acido fitico che ne limitano 1’utilizzo. La digeribilita della sostanza secca di
questo ingrediente risulta essere bassa (56,2-60,4%), probabilmente a causa dell'elevato
contenuto di fibre del prodotto e del suo livello relativamente alto di carboidrati complessi.
Ad esempio, uno studio sulla specie Oreochromis aureus ha indicato che fino al 19.02% di

farina di colza puo essere utilizzato per la sostituzione del 30% di farina di soia senza
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causare danni significativi a livello di crescita, conversione di mangimi e utilizzo di
proteine (Huang et al. 2007; Cheng et al. 2010; Zhou and Yue 2010).

Se da una parte gli oli vegetali sembrano fornire alternative valide a farine e oli di pesce,
dall’altra I'assenza di LC-PUFA pud compromettere la fisiologia dei pesci e le prestazioni
di crescita creando una diminuzione del contenuto di LC-PUFA n-3.

1.3.2  Sottoprodotti di origine animale (PAPs)

Dopo 12 anni di divieti, con il regolamento (UE) N.56/2013 ¢ stata reintrodotta la
possibilita di utilizzo di farine animali (pollo, maiale) in acquacoltura. Tale impiego era
stato vietato a seguito della crisi dell’encefalopatia spongiforme bovina (Bse), che vide
oltre 180 mila casi accertati. L utilizzo di proteine animali trasformate ¢ limitato a maiali,
pollame e pesci d’allevamento. In un’ottica di economia circolare, 1’utilizzo di farina di
carne, ottenuta da scarti di macellazione, fornisce un ulteriore aiuto nel loro smaltimento.
Le PAP (Processed Animal Protein) di origine terrestre derivate da farina di carne e ossa,
farina di piume o sottoprodotti di lavorazione del pollame, hanno un elevato tenore sia
proteico che lipidico. Inoltre, presentano un buon profilo amminoacidico (lisina, arginina,
istidina), hanno bilanciati valori di micronutrienti e non presentano fattori anti-nutrizionali.
Ad esempio, nel 2016 ¢ stato condotto uno studio per valutare la sostituzione di farina di
pesce con farina di carne e farina di ossa nelle diete somministrate ai giovanili di orata
(Sparus aurata). Una dieta di controllo (100% farina di pesce) e due diete con diversa
inclusione (50% e 75%) di farina di ossa e farina di carne sono state utilizzate. Durante
I’esperimento le performance di crescita sono diminuite nei pesci alimentati con
I’inclusione di farina di carne e farina di ossa del 75%, mentre simili risultati sono stati
ottenuti tra dieta di controllo e dieta con inclusione del 50%. Differenze nella

composizione amminoacidica non sono state osservate ad eccezione di una minore
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biodisponibilita di metionina nei pesci alimentati con inclusione maggiore. I risultati
indicano che la farina di pesce puo essere sostituita sino al 50% da farina di ossa e farina di
carne nelle diete per i giovanili di Sparus aurata senza effetti negativi sulle prestazioni di
crescita e sull'utilizzo dei mangimi (Moutinho et al. 2017).
Precedenti studi, avevano mostrato che le farine di pesce potevano essere sostituite da
farine di carne o di ossa fino al 40-50% senza influenzare negativamente sulle prestazioni
dei pesci. Esempi ne sono Seriola quinqueradiata (Sato and Kikuchi 1997) e Bidyanus
bidyanus (Hunter et al. 2000). C’¢, perd, da sottolineare la mancanza di alcuni
amminoacidi essenziali come la metionina, la qualita nutrizionale che dipende dai processi
di lavorazione e di conservazione e la ridotta digeribilita.

1.3.3  Microalghe
Diverse sono le specie microalgali utilizzate in allevamento, indispensabili per le sostanze
nutritive che possiedono come lipidi, proteine e prodotti bioattivi. Ognuna presenta un
differente profilo nutrizionale, oltre che diversi pigmenti e dimensioni, offrendo soluzioni
innovative per lo sviluppo economico ed ecologico in linea con gli obiettivi di sostenibilita
(Benemann 1992; Dineshbabu et al. 2019).
Dal punto di vista ambientale, la produzione microalgale pud supportare una significativa
espansione globale, dal momento che possono essere coltivate utilizzando sistemi aperti,
come ad esempio stagni, o sistemi chiusi quali i fotobioreattori. Le principali microalghe
utilizzate, in toto o come additivo alimentare o per colorare la carne dei salmoni, sono
Nannochloropsis oculata (2-4 pm), Chlorella (10 pm), Isochrysis (8-10 um) e
Rhodomonas parthica (20 pm). Possono crescere in una vasta gamma di habitat, dividersi
rapidamente con poche esigenze nutritive, produrre pigmenti, sostanze fondamentali per la

crescita ¢ metaboliti secondari come antiossidanti, antinfiammatori, antimicrobici e
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resistere meglio alle malattie. La combinazione di diverse specie di alghe fornisce agli
animali un’alimentazione piu equilibrata e ne migliora la crescita. Di fondamentale
importanza ¢ il contenuto di acidi grassi polinsaturi come I’acido arachidonico (AA),
I’acido docosaesaenoico (DHA) o I’acido eicosapentaenoico (EPA). Microalghe ricche di
PUFA come Paviova sp. e Isochrysis sp. possono essere somministrate allo zooplancton
per arricchirlo in DHA (Hemaiswarya et al. 2011; Yaakob et al. 2014; Yamold et al. 2019).
Le microalghe sono state utilizzate in prodotti come AlgaMac 2000 ¢ Docosa Gold che
contengono il 5-15% del loro peso a secco come DHA, hanno prodotto livelli simili di
arricchimento del DHA nello zooplancton rispetto agli oli commerciali e producono anche
rapporti DHA-EPA compresi tra 1 e 2, considerati favorevoli per l'alimentazione delle
larve di pesce (Hemaiswarya et al. 2011). L’utilizzo della biomassa di Arthrospira sp.,
Chlorella sp., Scenedesmus sp. € Nanofrustulum sp. sono state testate come importanti
fonti proteiche supplementari o sostituti parziali per la farina di pesce. Ad esempio, la trota
iridea Oncorhynchus mykiss ha registrato il massimo aumento di peso nel momento in cui
la farina di pesce ¢ stata sostituita con il 7,5% di Arthrospira, invece, Oplegnathus
fasciatus con una sola inclusione del 5% nella dieta a base di farina di pesce ha registrato
un significativo aumento di peso ed una miglior efficienza proteica. Le microalghe,
essendo ricche di vitamine, minerali, bioattivi e acidi grassi, risultano quindi eccellenti
additivi nutritivi e integratori ad alto valore. Ad esempio, molte specie d’allevamento di
acqua dolce come la tilapia del Nilo, la carpa Rohu e le principali specie di gamberi si
nutrono principalmente di alghe e crescono in acqua detta “acqua verde” (Neori 2014).
Inoltre, uno studio condotto in Egitto, ha dimostrato come 1’utilizzo di Chlorella spp. ¢
Scenedesmus spp. possono sostituire la farina di pesce fino al 50% nella dieta della tilapia

del Nilo (Oreochromis niloticus) (Badwy et al. 2008). Sino ad ora gli svantaggi segnalati
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hanno incluso: sedimentazione, degradazione batterica, disgregazione delle alghe secche e

bassa digeribilita della parete cellulare, ma soprattutto 1’elevato costo di produzione.
1.4 Insetti: possibile fonte alternativa per i pesci d’allevamento

E ormai noto come gli insetti siano considerati una fonte proteica alternativa, promettenti
per il settore mangimistico. Sono le proprieta nutritive, la ridotta competitivita con
I’alimentazione umana e il basso impatto ambientale che fanno assumere loro un elevato
potenziale su cui contare. Inoltre il successo e la diversita degli insetti sono dovuti al breve
ciclo vitale, alla capacita di colonizzare nuove nicchie e di nutrirsi di quasi tutte le specie
di piante e animali e alla capacita di innescare una risposta immunitaria dannosa (Kelemu
et al. 2015). Ad oggi non ¢ ancora presente uno standard industriale, ma i ricercatori hanno
ormai focalizzato i loro studi su alcuni insetti dal ciclo di vita breve e che possono
trasformare scarti organici in biomassa di ottima qualita con elevati tassi di efficienza.
Inoltre, sono organismi facili da allevare in grado di abbattere i costi dei mangimi, ma
questi non devono, ovviamente, appartenere a specie patogene o essere vettori di patogeni
per uomini e animali. Il regolamento (UE) 2017/893 della Commissione del 24 maggio
2017 ha sancito la possibilita di utilizzare farine di insetti come mangimi per pesci
d’allevamento. Diversi stati membri hanno iniziato 1’allevamento di insetti per produrre
proteine animali come soluzione alternativa alle fonti convenzionali, per cercare di ridurre
il sovra-sfruttamento di mari e oceani. La presente autorizzazione ¢ limitata ad un elenco di
sette specie, che devono essere alimentate con substrati contenenti “mangimi di qualita”
(Muller et al. 2017). Questi sono: Hermetia illucens (HI), Musca domestica (MD),
Tenebrio molitor (TM), Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus, Gryllodes sigillatus,

Gryllus assimilis.
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La sicurezza microbiologica, i cambiamenti delle proprieta organolettiche delle specie
allevate e la possibile introduzione di nuovi allergeni rappresentano alcuni dei possibili
ostacoli che potrebbero verificarsi, ma i vantaggi sembrano essere di gran lunga maggiori.
L’allevamento di insetti genererebbe miglioramenti e benefici da non sottovalutare
riguardanti lo sfruttamento del suolo, il consumo di acqua e 1’emissione di bassi livelli di
gas serra rappresentando solo 1’1% delle emissioni dei ruminanti (Smetana et al. 2019). Gli
insetti, inoltre, presentano un’alta efficienza di conversione nutrizionale: essendo animali
ectotermi, necessitando di 2 Kg di mangime per produrre un incremento di peso corporeo
pari ad 1 Kg; al contrario, un bovino necessiterebbe di 8 Kg di cibo per aumentare di 1 Kg
di peso corporeo. Essendo delle specie che si riproducono velocemente in uno spazio
relativamente piccolo, senza necessitare di grandi distese di terreno, possono vivere
ovunque ed essere allevati anche su scarti alimentari (van Huis et al. 2013). Alcune specie
sono allevate su sottoprodotti di terra come verdure, fanghi fecali e rifiuti urbani. Queste
alternative d’allevamento richiedono, pero, lo sviluppo di strutture di coltura di massa
automatizzate e convenienti che forniscano un prodotto affidabile, stabile e sicuro (van
Huis et al. 2013; Helena et al. 2015). Infatti, secondo il regolamento (UE) 1069/2009, solo
alcuni substrati possono essere utilizzati per allevare insetti, tra cui quelli di origine
vegetale e di origine animale come latte, uova e alcuni dei loro prodotti derivati. I
sottoprodotti biologici terrestri vengono cosi convertiti in modo efficiente in biomassa
nutriente, che, a sua volta, pud fornire ingredienti innovativi e sostenibili per
I’alimentazione di specie ittiche. Anche se il profilo nutrizionale degli insetti ¢ fortemente
dipendente dalla composizione del loro mangime, generalmente mostrano un contenuto
proteico che varia dal 40 al 75% a seconda della specie e dello stadio del loro ciclo vitale.

Presentano un buon profilo amminoacidico con alti contenuti di fenilalanina, tirosina e
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metionina ed un contenuto di grassi variabile (Arru et al. 2019). I carboidrati sono presenti
sotto forma di chitina nell’esoscheletro e la loro percentuale varia dall’l al 29%. Per
quanto riguarda il profilo degli acidi grassi ¢ da verificare se gli insetti hanno il potenziale
di sostituire o almeno ridurre la quantita di farina di pesce ed olio di pesce nei mangimi
destinati agli allevamenti, considerando la mancanza di acidi grassi omega-3 altamente
insaturi, acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaesaenoico (DHA) (De Marco et al.
2015; Mazurkiewicz et al. 2018; Cardinaletti et al. 2019).

Tuttavia, nonostante questa mancanza, ¢ noto che ¢ possibile manipolare il contenuto
lipidico e di acidi grassi delle larve di insetti attraverso 1’esposizione a mangimi contenenti
PUFAs, cosi da ottenere un arricchimento di acidi grassi omega-3 (Barroso et al. 2017).
Tra 1 tanti insetti studiati una delle specie di maggior interesse ¢ la mosca soldato nera,
Hermetia illucens, specie estremamente resistente in grado di affrontare condizioni
ambientali difficili come siccita, carenza di cibo o carenza di ossigeno. Si nutre di scarti, in
particolare rifiuti organici. Le larve possono essere coltivate su numerosi substrati, molti
dei quali sono considerati prodotti agricoli o di scarto agricolo (G. L. Newton et al. 2007;
St-Hilaire et al. 2007; Spranghers et al. 2017). Nonostante 1'incorporazione di tali substrati
potrebbe migliorare gli aspetti di sostenibilita della coltivazione di Hermetia illucens e
rafforzare il concetto di economia circolare (Smetana et al. 2016), ¢ improbabile che
attualmente 1 rifiuti o il letame agroalimentare siano ammessi come substrato nell'UE.
Tuttavia, ¢ bene ricordare che ogni anno 1’industria del caff¢ produce come sottoprodotto
oltre 200.000 tonnellate di pelle di caffé che puod rappresentare un substrato adeguato per la
produzione di insetti (Mussatto et al. 2011). Le larve di Hermetia illucens (HI) presentano
circa il 42% di proteine, la composizione di amminoacidi ¢ paragonabile a quella della

farina di soia (Barroso et al. 2014) ed ¢ simile a quella della farina di pesce (Muller et al.
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2017), mentre il profilo degli acidi grassi (FA) ¢ estremamente diverso: HI ¢ ricca di acidi
grassi saturi (SFAs), ma carente di acidi grassi polinsaturi (PUFAs) (Barroso et al. 2014).
La quantita di grasso ¢ estremamente variabile e dipende dal tipo di dieta: per le larve
nutrite con scarti di pollame sono stati riportati valori del 15-25%, valori del 28% con
scarti di suino e 42-49% per larve nutrite su rifiuti organici (Makkar et al. 2014).

1.4.1 Problematiche degli insetti
Le caratteristiche nutrizionali degli insetti dipende dal loro stadio vitale, dal loro habitat e
dalla dieta. Le problematiche associate agli insetti, che ad oggi limitano I’inclusione di
farina di HI nei mangimi destinati all’acquacoltura, sono la composizione di acidi grassi e
la chitina.
Acidi Grassi. L'acido alfa-linolenico (ALA; 18:3 n-3) e l'acido linoleico (LA; 18:2 n-6)
sono definiti acidi grassi essenziali (EFA) nelle diete dei vertebrati per la loro incapacita di
produrli. Questi EFA possono essere desaturati e allungati per formare gli HUFA C20,
C22, acido arachidonico (AA; 20:4 n-6), acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) e acido
docosaesaenoico (DHA; 22:6 n-3). Tali conversioni dipendono, pero, dalla presenza e
dall’attivita di due enzimi: elongasi e desaturasi, che anche i pesci marini hanno, ma
mancano dell’isoforma capace di sintetizzare i PUFAs. Gli acidi grassi essenziali per il
loro sviluppo e la loro crescita, quali EPA e DHA, provengono dall’ambiente marino e
sono, infatti, trasmessi dal fitoplancton ai pesci tramite lo zooplancton. Invece, 1 pesci
d’acqua dolce si nutrono di prede ricche di LA (18:2 n-6) e ALA (18:3 n-3) ¢
successivamente li convertono in HUFA.
11 profilo lipidico degli insetti risulta ricco di acidi grassi saturi, ma povero di polinsaturi e
rappresenta dunque una grande limitazione nell’inclusione nei mangimi destinati

soprattutto ai pesci d’allevamento marini.
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Una pronta soluzione ¢ stata identificata con ’arricchimento del substrato di crescita degli
insetti. Inoltre, se nella dieta sono incluse fonti ricche di frattaglie di pesce o altre fonti di
acidi grassi polinsaturi omega-3 (PUFA), il contenuto di omega-3 PUFA larvale
aumentera, rendendolo piu adatto a formulazioni di diete per pesci marini (St-Hilaire et al.
2007; Barroso et al. 2017).

Chitina. La chitina ¢ uno dei principali componenti dell’esoscheletro di insetti e crostacei.
Dopo la cellulosa ¢ il pitt abbondante biopolimero presente in natura. E un polisaccaride
costituito da piu unita di N-acetilglucosamina unite con legami -(1,4). A causa del forte
legame delle proteine nelle fibre di chitina (stabilizzate da legami idrogeno tra gruppi
ammina e carbonile) e dei cambiamenti della chitina in base allo stadio di vita, le stime
delle quantita di chitina e di proteine non digeribili nelle colture di insetti sono variabili.

La digeribilita dipende da quanto gli amminoacidi sono legati alla chitina o alla
scleroproteina che ¢ presente principalmente nelle cuticole degli insetti adulti.

Tuttavia, tali proteine possono essere disponibili grazie all’attivita enzimatica della
chitinasi e della B-N-acetilglucosaminidasi, che catalizzano 1’idrolisi del legame
glicosidico B-(1,4) (Mazurkiewicz et al. 2018). Nonostante tali attivitd enzimatiche
tendono ad essere associate alle specie che consumano prede con esoscheletro chitinoso,
I’attivita della chitinasi ¢ stata rilevata nel sangue, nel plasma e nel tratto intestinale di
alcuni pesci, indipendentemente dalle abitudini alimentari. Ad esempio, ¢ stato
documentato come il cobia, Rachycentron canadum, sia in grado di digerire la chitina da
gamberi o farina di granchio. Anche nel merluzzo bianco (Gadus morhua), la chitinasi ¢
stata trovata nello stomaco e nel tratto intestinale, ma non ¢ stata segnalata attivita batterica
chitinolitica. Vi sono anche prove della capacita che alcuni pesci hanno di produrre

chitinasi intestinali endogene (Danulat 1986). Tuttavia, uno studio condotto sui giovanili di
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rombo, Psetta maxima non € riuscito a rilevare alcuna attivita delle chitinasi ed € stato
sottolineato un peggioramento degli indici di performance e dell’assunzione di cibo a
livelli di inclusione superiori al 33% di HI. La presenza della chitina potrebbe aver
influenzato la disponibilita e la digeribilita dei nutrienti.

Varie ricerche scientifiche condotte sulle specie di pesci carnivori piu allevati come
salmone, trota, spigola e orata concordano dicendo che, sostituendo fino a circa il 25%
della farina di pesce con farina di insetti, le performance di crescita del pesce non vengono
ridotte (Renna et al. 2017; Magalhaes et al. 2017). Come dimostrato da ricerche condotte
su topi, si ritiene che la chitina abbia proprieta anti-virali, anti-tumorali ed effetti positivi
sul sistema immunitario degli animali. Studi condotti su trota e carpa alimentate con diete a
base di insetti hanno evidenziato effetti immunostimolanti della chitina, se somministrata a
basse concentrazioni. Al contrario, alte concentrazioni di chitina, provocavano
inflammazione del tratto intestinale. La sua scarsa digeribilita ¢ associata ad una serie di
proteine, lipidi e altre molecole che compongono la cuticola degli insetti. Tale matrice
rende difficile I’accesso delle chitinasi ed altri enzimi andando a ridurre 1’azione di catalisi
del legame glicosidico B-(1,4). Cio potrebbe spiegare la riduzione della crescita dei pesci
ottenuta da numerosi esperimenti sull'inclusione di insetti in varie diete (M. Henry et al.
2015). Il maggior problema della chitina, oltre alla digeribilita, ¢ il suo effetto negativo sul

tratto digerente.
1.5 Effetti fisiologici della farina d’insetto sui teleostei

E stato accertato che gli insetti forniscono proteine di alta qualita, sono ricchi in fibre e
micronutrienti come rame, ferro, magnesio, fosforo e zinco (FAO 2014). Molti nutrienti

sono paragonabili a quelli provenienti da carne e pesce, inoltre, il rischio di trasmissione di
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zoonosi all’uomo ¢ basso (van Huis et al. 2013). Rispetto ad altri insetti, il vantaggio di
Hermetia illucens ¢ la capacita di convertire i rifiuti in cibo, riducendo I’inquinamento e i
costi, inoltre sotto un punto di vista nutrizionale, rappresenta una valida alternativa alle
farine di pesce nella formulazione di mangimi. Molteplici gli esperimenti che hanno
mostrato come le larve di questo insetto possono totalmente o parzialmente sostituire la
farina di pesce nelle diete ittiche. Come visto in letteratura, uno dei primi studi risale al
1981 e questo ha messo in evidenza come la somministrazione di larve, insieme ad una
dieta commerciale, mostrava simili performance a livello di peso corporeo e lunghezza
rispetto alla dieta di controllo su pesce gatto maculato (Ictalurus punctatus) e tilapia
(Oreochromis aureus) (Bondari and Sheppard 1981). Invece, diete di larve tritate di
HI100% su pesce gatto e tilapia non hanno permesso una buona crescita, forse a causa del
basso apporto proteico nella dieta. Nel 2005, Newton et al. hanno dimostrato che una
percentuale di inclusione di HI del 30% in sostituzione alla farina di pesce nel pesce gatto
maculato, non ha mostrato differenze statisticamente significative sulla crescita. Altri studi
sono stati condotti da Sealey et al. sulla specie Oncorhynchus mykiss per testare gli effetti
di diete a base di HI fatte crescere in condizioni diverse. La trota iridea alimentata con
farina di HI allevata su di un substrato arricchito di frattaglie di pesce era cresciuta molto
piu velocemente rispetto all’altro gruppo alimentato con HI allevato senza arricchimento.
In particolare, la prima dieta conteneva una maggiore quantita di acido laurico che ¢ in
grado di aumentare I’ossidazione degli acidi grassi, utilizzandoli come substrati energetici
e questo potrebbe aver permesso di migliorare le prestazioni dei pesci. Le maggiori
percentuali di acido laurico in Hermetia illucens sono state evidenziate, nel 2016, da
Ushakova et al.; lo studio mette in evidenza la composizione lipidica delle larve di HI

sottolineando 1’elevata percentuale di acido laurico e dei suoi esteri. Sia negli animali che
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nell’uomo, ’acido laurico viene convertito in monolaurina, monogliceride dalle proprieta
antivirali, antibatteriche e antifungine. Inoltre, elevate concentrazioni di acido laurico
hanno effetti positivi sul tratto digerente mitigando le eventuali infiammazioni dovute ad
un aumento di chitina (Zarantoniello et al. 2019).

E stato osservato che alti livelli di inclusione di HI riducono le performance di crescita,
come nel caso studio di Psetta maxima in cui inclusioni superiori al 33% hanno influenzato
negativamente le prestazioni di crescita ed evidenziato una diminuzione di lipidi (Kroeckel
et al. 2012). Nel pesce gatto dalla testa gialla (Pelteobagrus fulvidraco) la sostituzione del
25% della farina di pesce con farina di Hermetia illucens non ha prodotto differenze
significative nell'indice di crescita e nell'indice di immunita rispetto al gruppo di controllo.

Sebbene la maggior parte degli studi sia stata fatta su specie d’acqua dolce, negli ultimi
anni le ricerche si sono concentrate anche su pesci marini. Ad esempio, risultati di
Magalhaes et al. (2017) hanno indicato che Hermetia illucens puo essere inclusa nelle diete
per giovanili di spigola europea (Dicentrarchus labrax) fino al 19,5% senza effetti negativi
sulla crescita, sull’utilizzo dei mangimi o sulla digeribilita, nonostante sia stata evidenziata
una piccola carenza di lisina e metionina.

Visti gli esempi sopra riportati ¢ stato dimostrato che gli insetti possono essere inclusi con
successo nelle diete dei pesci come sostituto della farina di pesce. Ad oggi ¢ possibile
includere una percentuale di Hermetia illucens fino al 30-40% senza provocare effetti
negativi sulla salute dei pesci (Kroeckel et al. 2012; Magalhaes et al. 2017; Stadtlander et

al. 2017; Barragan-Fonseca et al. 2018; Secci et al. 2019).
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1.6 Valutazione benessere animale

Una serie di marker molecolari coinvolti nella crescita, nella risposta allo stress,
nell’appetito e nella risposta immunitaria sono stati proposti come validi strumenti per
rilevare risposte fisiologiche nei pesci alimentati con nuove diete.

1.6.1 Fattori di crescita
A partire dall’ipotalamo ¢ prodotto I'ormone di rilascio della somatotropina o GHRH, che
stimola la ghiandola pituitaria a produrre I’ormone della crescita (GH). I recettori GH sono
principalmente presenti nel fegato. Una volta che il GH si lega ai propri recettori, gli
epatociti producono il fattore di crescita insulino-simile (IGF-I), coinvolto nella crescita
somatica ed in diversi processi cellulari. Nei pesci ossei sono presenti due tipologie di
fattori di crescita: IGF-I e IGF-II
L’IGF-II, a differenza dell’IGF-I, ¢ maggiormente attiva in stadi larvali e giovanili. Ad
ogni modo entrambi sono coinvolti sia nella crescita somatica che in diversi schemi
metabolici tanto che il loro mRNA ¢ stato rilevato anche nello stomaco e nell’intestino. Le
diverse diete cui gli organismi sono sottoposti possono far variare le performance di
crescita, andando ad influenzare il sistema IGF. Ad esempio, studi fatti su giovani orate
(Sparus aurata) nutrite con diete aventi sostituzione parziale o totale di farina di pesce, con
fonti alternative di origine vegetale, hanno evidenziato una diminuzione del peso corporeo
ed una minore assunzione di mangime. Allo stesso tempo, ¢ stata osservata una
diminuzione dei livelli di mRNA di IGF-I che conferma, a livello molecolare, la riduzione
di crescita evidenziata dalla misura del peso corporeo (Mingarro and Calduch-giner 2004).
Un’altra molecola coinvolta nella regolazione della crescita ¢ la miostatina, una proteina

composta da due subunita identiche. La miostatina appartiene alla superfamiglia delle
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proteine dette fattori di crescita trasformanti B (TGF- B) ed ¢ un fattore che limita la
crescita muscolare negli esseri viventi.
1.6.2  Appetito

La leptina e la grelina sono due importanti molecole definite come sensori di livello
energetico che controllano parte del metabolismo. Nei mammiferi la leptina, o obestatina, ¢
prodotta dal tessuto adiposo, mentre nei teleostei la produzione ¢ da attribuire al tessuto
adiposo o al tratto digerente. La leptina ¢ un ormone proteico che agisce nella regolazione
del bilancio delle riserve energetiche stimolando il senso di sazieta. Al contrario, la grelina
¢ una molecola che promuove I’appetito. Grelina e leptina sono dunque segnali che
servono a comunicare rispettivamente appetito o sazieta. Ulteriori molecole coinvolte nel
controllo dell’assunzione di cibo possono essere distinte in oressizzanti ed anoressizzanti.
Tra le prime ¢ possibile annoverare gli endocannabinoidi ed il neuropeptide Y (NPY), al
contrario MC4R ha un’azione anoressizzante.

Gli endocannabinoidi sono molecole che possono essere prodotte in modo endogeno ed i
recettori di membrana piu importanti sono CB1, CB2, GPR55 e TRPV1. In particolare, il
recettore CB1 quando stimolato induce D’appetito. NPY ¢ un neuropeptide di 36
amminoacidi appartenente alla famiglia dei polipeptidi pancreatici attualmente considerato
il piu potente stimolatore dell’appetito. L’'mRNA di NPY ¢ maggiormente espresso nel
cervello dei pesci, ma puo essere anche rilevato nei reni. Infine MC4R ¢ un recettore
associato alla proteina G, implicato nel percorso del segnale ipotalamico leptina-
melanocortina. L'attivazione di MC4R contribuisce a mantenere 1'omeostasi energetica e si

associa alla soppressione della fame.
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1.6.3  Risposta immunitaria
Il TNF-a (Tumor Necrosis Factor) ¢ una citochina coinvolta nell’infiammazione sistemica,
apoptosi e proliferazione cellulare. Il suo principale ruolo ¢ nella regolazione delle cellule
del sistema immunitario. Attraverso endotossine, molecole patogene o vaccinazioni, il
TNF-a viene attivato e per tale motivo ¢ stato proposto come marker per monitorare,
quanto piu correttamente possibile, la salute dei pesci e I’efficacia di vaccinazioni.
Ulteriori citochine secrete da wvari tipi di cellule del sistema immunitario sono le
interleuchine, in particolare IL-1 e IL-10 (con funzione anti-infiammatoria).

1.6.4 Stress
Con il termine HSP70 si indica una famiglia di proteine, ben conservate evolutivamente, le
quali sono indotte a rispondere in condizioni di stress o proteggere la cellula in caso di
presenza di metaboliti. Scoperte negli anni 60 in modo del tutto casuale, quello che si
mise in evidenza fu un’elevata attivita trascrizionale scatenata dal calore, di qualche
proteina sconosciuta, osservata su Drosophila, che era stata incubata ad alte temperature;
per tale motivo vennero chiamate “Heat Shock Protein”.
La maggior parte degli studi ha dimostrato una correlazione tra I’aumento dei livelli di
proteine da shock termico e I’esposizione a fattori di stress, come improvvisi cambiamenti
ambientali. Molto probabilmente la risposta allo stress ha un ruolo di miglioramento della
salute dei pesci e della loro sopravvivenza, svolgendo un ruolo centrale nell’omeostasi
cellulare (Yamashita et al. 2010).
Inoltre, nel momento in cui si ha un elevato valore di stress, si osserva anche un alto livello
di cortisolo. Nell’organismo sono presenti ormoni che collegano la presenza di un agente
stressante esterno e la risposta che deve essere attivata. Lo stress ¢ percepito attraverso

delle molecole ed il punto di partenza ¢ I’ipotalamo. Qui ¢ prodotto il CRH (ormone che
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promuove il rilascio di corticotropina), che attiva I’ipofisi, zona dove sono presenti sia le
cellule gonadotrope che quelle coinvolte nella risposta dello stress. A questo punto c’¢
produzione di ACTH, che colpisce I’interrene producendo cortisolo. L’organismo
rispondera allo stress. Il cortisolo, dunque, svolge un ruolo chiave nell'adattamento allo

stress ed esercita la sua azione a livello cellulare legando il recettore dei glucocorticoidi

(GR).
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2 Scopo della tesi

Il profilo lipidico degli insetti rappresenta il maggiore limite riguardo la loro inclusione
nella formulazione di diete destinate al settore dell’acquacoltura. A fronte di cio lo scopo
del presente studio ¢ quello di arricchire il substrato di crescita di Hermetia illucens con
una fonte di PUFAs al fine di migliorare il profilo lipidico degli insetti. Nello specifico, i
mangimi oggetto di studio sono a base di farina di insetto (Hermetia illucens) la cui
produzione ha sfruttato sottoprodotti organici industriali basandosi sul concetto di
sostenibilita e di economia circolare.

Le larve di Hermetia illucens sono state allevate su scarti della torrefazione del caffe
arricchiti con un 10% di Schizochytrium sp. al fine di migliorarne il profilo lipidico. La
farina di insetti cosi ottenuta ¢ stata utilizzata per la formulazione di 5 diete isolipidiche,
isoproteiche ed isoenergetiche contenti rispettivamente 0, 25, 50, 75 e 100% di HI rispetto
alla farina di pesce. I mangimi sono stati somministrati a larve di zebrafish (Danio rerio)
per un periodo di 21 giorni durante lo sviluppo larvale di zebrafish e sono state studiate le
risposte dei pesci alle nuove diete attraverso un approccio multidisciplinare che integra dati

biometrici, istologici, spettroscopici e studi di biologia molecolare.
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3 Materiali e metodi

3.1 Modelli sperimentali

3.1.1 Zebrafish (Danio rerio)
Il Danio rerio ¢ un piccolo pesce d’acqua dolce appartenente alla famiglia dei Ciprinidi e
alla sottofamiglia dei Danionini. Proviene dal Medio Oriente, dove ¢ diffuso dal Pakistan
al Nepal. Abita laghetti, corsi d’acqua con poca corrente, risaie, canali e ruscelli. E* un
pesce dal corpo affusolato, compresso lateralmente con la bocca rivolta verso 1’alto. Un
paio di barbigli scende dal labbro superiore e la livrea ha una colorazione olivastra sul
dorso, mentre, il ventre ¢ bianco argenteo. Il corpo presenta (almeno) quattro strisce
orizzontali color blu metallizzato, intervallate da strisce bianche. Sono striate come il resto
del corpo anche la pinna anale e la pinna caudale; al contrario, quella dorsale ¢ blu con
I’orlo bianco. La sua dimensione pud arrivare ad un massimo di 6 cm, ma raramente ne
raggiunge 4. Le femmine sono piu grandi dei maschi con una forma piu arrotondata e
colori meno vivaci. Generalmente, tale dimorfismo sessuale non fa che accentuarsi, ancor
di piu, durante il periodo riproduttivo dove la femmina risulta essere decisamente
appesantita dalle 300/400 uova che, dopo un vivace corteggiamento del maschio, andra a
deporre. E una specie ovipara, che non attua cure parentali e la fecondazione & esterna. In
genere il maschio nuota rapidamente intorno alla femmina per condurla nei pressi del sito
di deposizione, fa in modo di allineare i pori genitali e nel momento in cui la femmina
espelle le uova, il maschio rilascia lo sperma con cui avverra la fecondazione. Tale
sequenza verra ripetuta piu volte. Dopo un paio di giorni dalla deposizione, le uova
schiuderanno. Lo zebrafish ¢ un pesce gregario, vivace, estremamente diffuso negli acquari

ed ¢ grazie alla loro capacita di adattamento e 1’elevata fecondita che ¢ stato possibile
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avere una grande varieta di specie. Per quanto riguarda 1’alimentazione, il Danio rerio si
ciba di larve di gamberetto, crostacei cladoceri e ostracodi, larve di insetto o micro-
invertebrati. Accetta mangime secco e congelato.

Ad oggi, tale esemplare ¢ I’animale pit adoperato per la sperimentazione perché la sua
compatibilita genetica con 'uomo ¢ alta, il suo DNA ¢ stato completamente mappato ed ¢
un pesce molto resistente e rende piu semplice le operazioni di manipolazione. Gli
embrioni si sviluppano nel giro di pochi giorni; questi essendo trasparenti facilitano,
inoltre, I’osservazione di numerosi processi e aspetti biologici inerenti allo studio della
biologia dello sviluppo. Allo stadio larvale ¢ in grado di rigenerare tutti i tessuti e
conseguentemente, oltre che essere impiegato negli studi di sviluppo, in ambito
tossicologico e oncologico, fondamentali sono le ricerche a livello di rigenerazione che
vengono fatte su Danio rerio.

3.1.2 Mosca soldato nera (Hermetia illucens, BSF)

La mosca soldato nera (Hermetia illucens) ¢ un insetto appartenente all’ordine dei Ditteri e
della famiglia Stratiomyidae. Nonostante sia una specie originaria dell’America del Nord,
attualmente la sua distribuzione risulta essere in tutte le regioni del mondo comprese tra il
45° parallelo Nord e il 40° parallelo Sud (Makkar et al. 2014). Le larve si rinvengono
principalmente negli impianti di compostaggio, smaltimenti di rifiuti o su reflui zootecnici
che utilizzano come substrato di crescita. Gli adulti, al contrario, non necessitano di
alimentarsi dal momento che non presentano un apparato buccale funzionante e si affidano
alle riserve nutritive immagazzinate durante lo stadio larvale. La probabilita di veicolare
patologie ¢ dunque minore e cid rende tale organismo vantaggioso nel campo zootecnico
(Sheppard et al. 1994; Kalova and Borkovcova 2013). Lo sviluppo post-embrionale passa

attraverso sei differenti stadi (Figura 4) e nel momento in cui sono presenti condizioni
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ideali di temperatura e umidita, il ciclo della mosca soldato ¢ sostanzialmente veloce. La
durata media dello stadio larvale ¢ di circa 2 mesi, 2 settimane quello pupale e dopo 48 ore
I’adulto si accoppia ovodeponendo in pochi giorni. Nel momento in cui avviene il
passaggio da pre-pupe ad adulti, questi si allontanano dal substrato di crescita per trovare

un luogo asciutto e completare la metamorfosi.

PUPAL STAGE =
Lifespan: 10 days to months
ADULT

Lifespan: 5 to 8 days

EGGS e
Number: 500 to 900

PREPUPAL STAGE s i

Lifespan: approx. 7 days Hatch time: approx. 4 days N

1“ H
6" instar gl
Life cycle of .
H. illucens
2" instar
5" instar
) 3" instar
ZZZHU) LARVAL STAGE
4™ instar Five instars

Lifespan: 13 to 18 days

Figura 4. Ciclo vitale di Hermetia illucens

Hermetia illucens ¢ un insetto, come la maggior parte di quelli appartenenti alla famiglia
Stratiomyidae, che interviene nelle prime fasi della decomposizione della materia organica.
La scienza forense, le biotecnologie, I’ecologia e la medicina sono solo alcuni dei campi
dove le larve di HI possono essere impiegate. Dal punto di vista nutrizionale, la mosca
soldato mostra un contenuto proteico e un profilo amminoacidico che rispecchiano quelli
della farina e dell’olio di pesce, presentandosi come un ottimo candidato tra le alternative

sostenibili. Il suo profilo lipidico, perd, mostra una frazione maggiore di acidi grassi saturi

34



a discapito di un minore contenuto di polinsaturi e rimane una delle principali limitazioni
all’inclusione ad alte percentuali nelle diete utilizzabili in acquacoltura. Tuttavia, il profilo
degli acidi grassi pud essere modificato andando ad alimentare le larve su substrati

arricchiti con fonti di HUFA n-3 (Barroso et al. 2017).

3.2 Etica

Le procedure relative agli animali sono state condotte in linea con la legislazione italiana
sugli animali da esperimento. Queste sono state approvate dal Comitato Etico
dell’Universita Politecnica delle Marche (Ancona, Italia) e dal Ministero della Salute
italiano (626/2018-PR). Le condizioni di allevamento, applicate durante tutto il periodo
dello studio, sono state ottimali (per dettagli vedere la sezione successiva) ed ¢ stata ridotta
al minimo la sofferenza degli animali utilizzando un anestetico al momento del

campionamento (MS222; Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).

3.3 Preparazione del substrato di alimentazione degli insetti

Le larve di Hermetia illucens sono state allevate in un substrato formato per la maggior
parte da scarti provenienti dalla torrefazione del caffé, composti da coffee silverskin,
forniti dall’industria Saccaria Caffé¢ S.R.L. (Marina di Montemarciano, Ancona, Italia). I
sottoprodotto del caffeé, con umidita pari al 44%, ¢ stato raccolto e macinato in un robot da
cucina Ariete 1769 (De Longhi Appliances Srl, Italia) fino ad ottenere una dimensione
delle particelle pari a 0,4 = 2 mm. Il substrato di crescita degli insetti ¢ stato formulato
includendo una percentuale del 10% di Schizochytrium sp al sottoprodotto del caffe. La
microalga liofilizzata ¢ stata fornita da Alghltaly: Societd Agricola S.R.L.

(Sommacampagna, VR, Italia).
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Per il raggiungimento di un’umidita finale pari a circa il 70% ¢ stata aggiunta una quantita

di acqua distillata al substrato di alimentazione degli insetti (Makkar et al. 2014).
3.4 Allevamento di insetti

Gli insetti sono stati allevati all’interno di una camera climatica con temperatura pari a 27
+ 1°C, umidita relativa del 65 = 5% (Spranghers et al. 2017) in continua oscurita. Larve di
sei giorni, acquistate da Smart Bugs s.s. Ponzano Veneto (TV), Italia, sono state contate a
mano e divise in gruppi di 640 larve per replicato (n=65) per un totale di 41.600 esemplari.
Ogni replicato consisteva di una scatola di plastica (57x38x16 cm) protetta con una garza
di cotone a maglia fine e chiusa da un coperchio dotato di fori per la ventilazione di 0,5 cm
di diametro (Spranghers et al. 2017). La densita di allevamento era pari a 0,3 /cm?
(Barragan-Fonseca and Dicke 2018). Ogni larva ¢ stata alimentata con un quantitativo di
100mg/giorno, preparato e aggiunto una volta a settimana (circa 448g per scatola).

Le larve di Hermetia illucens venivano quotidianamente ispezionate e all’identificazione
dello stadio di prepupa, riconosciuto tramite il cambio di colore del tegumento (da bianco a

nero), venivano raccolte, lavate, asciugate e conservate a -80°C.
3.5 Produzione diete ittiche

Le prepupe di HI sono state liofilizzate, macinate con il mulino ultracentrifugo ZM 1000
(Retsch GmbH, Haan, Germania) e utilizzate per la preparazione delle diete sperimentali.

Una dieta di controllo (Hi0) contenente farina di pesce, glutine di grano, concentrati di
proteine di piselli e olio di pesce come principali ingredienti, ¢ stata preparata seguendo la
formulazione di una dieta standard disponibile in commercio per il modello sperimentale
zebrafish (Danio rerio) (Zebrafeed, Sparos Itd, Portogallo). Le diete sperimentali sono

state formulate per essere isoproteiche (50%) e isolipidiche (13%). Le diete a base di
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insetti sono state preparate includendo livelli graduali di farina di Hermetia illucens (25%,
50%, 75% e 100%, indicati rispettivamente come Hi25, Hi50, Hi75 e Hil00) nella
formulazione Hi0. Gli ingredienti vegetali convenzionali (concentrato di proteine di piselli
e glutine di grano) usati per formulare le diete sperimentali sono stati approssimativamente
mantenuti ad un rapporto costante (0,7:1 w:w) in tutte le alimentazioni. In conclusione,
tutti gli ingredienti macinati (0,5 mm) e I’olio di pesce sono stati miscelati (Kenwood kMix
KMX53 stand Mixer; Kenwood, De Longhi Spa, Treviso, Italia) per 20 minuti e,
successivamente, ¢ stata aggiunta acqua alla miscela per ottenere una consistenza adeguata
a pellettizzare. I pellet sono stati ottenuti utilizzando un tritacarne da 1 mm ed essiccati a
40°C per 48-72 ore. Le diete ottenute sono state quindi macinate e conservate in sacchetti
sottovuoto a -20°C fino al loro utilizzo. I campioni di mangime sono stati analizzati per
umidita (AOAC #950.46), proteine grezze, CP (AOAC #920.153) ed estratto di etere (EE;
AOAC #991.36) secondo AOAC 2006.

La frazione lipidica totale delle diete di prova ¢ stata estratta usando la miscela di
cloroformio-metanolo (2:1 v:v) (Merck KGaA, Darmstadt, Germania) secondo quanto
riportato in uno studio fatto nel 1957 (Folch et al. 1957). La formulazione dietetica e la

composizione sono mostrate nella Tabellal.

Hi0 (CTRL) Hi25 Hi50 Hi75 Hi100
Ingredienti (g/kg)
Farina di pesce 470 400 250 110 -
Mix vegetale 220 230 298 385 440
Farina di insetto (HI) - 150 275 350 460
Farina di frumento 198 172 120 110 72
Olio di pesce 80 51 25 10 -
Lecitina di soia 8 8 8 11 4
Ir.ltegr.at.or.l minerali e 14 14 14 14 14
vitaminici
Collante 10 10 10 10 10

37



Composizione (%)

Sostanza secca 97.08+0.06 95.78+0.13 9493+0.05 93.63+0.05 92.70+0.04
Proteine grezze, CP 51.57+0.13  50.75+2.57 5039+0.28 51.23+1.49 50.50+3.15
Estratto di etere, EE 1438 +0.64 13.10+042 1293+038 13.24+046 12.99=+0.51
NFE 21.32+0.34 20.82+1.00 20.64+0.55 19.03+0.67 18.47+1.26
Ceneri 9.81+0.25 11.11£0.01 10.97+0.00 10.13+0.06 10.74+0.13

Tabellal. Ingredienti (g/kg) e composizione espressa in percentuale delle diete sperimentali utilizzate in questo studio

3.6 Embrioni di zebrafish

Gli embrioni di zebrafish sono stati mantenuti per 48 ore in un sistema Tecnicplast
(Varese, Italia), soggetti a: temperatura di 28°C, pH 7,0, concentrazioni di NO; e NH3 <
0,01 mg/L, concentrazione di NO3 < 10 mg/L e fotoperiodo di 12L/ 12D. Dopo questo
primo periodo gli embrioni, sono stati raccolti, contati allo stereo microscopio (Leica Wild
M3B, Leica Microsystems, Nussloch, Germania) e divisi casualmente in cinque gruppi

sperimentali (ognuno in triplicato) secondo le cinque diete di prova.
3.7 Disegno sperimentale

Le larve di zebrafish, Danio rerio, sono state mantenute in quindici vasche (3 vasche per
gruppo sperimentale) da 20L ciascuna. Ogni gruppo sperimentale era composto da 1500
larve (500 larve per vasca). L’acqua delle vasche aveva le stesse caratteristiche fisico-
chimiche di quelle dei riproduttori ed era completamente ricambiata 10 volte al giorno da
un sistema di gocciolamento (Olivotto et al. 2004). I lati di ciascuna vasca erano coperti da
pannelli neri per ridurre il riflesso della luce. Tutte le vasche venivano sifonate due volte al
giorno, 30 minuti dopo aver alimentato le larve, per rimuovere 1’eccesso di cibo ed

eventuali esemplari morti.
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Le larve sono state campionate a 20 giorni dopo la deposizione delle uova (day post
spawning, dps), eutanizzate con una dose letale di MS222 (1g/L) e correttamente

conservate per ulteriori analisi.
3.8 Protocollo alimentare

A partire da 5 dps a 20 dps, le larve di zebrafish sono state alimentate come segue:
e Controllo - Gruppo di controllo alimentato con la dieta Hi0, priva di farina di
Hermetia illucens
e Hi25: le larve sono state alimentate con una dieta che includeva il 25% di farina di
prepupe di HI
e Hi50: le larve sono state alimentate con una dieta che includeva il 50% di farina di
prepupe di HI
e Hi75: le larve sono state alimentate con una dieta che includeva il 75% di farina di
prepupe di HI
e Hil0O: le larve sono state alimentate con una dieta che includeva il 100% di farina
di prepupe di HI
Le larve di zebrafish sono state alimentate due volte al giorno con una quantita di mangime
pari al 2% del loro peso corporeo. La granulometria del mangime era in relazione alla
dimensione dell’apertura boccale delle larve (circa 100-250 um). Inoltre, da 5 dps a 10
dps, a tutti i gruppi sperimentali venivano forniti, un’unica volta al mattino, rotiferi della

specie Brachionus plicatilis (5ind/mL) in accordo con Lawrence et al. 2012.
3.9 Biometrie

Da ogni vasca sono state pescate, in modo del tutto casuale, 5 larve (15 per gruppo

sperimentale) all’inizio e alla fine della sperimentazione: alla schiusa (3 dps) e alla fine
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dell’esperimento (20 dps). La lunghezza ¢ stata misurata con un calibro (Measy 2000 tipo
5921, Svizzera; precisione: 0,1 mm) ed il peso umido attraverso 1’utilizzo di una bilancia
analitica OHAUS Explorer (OHAUS Europe GmbH, Greifensee, Svizzera; precisione: 0,1
mg).

A 3 giorni dopo lo spawning, il peso umido ¢ stato misurato su un pool di 5 larve (in
triplicato). Per ciascun gruppo sperimentale, il tasso di crescita specifico, Specific Growth
Rate (SGR), ¢ stato cosi calcolato:

0 = - J -

x100]

Wt = peso umido finale, Wi= peso umido iniziale, t = numero dei giorni (17).

Il tasso di sopravvivenza delle larve in tutti i gruppi sperimentali ¢ stato dell’85% circa.
3.10 Composizione acidi grassi

Le diete sperimentali e i campioni di larve sono stati analizzati per valutare la
composizione degli acidi grassi. Le diete sono state tritate ed omogeneizzate
(omogeneizzatore MZ 4110, DCG Eltronic, Monza, Italia), anche le larve sono state
liofilizzate (Edwards EF4, Crawley, Sussex, Inghilterra). Aliquote di 200 mg di ciascun
campione sono state aggiunte a 100 pl di standard interno (estere metilico di acido
nonadecanoico, 99,6%, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Germania), e sono state estratte overnight
con il metodo di Folch (Folch, Lees, and Sloane Stanley 1957). Sono state analizzate 3
aliquote per campione.

Tutti gli estratti lipidici sono stati fatti evaporare sotto gas inerte a flusso laminare (N2)
fino a peso costante e risospesi in 0,5 ml di n-eptano. Gli esteri metilici di acidi grassi
(FAME) sono stati preparati secondo (Canonico et al. 2016) utilizzando estere metilico

dell’acido nonadecanoico (19:0; Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Germania) come
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standard interno. I FAMESs (esteri metilici degli acidi grassi) sono stati determinati da un
sistema GC Agilent-6890 (Milano, Italia) accoppiato ad un rivelatore selettivo di massa
quadrupolo Agilent-5973N (MSD) (Milano, Italia). Una colonna capillare CPS
ANALITICA CC-wax-MS (30m x 0,25mm ID, spessore film 0,25 pm) ¢ stata utilizzata
per separare FAME. Le condizioni sperimentali e degli strumenti sono state settate per le
matrici analizzate secondo (Truzzi et al. 2017; Truzzi et al. 2018). Per ciascuna aliquota di

campione analizzata sono state eseguite almeno tre prove su GCMS.
3.11 Istologia

Per le analisi istologiche sono state prelevate casualmente, a 20 dps, 3 larve per ogni vasca
(9 per gruppo sperimentale). Queste sono state mantenute in una soluzione di Bouin
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia) per 24 ore e conservate ad una temperatura di 4°C.

Successivamente sono stati fatti 3 lavaggi con etanolo al 70%. Ogni lavaggio aveva durata
di 10 minuti e le larve sono state conservate nella soluzione di etanolo dell’ultimo
passaggio. Il processo di inclusione in paraffina ¢ iniziato con la disidratazione delle larve
attraverso soluzioni a concentrazioni crescenti di etanolo (80, 95 e 100%) e due passaggi in
Xilene (Bio-Optica, Milano, Italia). Infine le larve sono state incluse in paraffina (Bio-
Optica). Le sezioni, di spessore pari a 5 um, ottenute tagliando i blocchi di paraffina con
un microtomo (Leica RM2125 RTS, Nussloch, Germania) e colorate con ematossilina-
eosina (Sigma-Aldrich, Milano, Italia), sono state osservate al microscopio Zeiss Axio
Imager.A2 (Oberkochen, Germania) per studiare il parenchima epatico e la morfologia
dell’intestino. Le immagini sono state acquisite per mezzo di una fotocamera digitale a
colori combinata Axiocam 503 (Zeiss, Oberkochen, Germania). Inoltre, per accertare

I’accumulo di grasso nel fegato, ¢ stata eseguita un’analisi quantitativa su un numero
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significativo di sezioni istologiche, prese in triplicato, da ciascun gruppo sperimentale
(n=9). Dall’analisi sono stati esclusi 1 vasi sanguigni. La percentuale di frazione grassa
(PFF) riscontrata sulle aree totali dei tessuti ¢ stata calcolata mediante il software ImageJ

che imposta un valore soglia omogeneo.
3.12 Analisi FTIR

A 20 giorni post spawning, quindici larve di zebrafish per gruppo sperimentale (5 per
vasca) sono state prelevate casualmente.

I campioni sono stati tritati, omogeneizzati (omogeneizzatore MZ 4110, DCG Eltronic,
Mongza, Italia) e liofilizzati (Edwards EF4, Crawley, Sussex, Inghilterra) per I'analisi FTIR.
Per ciascun gruppo sono state analizzate cinque aliquote da 5 mg ciascuna. L'analisi FTIR
¢ stata eseguita da uno spettrometro GX1 Spectrum dotato di un accessorio U-ATR e di un
diamante / cristallo SeZn (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA). Gli spettri IR
sono stati acquisiti nella regione spettrale del medio infrarosso (MIR) da 4000 a 800 cm'!
(risoluzione spettrale 4 cm™). Ogni spettro era il risultato di 64 scansioni. Prima di ogni
acquisizione del campione, uno spettro di background veniva raccolto sulla superficie
pulita del cristallo. Gli spettri IR grezzi sono stati convertiti in assorbanza, sottoposti a
correzione della linea di base nel range spettrale 4000-800 cm™ e normalizzati nello stesso
intervallo (pacchetto software OPUS 7.1).

Per tutti 1 gruppi sperimentali, gli spettri di assorbanza media sono stati calcolati insieme ai
loro spettri di deviazione standard (spettro di assorbanza medio + spettri di deviazione
standard) e analizzati per identificare i picchi IR piu caratteristici (in termini di
posizione/numeri d'onda). Quindi, gli spettri di assorbanza media e i loro spettri di

deviazione standard sono stati interpolati nelle regioni 3050-2800 cm™ € 1790-900 cm™! e
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adattati in queste regioni dopo correzione della linea di base e normalizzazione. E stato
adottato un algoritmo gaussiano e il numero e la posizione dei picchi sottostanti sono stati
definiti dall’analisi della derivata seconda degli spettri (GRAMS / Al 9.1, Galactic
Industries, Inc., Salem, NH). Nella regione 3050-2800 cm', sono stati identificati i
seguenti picchi sottostanti: ~3010 cm™ (frazioni =CH in catene alchiliche lipidiche
insature); ~2959 cm™ € ~2872 cm™! (gruppi CH3 in catene alchiliche lipidiche); ~2925 cm’!
e ~2854 cm! (gruppi CH: in catene alchiliche lipidiche). Nella regione 1790-900 c¢cm™!,
sono stati identificati i seguenti picchi sottostanti: ~1744 cm! (frazione C = O in lipidi e
acidi grassi); ~1639 e ~1536 cm™' (rispettivamente bande di proteine di Amido 1 e II);
~1457 cm™!' (catene laterali di proteine); ~1390 cm! (gruppi COO™ in aspartato e
glutammato); ~1234 cm™ (collagene); ~1157 cm™ (composti glicosilati); ~1080 cm’!
(gruppi fosfato) e ~1055 cm™ (mucina). Le aree integrate dei picchi piu rilevanti sono state
calcolate e utilizzate per valutare i seguenti rapporti dell'area della banda: LIP/TBM (che
rappresenta la quantitd complessiva di lipidi ), 1744/LIP (che rappresenta la quantita di
acidi grassi rispetto ai lipidi), 2928/LIP (che rappresenta la quantita di acidi grassi saturi
rispetto ai lipidi) e 3010/LIP (che rappresenta la quantita di acidi grassi insaturi rispetto a
lipidi); PRT/TBM (che rappresenta la quantita complessiva di proteine), 1234/PRT (che
rappresenta la quantita di collagene rispetto alle proteine) e 1055/PRT (che rappresenta la
quantita di mucina rispetto alle proteine). TBM era la somma delle aree integrate di tutti i
picchi nelle regioni 3050-2800 cm™ e 1790-900 ¢cm™; LIP era la somma delle aree
integrate di tutti i picchi nella regione 3050-2800 ¢m™!, mentre PRT era la somma delle

aree integrate delle bande a 1639 e 1536 cm™.

43



3.13 Analisi molecolari

3.13.1 Estrazione di RNA e sintesi di cDNA
L'estrazione di RNA ¢ stata condotta su un pool di 5 larve di zebrafish per ogni vasca (15
per gruppo sperimentale). L’analisi, in particolare, ¢ stata ottimizzata utilizzando il
reagente RNAzol RT (Sigma-Aldrich, R4533). L'RNA totale estratto ¢ stato eluito in 40ul
di acqua priva di RNasi (Qiagen). La concentrazione finale di RNA ¢ stata ricavata da
lettura allo spettrofotometro NanoPhotometer P-Class (Implen, Miinchen, Germania).
L'integrita dell'RNA ¢ stata verificata mediante colorazione GelRedTM di bande di RNA
ribosomiale 28S e 18S su gel di agarosio all'l1%. L'RNA ¢ stato conservato a -80 ° C fino al
momento dell'uso.
Infine, 2 pg di RNA sono stati utilizzati per la sintesi di ¢cDNA, utilizzando il kit di
retrotrascrizione (Bio-Rad, Milano, Italia) seguendo le istruzioni del produttore.
3.13.2 Real time PCR

Le PCR sono state eseguite con SYBER Green in un termociclatore iCQQer 1Q5 (Bio-Rad
Laboratories). Le reazioni (10 pl ognuna) sono state impostate su di una piastra da 96
pozzetti e per ognuna ¢ stata fatta la seguente mix:

e 1 pul di cDNA diluito 1:10

e 5 uldi SYBER Green concentrato come agente intercalante fluorescente

e 3,8 ul di acqua deionizzata, autoclavata e filtrata

e 0,2 ul di primer (F+R) diluiti 1:10
Le quantificazioni relative dell'espressione dei geni coinvolti nella crescita dei pesci (igfl,
igf2a e mstnb), risposta allo stress (nr3cl e hsp70.1), biosintesi degli acidi grassi

polinsaturi a lunga catena (elovl2, elovl5 e fads2), risposta all'appetito (ghrl, npy, cnrle
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lepa), risposta immunitaria (illb, il10 e tnfa) e idrolisi enzimatica della chitina (chia.2 e

chia.3) sono state eseguite utilizzando arp e rpl13 come geni housekeeping. I dati ottenuti

sono stati analizzati utilizzando il software 1Q5 versione 2.0 (Bio-Rad) inclusi i file

GeneEx Macro iQ5 Conversion e Genex Macro iQ5. Le sequenze di Primer sono state

progettate usando Primer3 (210 v. 0.4.0) a partire dalle sequenze di zebrafish disponibili in

ZFIN. Le sequenze di Primer utilizzate sono state riportate nella Tabella 2.

Gene Forward primer (5'- 3') Reverse primer (5'- 3') ZFIN ID

igfl 5'-GGCAAATCTCCACGATCTCTAC-3' 5'-CGGTTTCTCTTGTCTCTCTCAG-3' ZDB-GENE-010607-2
igf2a 5'-GAGTCCCATCCATTCTGTTG-3' 5'-GTGGATTGGGGTTTGATGTG-3' ZDB-GENE-991111-3
mstnb 5'-GGACTGGACTGCGATGAG-3' 5'-GATGGGTGTGGGGATACTTC-3' ZDB-GENE-990415-165
nr3cl 5'-AGACCTTGGTCCCCTTCACT-3' 5'-CGCCTTTAATCATGGGAGAA-3' ZDB-GENE-050522-503
hsp70.1  5'-TGTTCAGTTCTCTGCCGTTG-3' 5'-AAAGCACTGAGGGACGCTAA-3' ZDB-GENE-990415-91
elovl2 5'-CACTGGACGAAGTTGGTGAA-3' 5'-GTTGAGGACACACCACCAGA-3' ZDB-GENE-060421-5612
elovl5 5'-TGGATGGGACCGAAATACAT-3' 5'-GTCTCCTCCACTGTGGGTGT-3' ZDB-GENE-040407-2
fads2 5'-CATCACGCTAAACCCAACA-3 5'-GGGAGGACCAATGAAGAAGA-3 ZDB-GENE-011212-1
ghrl 5'-CAGCATGTTTCTGCTCCTGTG-3' S'TCTTCTGCCCACTCTTGGTG-3' ZDB-GENE-070622-2
npy 5'-GTCTGCTTGGGGACTCTCAC-3' 5'CGGGACTCTGTTTCACCAAT-3' ZDB-GENE-980526-438
cnrl 5'-AGCAAAAGGAGCAACAGGCA-3 S'GTTGGTCTGGTACTTTCACTTGAC-3' ZDB-GENE-040312-3
lepa 5'-CTCCAGTGACGAAGGCAACTT-3' 5'GGGAAGGAGCCGGAAATGT-3' ZDB-GENE-081001-1
ill1b 5'-GCTGGGGATGTGGACTTC-3' 5'-GTGGATTGGGGTTTGATGTG-3' ZDB-GENE-040702-2
il10 5'-ATTTGTGGAGGGCTTTCCTT-3' 5S'AGAGCTGTTGGCAGAATGGT-3' ZDB-GENE-051111-1
tnfo S-TTGTGGTGGGGTTTGATG-3' 5'-TTGGGGCATTTTATTTTGTAAG-3' ZDB-GENE-050317-1
chia.2 5'-GGTGCTCTGCCACCTTGCCTT-3' 5'-GGCATGGTTGATCATGGCGAAAGC-3' ZDB-GENE-040426-2014
chia.3 5'-TCGACCCTTACCTTTGCACACACCT-3" 5'-ACACCATGATGGAGAACTGTGCCGA-3'" ZDB-GENE-040426-2891
arpcla  5'-CTGAACATCTCGCCCTTCTC-3' 5'-TAGCCGATCTGCAGACACAC-3' ZDB-GENE-040116-1
rpli3 5'-TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC-3" 5-AGACGCACAATCTTGAGAGCAG-3' ZDB-GENE-031007-1

Tabella 2. Sequenze dei primer utilizzate in questo studio

3.14 Analisi statistica

Tutti i dati sono stati analizzati tramite one-way ANOVA utilizzando la dieta come

variabile esplicativa. Tutti i test ANOVA sono stati eseguiti dal Tukey post-hoc test. E

stato utilizzato il pacchetto software statistico Prism5 (GraphPad Software). 11 livello di

significativita ¢ stato impostato al 5% (p<0,05) e tutti i risultati sono stati presentati come

media + deviazione standard.
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4 Risultati

4.1 Biometrie

I crescenti livelli di inclusione di farina di HI nelle diete, fornite alle larve di zebrafish,
hanno determinato in alcuni casi un aumento significativo (p<0.05) del loro tasso di
crescita specifico (SGR). In particolare, tra il gruppo di Controllo (25.4+0.7%) e il gruppo
Hi25 (25.7£1.0%) non sono state rilevate differenze significative (p>0.05). Al contrario, i
gruppi Hi50, Hi75 e Hil00 (27.610.5, 27.84£0.4, 28.44+0.3%) hanno mostrato valori

significativamente piu alti (p<0.05) rispetto al Controllo e al gruppo Hi25 (Figura 5).
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Figura 5. Tasso di crescita specifico (SGR%) delle larve di zebrafish alimentate con le 5 diete: Controllo, Hi25, Hi50,
Hi75, Hil00. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi sperimentali (p<0.05). 1
boxplot mostrano valore minimo e valore massimo (whiskers), primo quartile, mediana e terzo quartile (box).

4.2 Composizione e contenuto degli acidi grassi

Diete. La figura 6a illustra le percentuali degli acidi grassi presenti nelle cinque diete
sperimentali. Dal grafico ¢ possibile osservare un aumento significativo (p<0.05) degli
acidi grassi saturi (SFA) all’aumentare dell’inclusione della farina di HI nelle diete

(40.9%0.7, 40.0£2.0, 35.940.7 e 37.6%2.8% per Hi25, Hi50, Hi75 e Hil00) rispetto al
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Controllo Hi0 (27.8£1.3%). Al contrario, le percentuali degli acidi grassi monoinsaturi
(MUFA) e polinsaturi (PUFA) hanno evidenziato un valore significativamente piu basso
(p<0.05) nelle diete con inclusione di HI rispetto al Controllo (MUFA: 24.740.6,
19.840.3, 19.0+0.9, 21.540.2 e 20.0+1.0%; PUFA: 47.4+1.4, 39.3+1.0, 41.0+1.0,
42.6+0.3 e 42.243.2% rispettivamente per Hi0, Hi25, Hi50, Hi75, Hil100). Tuttavia, si
osserva un progressivo aumento di PUFA dalla dieta Hi25 alla dieta Hi100 nonostante tali
valori risultino comunque essere inferiori rispetto al controllo.

Per quanto riguarda gli n3 1 valori diminuiscono significativamente (p<0.05) con
I’aumentare dell’inclusione di HI, mentre, in parallelo, si nota un aumento significativo
(p<0.05) di n6 nelle diete a base di insetto rispetto a Hi0. In particolare, nel primo caso si
ha una riduzione dal 38.8+1.4% (Hi0) all’11.1+£3.1% (Hi100), nel secondo un aumento
dall’8.6+0.1% (Hi0) al 31.3+0.9% (Hi100).

Infine, il rapporto n6/n3 (Figura 6b) aumenta significativamente (p<0.05) dalla dieta di

Controllo (0.22£0.01) alla dieta Hi100 (2.8£0.2).
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Figura 6. (a) Valori di SFA, MUFA e PUFA (come percentuali degli acidi grassi totali) e contributo degli acidi grassi
omega-3 (n3), omega-6 (n6) e omega-9 (n9) e (b) rapporto n6/n3 nelle 5 diete Hi0, Hi25, Hi75 e Hil00. Lettere diverse
indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi sperimentali comparati all interno della stessa classe di
acidi grassi (p<0.05). I valori sono presentati come media + deviazione standard (n=12).
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Larve di zebrafish. La Figura 7 mostra le percentuali delle varie classi di acidi grassi delle
larve di zebrafish alimentate con le diete sperimentali. La composizione in acidi grassi
delle larve ¢ stata profondamente influenzata dall’inclusione di HI nella dieta. In
particolare, ¢ possibile osservare un aumento significativo (p<0.05) delle percentuali di
acidi grassi saturi (SFA) e una parallela diminuzione significativa (p<0.05) degli acidi
grassi monoinsaturi (MUFASs) e polinsaturi (PUFAs) all’aumentare dell’inclusione di HI
nelle diete. Inoltre, si evidenzia come 1’aumento di inclusione di HI nelle diete abbia
portato ad una diminuzione significativa (p<0.05) delle percentuali di n3 ed un aumento
significativo (p<0.05) degli n6. Analizzando il loro rapporto (n6/n3, Figura 7b) non si
osservano differenze significative (p>0.05) tra Hi0, Hi25 e Hi50 (rispettivamente 0.510.1,
0.540.1 e 0.61+0.1%), mentre Hi75 (0.8+0.1%) e Hil00 (1.0£0.1%) mostrano valori
significativamente piu alti (p<0.05) rispetto agli altri gruppi sperimentali. Infine,
considerando gli n9, solo i gruppi Hi25 e Hi50 hanno mostrato valori significativamente
(p<0.05) piu alti rispetto agli altri gruppi sperimentali i quali, invece, non presentano

differenze significative (p>0.05) tra loro.
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Figura 7. (a) Valori di SFA, MUFA e PUFA (come percentuali degli acidi grassi totali) e contributo degli acidi grassi
omega-3 (n3), omega-6 (n6) e omega-9 (n9) e (b) rapporto n6/n3 nelle larve di zebrafish. Lettere diverse indicano
differenze statisticamente significative tra i gruppi sperimentali comparati all interno della stessa classe di acidi grassi
(p<0.05). I valori sono presentati come media + deviazione standard (n=12).
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La tabella 3 mostra la composizione totale degli acidi grassi delle larve di zebrafish. Il

profilo lipidico delle larve alimentate con la dieta di Controllo ¢ caratterizzato da

un’elevata percentuale di acidi grassi 16:0, 18:1 n9, 22:6 n3 (acido docosaesaenoico,

DHA) e 20:5 n3 (acido eicosapentaenoico, EPA), seguiti da 18:2 n6, 16:1 n7 e 18:0.

Le principali variazioni riguardano aumenti (fino a circa 30 volte) di acido laurico (12:0) e

riduzioni significative (p<0.05) della percentuale di EPA (20:5 n-3) nelle diete contenenti

crescenti inclusioni di farina di Hermetia illucens. L’andamento osservato per il DHA ¢

risultato essere analogo all’EPA e, di conseguenza, il rapporto DHA/EPA ¢ aumentato in

modo significativo (p<0.05) all’aumentare delle percentuali di inclusione di HI nelle diete.

10:0
12:0
13:0
14:0
15:0
16:0
16:1n9
16:1n7
17:0
18:0
18:1n9
18:1n7
18:2n6
18:3n6
18:3n3
20:0
20:1n9
20:2n6
20:3n6
20:4n6

Larve di zebrafish

CTRL Hi25 Hi50 Hi75 Hil00
0.02+0.01 0.05+0.01 0.10£0.01 0.08+0.01 0.09+0.02
0.20+0.032 2.6+0.1° 4.5+0.1°¢ 4.7+0.4¢ 5.7+0.44
0.06£0.01 0.06£0.01 0.07£0.01 0.06x0.01 0.07+0.01
4.0+0.12b 4.0+0.12 4.2+0.1° 3.9+0.22 4.340.20
0.86+0.04 0.80+0.03 0.82+0.01 0.79+0.02 0.8440.04

14.7£1.0¢ 14.0+0.72b 13.8+0.52 14.6+0.1b¢ 15.5+0.94
1.2+0.12 1.340.1° 1.3+0.1¢ 1.5+0.14 1.5+0.14
8.740.6°¢ 9.04+0.3¢ 8.3+0.1° 7.6£0.42 7.940.12
1.2+0.1° 1.1+0.12 1.1+0.12 1.1+0.12 1.2+0.1°
6.3+0.2°¢ 5.5+0.12 5.8+0.2° 6.3+0.4¢ 6.7+0.44
14.7+0.1°2 15.3+0.3b 15.7£0.7¢ 15.1+0.3b 15.3+0.1°
5.240.14 4.9+0.2¢ 4.6+0.2° 4.3+0.12 4.54+0.20
9.6+0.12 10.6+0.2° 11.0+£0.2¢ 12.6+0.34 12.7+0.74
0.43+0.01 0.41+0.02 0.50+0.01 0.47+0.03 0.53+0.03

3.7+0.1¢ 3.3+0.2° 3.5+0.2¢ 2.7+0.22 2.840.32
0.22+0.01 0.18+0.01 0.19+0.01 0.23+0.02 0.21+0.01
0.90+0.05 0.75+£0.01 0.63+0.02 0.48+0.02 0.39+0.02
0.29+0.02 0.29+0.01 0.31+0.01 0.35+0.02 0.38+0.02
0.46+0.04*  0.52+0.02>  0.70+0.04°  0.98+0.06¢ 1.1£0.1¢

2.3+0.22 2.3+0.12 2.4+0.1° 3.240.3¢ 3.5+0.14
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20:3n3 0.21+0.03 0.19+0.01 0.21+0.01 0.17+0.01 0.174+0.02
20:5n3 10.2+0.2¢ 8.7+0.7¢ 7.2+0.3¢ 4.6+0.1° 3.5+0.22
22:1n9 0.31+0.02 0.28+0.01 0.18+0.02 0.12+0.01 0.04+0.01
22:6n3 14.0+1.3° 13.9+1.2° 12.940.8° 14.0+1.3° 11.2+1.02
24:1n9 0.18+0.02 0.09+0.01 0.08+0.01 0.05+0.01 0.03+0.01
DHA/EPA  1.4+0.1* 1.6+0.2° 1.840.1° 3.0+0.3¢ 3.2+0.2¢

Tabella 3. Composizione totale di acidi grassi (viportata come percentuale sul totale di acidi grassi presenti) delle larve
di zebrafish alimentate con le 5 diete sperimentali (CTRL, Hi25, Hi50, Hi75, Hil00).

L’analisi statistica é stata effettuata solo per gli acidi grassi con percentuali maggiori all’1%. Quelli con percentuali
inferiori sono stati esclusi in quanto le loro concentrazioni erano vicine al limite di rilevazione. Lettere diverse indicano
differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi considerando ogni singolo acido grasso (p<0.05).

4.3 Istologia

Le analisi istologiche sono state eseguite per rilevare possibili inflammazioni intestinali e
valutare la presenza di accumulo lipidico o steatosi nel fegato.

La mucosa intestinale ¢ parsa inalterata e caratterizzata da assenza di infiammazione in
tutti 1 gruppi sperimentali. Inoltre, larve alimentate con diete a base di HI hanno mostrato
una morfologia intestinale nella norma, paragonabile al controllo (Figura 8a-j). Al
contrario, per quanto riguarda il fegato, i risultati hanno evidenziato un diverso grado di
accumulo lipidico nei diversi gruppi sperimentali (Figura 8k-0). Le maggiori differenze
sono emerse nei gruppi Hi75 e Hil00. Infatti, mentre il parenchima epatico nei gruppi HiO0,
Hi25 e Hi50 presentava una modesta quantita di grasso, Hi75 ¢ Hi100 hanno mostrato un
severo grado di steatosi con epatociti rigonfi e abbondante accumulo lipidico intra-

citoplasmatico (Figura 8n,0).
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INTESTINO

FEGATO

CTRL Hi25% Hi50% Hi75% Hil100%

Figura 8. Sezioni istologiche del tratto intestinale e del fegato di larve di zebrafish alimentate con diete aventi inclusioni
paria 0, 25, 50, 75 e 100% di HI (Control, Hi25, Hi50, Hi75 e Hil00). (a-j) intestino, (k-0) fegato. Scala: (a-e) 50 um;
i) 20 um; (k-0) 10 um.

Questi risultati sono stati confermati dalla quantificazione statistica delle percentuali di
frazione di grasso (PFF) analizzate da sezioni di fegato, le quali hanno mostrato un
significativo (p<0.05) aumento in risposta alla dieta utilizzata (Figura 9). In particolare
Hi50 ha mostrato un aumento significativo (p<0.05) di PFF (48.7+2.4%) rispetto al
Controllo (41.74£2.1%) e al gruppo Hi25 (42.5+1.2%). I valori maggiori sono stati
riscontrati nei gruppi Hi75 (58.740.9%) e Hil00 (60.6+1.5%) con una differenza

significativa (p<0.05) rispetto agli altri.
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Figura 9. Percentuali di frazione di grasso nel fegato calcolate su sezioni istologiche. Lettere diverse indicano differenze
statisticamente significative (p<0.05). I valori sono presentati come media = deviazione standard (n=9).
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4.4 FTIR

La media degli spettri di assorbanza dei diversi gruppi sperimentali (Controllo, Hi25, Hi50,
Hi75 e Hi100) ¢ riportata nella Figura 10. L’analisi degli spettri IR permette di distinguere
1 modi vibrazionali di lipidi, proteine, carboidrati e fosfati (guarda sezione Materiali e
Metodi) (Vargas-Abundez et al. 2019). Per quanto riguarda la composizione biochimica
dei campioni di larve di zebrafish appartenenti ai diversi gruppi sperimentali, possono
essere fatte le seguenti considerazioni: (i) ¢ stata rilevata una quantita significativamente
maggiore (p<0.05) di lipidi totali (LIP/TBM, Figura 11a) nei gruppi Hi50, Hi75 e Hil00
rispetto al Controllo e Hi25; (ii) in tutte le larve di zebrafish alimentate con diete aventi
diversi livelli di inclusione di HI ¢ stato osservato un aumento significativo (p<0.05) di
acidi grassi saturi (1744/LIP e 2925/LIP, Figura 11b,c) ed una diminuzione significativa
(p<0.05) di acidi grassi insaturi (3010/LIP, Figura 11d); (iii) non sono emersi cambiamenti
significativi riguardo la quantita complessiva di proteine (PRT/TBM, Figura 12a); (iv) una
leggera, ma significativa (p<0.05), riduzione di collagene (1234/PRT, Figura 12b) ¢ stata
osservata in tutte le larve alimentate con diete a base di HI ed (v) una maggiore quantita di
mucina (1055/PRT, Figura 12¢) ¢ stata trovata nelle larve alimentate con le diete Hi50,

Hi75 e Hil00.

1536

1744

HI100
HI75 )
HIS0 i
HI2S )
Control )
3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm')

Figura 10. Spettri IR delle larve di zebrafish. Media degli spettri di assorbanza delle larve di zebrafish alimentate con
diete contenenti 0, 25, 50, 75 e 100% di farina di HI. Per una maggiore chiarezza, gli spettri sono stati shiftati lungo
'asse delle y. E stata riportata la posizione, in termini di numero d’onda, dei picchi IR pii rappresentativi.
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Figura 11. Analisi statistica della composizione lipidica- (a) LIP/TBM (quantita complessiva di lipidi); (b) 1744/LIP
(quantita complessiva di acidi grassi rispetto ai lipidi); (c¢) 2925/LIP (quantita di acidi grassi saturi rispetto ai lipidi), (d)
3010/LIP (quantita di acidi grassi insaturi rispetto ai lipidi). Lettere diverse indicano differenze statisticamente
significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05).
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Figura 12. Analisi statistica della composizione delle proteine- (a) PRT/TBM (quantita complessiva di proteine), (b)
1234/PRT (quantita di collagene rispetto le proteine); (c¢) 1055/PRT (quantita di mucina rispetto le proteine). Lettere
diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05).

4.5 Real time PCR

Le analisi Real-time PCR sono state eseguite su geni coinvolti nella crescita delle larve

(igfl, igf2 e mstnb), risposta allo stress (hsp70.1 e nr3cl), biosintesi degli acidi grassi
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polinsaturi a lunga catena (elovi2, elovl5 e fads2), appetito (ghrl, npy, cnrl e lepa), risposta
immunitaria (i/1b, il10 e tnfa) e idrolisi enzimatica della chitina (chia.2 e chia.3).

Fattori di crescita. Per quanto riguarda 1’espressione genica di igf] e igf2 (Figura 13a,b),
aumenti significativi (p<0.05) sono stati osservati in tutti i gruppi sperimentali alimentati
con HI rispetto al Controllo (con 1’eccezione dell’espressione genica di igf! nel gruppo
Hi25). Considerando 1’espressione genica di mstn (Figura 13c), valori significativamente

maggiori (p<0.05) rispetto al Controllo sono stati evidenziati solo nei gruppi Hi50 e Hil100.
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Figura 13. Livelli di mRNA di geni coinvolti nella crescita analizzati su larve di zebrafish. (a) igfl, (b) igf2a, (c) mstnb.
Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05). I valori sono
presentati come media + deviazione standard (n=>5).

Risposta allo stress. Considerando i markers dello stress (nr3cl e hsp70.1; Figura 14) tutti
i gruppi sperimentali con inclusione di HI hanno mostrato un’espressione genica
significativamente maggiore (p<0.05) rispetto al Controllo, con ’eccezione di nr3cl nel
gruppo Hi25. Per di piu, non sono state evidenziate differenze significative (p>0.05) tra i
gruppi Hi50, Hi75 e Hil00 mentre il gruppo Hi25 ha mostrato valori significativamente
(p<0.05) minori rispetto a quelli con le maggiori percentuali di HI (con 1’eccezione

dell’espressione genica di nr3cl nel gruppo Hi50).
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Figura 14. Livelli di mRNA di geni coinvolti nella risposta allo stress analizzati su larve di zebrafish. (a) nr3cl, (b)
hsp70.1. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05). [
valori sono presentati come media + deviazione standard (n=35).

Metabolismo lipidico. Considerando i geni coinvolti nell’allungamento (elovi2 e elovl5) e
desaturazione (fads2) degli acidi grassi a lunga catena, il piu alto valore di espressione
genica ¢ stato riscontrato nella dieta con la massima percentuale di HI (Hi100). Come si
puod osservare dalla Figura 15a-c, HilOO presenta valori di espressione genica
significativamente piu alti (p<0.05) rispetto a tutti gli altri gruppi sperimentali. In
particolare, I’espressione genica di elovl2 (Figura 15a) non mostra differenze significative
(p>0.05) tra il Controllo e Hi25, mentre sia I’espressione di Hi50 che Hi75 ¢ risultata
significativamente (p<0.05) piu alta rispetto al Controllo. Infine, considerando
I’espressione genica di elovl5 e fads (Figura 15b,c) non sono state osservate differenze

significative (p>0.05) tra i gruppi di Controllo, Hi25, hi50 e Hi75.
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Figura 15. Livelli di mRNA di geni coinvolti nella biosintesi di PUFAs a lunga catena analizzati su larve di zebrafish. (a)
elovi2, (b) elovls, (c) fads. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi
sperimentali (p<0.05). I valori sono presentati come media + deviazione standard (n=>5).

Appetito. Come riporta la Figura 16a,b con ’aumento delle percentuali di HI nelle diete
sperimentali si osserva un corrispettivo aumento dell’espressione genica di ghrl e npy.
Tuttavia, non sono state rilevate differenze significative (p>0.05) tra il Controllo e Hi25
(considerando 1’espressione genica di ghrl) e tra i gruppi di Controllo, Hi25 e Hi50
(considerando 1’espressione genica di npy). Nella Figura 16¢ ¢ riportata 1’espressione
genica di cnrl. Qui non ¢ evidente alcuna dipendenza dalla dieta a base di HI dato che solo
i gruppi Hi25 e Hi50 hanno evidenziato valori significativamente maggiori (p<0.05)
rispetto al Controllo. Infine, per quanto riguarda 1’espressione genica di lepa (Figura 16d) i
gruppi con le maggiori percentuali di HI, quali Hi75 e Hil00, hanno mostrato valori
significativamente piu altri (p<0.05) rispetto a tutti gli altri, mentre non sono state rilevate

differenze significative (p>0.05) tra il Controllo, Hi25 e Hi50.
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Figura 16. Livelli di mRNA di geni coinvolti nell appetito analizzati su larve di zebrafish. (a) ghrl, (b) npy, (c) cnrl, (d)
lepa. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05). I valori
sono presentati come media + deviazione standard (n=>5).

Risposta immunitaria. Considerando i geni coinvolti nella risposta immunitaria, inclusioni
crescenti di HI nella dieta riflettono un’espressione genica significativamente (p<0.05) piu
alta rispetto al Controllo. In particolare, per quanto riguarda ’espressione genica di il/b
(Figura 17a) tra il gruppo di Controllo, Hi25 e Hi50 non sono state rilevate differenze
significative (p>0.05). Solo i gruppi Hi75 e Hil00 mostrano valori significativamente piu
alti (p<0.05) rispetto agli altri. Una condizione analoga si riscontra osservando
I’espressione genica di i//0 (Figura 17b): Hi50, Hi75 e Hil0OO mostrano valori
significativamente piu alti (p<0.05) rispetto ai Hi25 e il Controllo, che tra di loro non
mostrano differenze significative (p>0.05). Infine, come riportato dalla Figura 17c, i
crescenti livelli di inclusione di HI nelle diete hanno determinato un aumento significativo

(p<0.05) dell’espressione genica di tnfa, evidenziando un trend dose dipendente.
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Figura 17. Livelli di mRNA di geni coinvolti nella risposta immunitaria analizzati su larve di zebrafish. (a) il1b, (b) il10,
(c) tnfa. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali (p<0.05). [
valori sono presentati come media + deviazione standard (n=>35).

Chitinasi. Tutti 1 gruppi sperimentali alimentati con diete contenenti HI mostrano un
aumento dell’espressione genica delle chitinasi (Figura 18). Considerando 1’espressione
genica di chia.2 e chia.3, infatti, non si osservano differenze significative (p>0.05) tra tutti
1 gruppi sperimentali, ad eccezione del gruppo Hil00 per il gene chia.2 e per i gruppi Hi75
e Hil0O0 per il gene chia.3, che mostrano valori di espressione genica significativamente

maggiori (p<0.05) rispetto al Controllo.
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Figura 18. Livelli di mRNA di geni coinvolti nell’idrolisi enzimatica della chitina analizzati su larve di zebrafish. (a)
chia.2, (b) chia.3. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i diversi gruppi sperimentali
(p<0.05). I valori sono presentati come media + deviazione standard (n=>35).
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S5 DISCUSSIONE

Gli insetti rappresentano ingredienti economicamente ed ecologicamente validi per i
mangimi destinati all’acquacoltura, ma le principali problematiche ad essi associate, quali
carenza di acidi grassi polinsaturi (PUFAs) (Barroso et al. 2017) e presenza di chitina
(Kroeckel et al. 2012; Xiao et al. 2018), limitano ancora il loro impiego.

Gli insetti sono generalmente allevati su scarti alimentari o sottoprodotti organici e
precedenti studi hanno evidenziato che la loro biomassa finale risultava essere povera di
PUFAs ma ricca di acidi grassi saturi SFA (Vargas-Abundez et al. 2018).

Tuttavia, diversi studi hanno dimostrato che il profilo lipidico degli insetti riflette quello
del substrato di crescita (Barroso et al. 2014; Spranghers et al. 2017).

In particolare, nel presente studio ¢ stato dimostrato come 1’aggiunta del 10% (w/w) di
Schizochytrium sp. al substrato di crescita di Hermetia illucens sia un metodo efficace per
aumentare il contenuto di PUFAs nella biomassa finale degli insetti. La procedura di
arricchimento, infatti, ha portato ad un incremento progressivo del contenuto di acidi grassi
polinsaturi nelle diete Hi25, Hi50, Hi75 e Hil00. Questa tecnica ha rappresentato un
approccio innovativo su come sottoprodotti alimentari derivanti da industrie terrestri come,
ad esempio, gli scarti della torrefazione del caffe, possano essere arricchiti e bio-convertiti
in una preziosa biomassa per la produzione di mangimi destinati all’acquacoltura
(Meneguz et al. 2018).

Rispetto alle diete a base di Hermetia illucens precedentemente testate su zebrafish
(Vargas et al. 2018; Zarantoniello et al. 2019), quelle sperimentate in questo studio hanno

portato a buone performance di crescita dei pesci dato che le maggiori percentuali del tasso
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di crescita specifico (SGR%) sono state riscontrate proprio nei gruppi alimentati con le
inclusioni di HI maggiori.

Le analisi molecolari sui geni implicati nella crescita (igf7-igf2) hanno supportato questi
risultati anche se risultano in contrasto con quanto evidenziato da studi precedenti che
riportano effetti negativi sulla crescita e sul benessere dei pesci con inclusioni di HI nella
dieta superiori al 40% (Sanchez-Muros et al. 2014; Barragan-Fonseca et al. 2018; Secci et
al. 2019).

Generalmente, il ritardo nella crescita dei pesci ¢ correlato o ad una condizione di
malnutrizione (ad esempio carenza a lungo termine di nutrienti essenziali o presenza di
fattori anti-nutrizionali) o ad uno scarso apporto di cibo. Come riportato nello studio di
Zarantoniello et al. (2019) il ritardo nella crescita osservato nelle diete a base di insetto
probabilmente ¢ stato causato da una composizione sbilanciata di acidi grassi
nell’alimentazione, caratterizzata da una minore quantitd di HUFA in diete contenenti
livelli maggiori di HI.

Inoltre, ulteriori studi hanno evidenziato come queste elevate inclusioni possano avere
effetti negativi sull’integrita del fegato e dell’intestino e, di conseguenza,
sull’assorbimento dei nutrienti forniti dalla dieta (Henry et al. 2015; Cardinaletti et al.
2019).

Le diete fornite nel presente studio sono state in grado di modificare la composizione degli
acidi grassi portando ad un aumento di SFA e ad una diminuzione di PUFA all’aumentare
delle inclusioni di Hermetia illucens.

Tuttavia, in termini di acidi grassi polinsaturi (PUFAs) si osserva come le differenze tra il
gruppo di Controllo e i gruppi aventi inclusioni di HI siano state meno evidenti nelle larve

di zebrafish rispetto a quelle rilevate nelle sole diete.
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Il motivo risiederebbe nel fatto che le specie d’acqua dolce (tra cui gli zebrafish) sono in
grado di convertire gli acidi grassi a catena corta in acidi grassi altamente insaturi
attraverso i pathways di allungamento e desaturazione degli acidi grassi (Tocher 2010).

I maggiori livelli di espressione genica di elovi2, elovl5 e fads osservati nei gruppi
sperimentali alimentati con diete a base di HI (in particolare nel gruppo Hil00) permettono
di confermare la relazione tra attivita di allungamento e desaturazione degli acidi grassi a
corta e media catena e la carenza di PUFAs nella dieta.

I risultati della gas cromatografia sono stati confermati ed integrati dalle analisi di FTIR
che hanno fornito dati riguardo la composizione macromolecolare dei campioni biologici
analizzati (Giorgini et al. 2018).

In particolare, le analisi FTIR non hanno evidenziato differenze tra i gruppi sperimentali
riguardo la quantita totale di proteine (PRT/TBM) (I'unica eccezione riscontrata ¢
avvenuta con il collagene (1234/PRT) il quale tende leggermente a diminuire),
sottolineando come le diete a base di HI possano essere preziose fonti proteiche per i
mangimi destinati all’acquacoltura (Al-Qazzaz and Ismail 2016; Nogales-Merida et al.
2018).

Per quanto riguarda i lipidi, le stesse analisi hanno rivelato che I’aumento di percentuale di
HI nelle diete era associato ad un generale aumento del contenuto lipidico totale nelle larve
di zebrafish. In particolare, analizzando specifiche lunghezze d’onda, I’FTIR ha
confermato i risultati della gas cromatografia evidenziando un aumento complessivo di
acidi grassi saturi (1744/LIP e 2925/LIP) e una diminuzione di acidi grassi insaturi
(3010/LIP).

I marker molecolari dell’appetito analizzati nel presente studio sono stati pienamente

supportati da quanto ottenuto dalle biometrie. Nei pesci 1’assunzione di cibo ¢ regolata da
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regioni specifiche del cervello che interpretano ed integrano segnali positivi (oressizzanti)
e negativi (anoressizzanti) che derivano dall’area ipotalamica e dalla periferia del corpo
(Copeland et al. 2011; Sobrino Crespo et al. 2014). I segnali oressizzanti (ghrl e npy)
analizzati nel presente studio hanno mostrato un aumento della loro espressione genica in
correlazione con I’aumento delle percentuali di inclusione di HI nelle diete, mentre
I’espressione genica di cnrl ¢ risultata essere elevata in tutti i gruppi sperimentali
alimentati con diete a base di HI. Al contrario, i risultati ottenuti dal segnale anoressizzante
lepa non sono di ovvia interpretazione.

In genere la leptina ¢ coinvolta nell’inibizione del pathway dei segnali oressizzanti e nella
stimolazione di quelli anoressizzanti (Volkoff 2006; Piccinetti et al. 2010), ma qui ¢ stato
osservato un risultato opposto che potrebbe essere spiegato dalle analisi FTIR le quali
hanno rivelato un aumento del contenuto lipidico totale (LIP/TBM) nelle larve alimentate
con percentuali elevate di HI. Infatti, precedenti studi fatti sia su mammiferi che su diverse
specie di pesci, hanno dimostrato una correlazione positiva tra i livelli di leptina e la
quantita di tessuto adiposo (Chisada et al. 2014; Li et al. 2016). Il tessuto adiposo ¢ il
principale produttore di leptina, per cui l'aumento della massa grassa causerebbe 1'aumento
della produzione di tale ormone, comunicando al cervello che i depositi di grasso sono
sufficienti, stimolando il senso di sazieta.

In alternativa, ¢ risaputa 1’esistenza di un’interconnessione tra leptina e geni coinvolti nella
risposta immunitaria (citochine pro-infiammatorie) (Lafrance et al. 2010).

E noto, infatti, che la leptina incrementa la produzione di citochine pro-infiammatorie cosi
come le citochine pro-infiammatorie sono in grado di innescare il rilascio di leptina

(Carlton et al. 2012).
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Nel presente studio, ’aumento dell’espressione genica di /epa osservata nelle larve
alimentate con diete a base di HI, potrebbe aver supportato la risposta immunitaria
osservata negli stessi gruppi sperimentali.

Tutte le diete a base di HI contengono chitina (Gasco et al. 2018) molecola che tutt’ora ha
un ruolo controverso nei mangimi a base di insetto per 1’acquacoltura. Se da una parte
alcuni studi evidenziano un ruolo benefico della chitina sul sistema immunitario e sul
microbiota dei pesci (Ringe et al. 2012; Zhou et al. 2013; Henry et al. 2018), dall’altra
sono presenti molteplici aspetti negativi. In particolare ¢ stato osservato che la chitina,
soprattutto a concentrazioni elevate, puo indurre infiammazioni del tratto intestinale
riducendo I’assimilazione dei nutrienti (Kroeckel et al. 2012; Magalhaes et al. 2017). Ad
esempio, I’inclusione di alte percentuali di HI nei mangimi di trota iridea (Oncorhynchus
mykiss) e carpe (Cyprinus carpio) ha indotto cambiamenti morfologici intestinali e
conseguenti effetti sulla crescita (Dumas et al. 2018).

A questo proposito, le larve alimentate con le diete Hi50, Hi75 e Hi100 hanno mostrato un
aumento significativo di mucina (1055/PRT), probabilmente associato ad una
lubrificazione dell’intestino superiore necessaria per un corretto transito intestinale di
queste diete. La mucina difatti ¢ una glicoproteina che, grazie alla sua viscosita, diviene un
elemento protettivo del tratto gastro-intestinale.

Tuttavia, dalle analisi istologiche non sono state rilevate specifiche inflammazioni del
tratto intestinale suggerendo: una possibile digestione della chitina da parte delle larve di
zebrafish attraverso specifiche chitinasi (chia.2 e chia.3) o un possibile ruolo
antinflammatorio dell’acido laurico (C12).

Nel presente studio, I’incremento di acido laurico nella dieta ¢ relazionato all’aumento di

inclusione di HI; questo acido grasso ¢ noto fornire un effetto positivo al benessere del
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tratto digerente dei pesci mitigando le condizioni infiammatorie e svolgendo funzioni
antibatteriche e antivirali (Ushakova et al. 2016; Gasco et al. 2018; Zarantonicllo et al.
2019).

Per quanto riguarda [D’analisi istologica del fegato, tutti i campioni analizzati,
indipendentemente dal tipo di dieta, hanno mostrato un accumulo lipidico nel parenchima
epatico.

In particolare, i gruppi Hi75 e Hil0OO0 hanno rivelato un’evidente steatosi epatica,
condizione patologica precedentemente correlata con un aumento del rapporto n6/n3 (Di
Minno et al. 2012; Scorletti and Byrne 2018). Questo disturbo epatico ¢ probabilmente la

causa della maggiore espressione genica dei marker di stress analizzati (hsp70.1 e nr3cl).
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6 CONCLUSIONI

Affinché Hermetia illucens possa essere utilizzata nei mangimi destinati all’acquacoltura il
suo profilo lipidico deve essere migliorato. Nel presente studio 1’aggiunta del 10% (w/w)
di Schizochytrium sp. al substrato di crescita dell’insetto si ¢ rivelato un ottimo metodo per
il raggiungimento dell’obiettivo prefissato. I risultati mostrano come il 50% di inclusione
di HI nella dieta sostenga una miglior crescita delle larve di zebrafish senza causare effetti
negativi. Maggiori livelli di inclusione, al contrario, evidenziano un generale aumento di
accumulo lipidico e risposta allo stress. Questo nuovo approccio, che si basa sul concetto
di sostenibilita e di economia circolare, rappresenta un valido esempio di come sia

possibile sostenere il benessere degli animali e incoraggiare la sostenibilita di tale settore.
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