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Vorwort

Die vorgelegte Dissertation ist aus einem geforderten Projekt des Ministeriums fur Wirtschaft
und Kultur mit dem Arbeitstitel ,,Sustainable Trout Aquaculture Intensification” (SusTAlIn)
entstanden. Das Projekt hatte das Ziel eine genetische Anpassung an sich wandelnde Futtermit-
telressourcen zu erforschen. Durch die Intensivierung der Aquakultur und dem Bestreben nach
einer nachhaltigeren Produktion wurde das Potenzial von Mikroalgen (Arthrospira platensis)
und Insekten (Hermetia illucens) als alternative Proteinquelle zu Fischmehl untersucht. Unter-
schiedliche Regenbogenforellenstamme (Oncorhynchus mykiss) wurden dabei auf ihre geneti-
sche Variabilitat fir deren Adaptationsfahigkeit an diese alternativen Proteinquellen untersucht.
Die Forschungsergebnisse sollen fiir eine nachhaltigere, tier- und umweltgerechtere Intensivie-

rung der Aquakultur genutzt werden.

Alle Teilprojekte dieser Arbeit wurden untersttzt durch Ressourcen des SusTAIn-Projekts und
durch die Arbeitsgruppen Functional Breeding, Produktqualitat tierischer Erzeugnisse und

Aquakultur des Departements fur Nutztierwissenschaften der Universitat Gottingen.
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12 1 Einleitung

1 Einleitung

In der gegenwadrtigen globalen Situation, die gepréagt ist von Klimawandel, Zerstérung von
Okosystemen sowie dem damit einhergehenden Artensterben und der tiberméaRigen Nutzung
natlrlicher Ressourcen, riickt das Thema Nachhaltigkeit immer weiter in den Fokus der 6ffent-
lichen Diskussion. Im Kontext der Notwendigkeit eine ausreichende Versorgung mit Nahrungs-
mitteln fir die stetig wachsende Weltbevolkerung sicherzustellen, werden besonders im Be-
reich der Agrar- und Tierproduktion Ansatze flr eine nachhaltigere Erzeugung diskutiert
(Alexandratos und Bruinsma 2012). Wobei gerade der Aquakultursektor seit geraumer Zeit ei-
ner der am starksten wachsenden Markte ist (FAO 2020). In der Aquakultur steht die Futterung
der Fische in der Kritik, da ein Teil der Diaten aus Fischmehl- und 6l besteht. VVor dem Hinter-
grund stagnierender Ertrage der Fangfischerei (FAO 2020) und 6kologischer Bedenken bzgl.
nicht-selektiver und teilweise gewasserstruktur-schadigender Fangmethoden sowie dem hohen
Bedarf an Energie und Wasser flr die Fischmehlproduktion, erscheint die Suche nach geeigne-
ten Proteinquellen flr die Fischerndahrung unumganglich (Hall 2010; Garcia 2003; Little und
Edwards 2003). Deshalb wird seit den 1950iger Jahren nach einem geeigneten Ersatz fir Fisch-
mehl geforscht (Becker 2007).

Bereits jetzt gibt es verschiedene pflanzliche und tierische Alternativen fir Fischmehl auf dem
Futtermittelmarkt. Viele dieser Ressourcen sind jedoch mit Nachteilen in Bezug auf die Ver-
daulichkeit, Wachstum und Fischgesundheit aufgrund unerwiinschter Inhaltsstoffe verbunden,
wodurch die Einsatzmenge eingeschrénkt wird. Dazu kommt ein hoher Bedarf an direkter und
indirekter Energie, um pflanzliche oder tierische Erzeugnisse zu produzieren (Troell et al.
2010). Statt diese Ressourcen direkt in die Humanerndhrung einflielen zu lassen, erfolgt eine

weitere Konversion mit zusétzlichen Umwandlungsverlusten.

Eine nachhaltige Alternative zu herkdmmlichen Futterproteinen kénnen Mikroalgen darstellen.
Diese erreichen auf kleiner Flache hohe Produktionskapazitaten und, je nach Anbausystem, mit
sehr geringem Energieaufwand und Wasserverbrauch produziert werden (Singh und Sharma
2012). Bisher zeigt sich, dass Mikroalgen das Potenzial haben nachhaltiger als z.B. Fischmehl

und andere konventionelle Proteinquellen zu sein (Draganovic et al. 2013).

Aus der Vielzahl von Mikroalgenarten hat sich vor allem Spirulina als vielversprechend fiir den
Ersatz von Fischmehl herausgestellt. Spirulina ist ein mehrzelliges, fadenférmiges Cyanobak-
terium, welches sich nicht nur durch einen hohen Proteingehalt auszeichnet, sondern zudem ein

ausbalanciertes Fettsaure- und Aminosauremuster aufweist (Becker 2007). AuRerdem ist Spi-
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rulina als Mikroalge Teil der natirlichen Nahrungskette und somit fur eine Vielzahl an Jungfi-
schen eine Nahrungsgrundlage. Dementsprechend liegt es nahe Spirulina als alternative Pro-
teinquelle in der Aquakultur zu nutzen, denn die Mikroalge besitzt nutritive Eigenschaften,
welche sich sowohl auf das Wachstum, die Gesundheit der Fische, als auch auf die Produkt-
qualitat positiv auswirken kénnen (Rosas et al. 2019; Alagawany et al. 2021). Wie viel Fisch-
mehl durch Spirulina ersetzt werden kann, hangt stark von der genutzten Fischart, dem Alter
der Fische und weiteren Faktoren ab (Rosas et al. 2019; Alagawany et al. 2021). Ein vollstén-
diger Ersatz von Fischmehl durch Spirulina ist bisher meist bei cypriniden Arten untersucht
worden (Nandeesha et al. 2001). Dementsprechend bleiben noch viele Fragen hinsichtlich der
Einsatzmenge, der Nutzbarkeit fur unterschiedliche Fischarten und der Auswirkung auf die
Produktqualitat ungeklart.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Untersuchung eines vollstandigen Austauschs von
Fischmehl gegen Spirulina fur in Deutschland kommerziell genutzte Warm- und Kaltwasserfi-
sche. Fir die Studien wurden Afrikanische Welse (Clarias gariepinus) und Tilapia (Oreochro-
mis niloticus) als wichtige Warmwasserfische fir Kreislaufanlagen in Deutschland ausgewahlt
(Statistisches Bundesamt 2022). Als Vertreter der Forellenteichwirtschaft wurden die nach Bré-
mick (2019) am haufigsten produzierten salmoniden Arten, Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss), Bachforelle (Salmo trutta fario) und Bachsaibling (Salvelinus fontinalis), genutzt. In
mehreren Versuchen wird die Nutzbarkeit von Spirulina als vollstandiges Fischmehlsubstitut
und dessen Auswirkung auf die Wachstumsleistung und Umsetzungsrate der unterschiedlichen
Fischarten untersucht und mit einer Kontrolldiat verglichen. Zusétzlich sollen Mikrobiomana-
lysen Aufschluss tber mogliche Effekte von Spirulina auf die Zusammensetzung der Darmbak-
terien und damit einen Erkl&rungsbeitrag zu Unterschieden in der Verdaulichkeit leisten. Dar-
uber hinaus werden auch 6konomische Kriterien wie die Produktqualitat sowie die Verbrau-

cherakzeptanz ermittelt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen einen Beitrag zur nachhaltigeren Gestaltung der
Fischerndhrung leisten. Dabei werden sowohl die Chancen als auch Herausforderungen einer

vollstandigen Substitution von Fischmehl durch Spirulina diskutiert.
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2 Literaturubersicht

2.1 Globale Aquakultur

Als Aquakultur wird die Aufzucht von Wasserorganismen wie Fischen, Weichtieren, Krebstie-
ren und Wasserpflanzen bezeichnet, bei der wenigstens eine Phase des Wachstums bzw. ein
Lebensabschnitt durch den Menschen kontrolliert wird (FAO 2021b). Die Produktion von aqua-
tischen Organismen hat eine lange Tradition, ist jedoch erst im letzten Jahrhundert stark gestie-
gen (Abbildung 1). Seit 1970 wéchst die Aquakulturproduktion um 7,5 % pro Jahr an und es
wird prognostiziert, dass bis 2030 rund 109 Millionen Tonnen aquatische Organismen in der
Aquakultur produziert werden (FAO 2020). 2018 waren es rund 82,1 Millionen Tonnen. Wah-
renddessen stagniert der Anteil der Fangfischerei weitestgehend, da die Ozeane ihre Kapazi-
tatsgrenze erreicht haben. Seit 1986 stagnierten dementsprechend die Fangertrdge zwischen
86,9 — 96,4 Millionen Tonnen (FAO 2020).

250

150

50§

Millionen Tonnen (Lebendgewicht)

1980 1985 19% 1995 2000 2005 2010 015 200 2025 2030

Fangfischeret M Aquakultur

Abbildung 1. Weltweite Ertrage der Fangfischerei und Aquakultur (1980 — 2030). Modifiziert
nach FAO (2020).

Dennoch ist die weltweite Nachfrage nach Fisch weiter gestiegen und ein immer grof3er wer-
dender Anteil der Bevolkerung in den Industrielandern kann sich die verhaltnisméaRig teuren
Produkte leisten — ein Trend, der sich in den Entwicklungsléandern fortsetzt (Delgado et al.
2003). Durch die hohe Nachfrage, insbesondere in Asien, zeigt sich hier nicht nur die grofite
Wachstumsrate der Aquakultur, sondern auch die weltweit hochste Produktionsmenge (FAO
2020). Dabei macht die Aquakulturproduktion in Asien insgesamt 89 % der weltweiten Pro-

duktion aus (FAO 2020). Monetéar gesehen sind Norwegen und Vietnam nach China die groten
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Exporteure von Fischerzeugnissen (FAO 2021a). Wahrenddessen stagniert der Aquakultursek-
tor in Deutschland aufgrund von rechtlichen VVorgaben und dem Wettbewerb durch gilinstigere
Produkte aus dem Ausland (BLE 2017).

Zu den weltweit am haufigsten produzierten Fischarten gehdren hauptséchlich herbivore und
omnivore Fischarten wie Graskarpfen, Silberkarpfen und Tilapia, doch monetdr gesehen, ma-
chen karnivore Arten wie Lachse, Forellen und Welse ebenfalls einen grofien Anteil aus (Cai
et al. 2019). AulRerdem steigt die Nachfrage nach karnivoren Fischarten weiter an (Bostock et
al. 2010).

Begrundet durch den starken Anstieg der Aquakulturproduktion ist auch die Nachfrage nach
Fischmehl und -0l stark gestiegen. Diese Futtermittelkomponenten sind Hauptbestandteil des
Fischfutters und bilden auch die Referenz flr physiologische Nahrstoff- und Ern&hrungsstan-
dards. Rund 68,2 % des Fischmehls und 88,5 % des Fischéls werden in der Aquakultur ver-
braucht (Tacon und Metian 2008). Bis 2025 wird in der Aquakultur ein Futtermittelverbrauch
von rund 73,2 Millionen Tonnen prognostiziert (Tacon und Metian 2008). Die benétigten Res-
sourcen stammen groRtenteils aus dem Fang von Wildfisch und nur zu einem kleinen Anteil
auch aus Schlachtabfallen der Fischverarbeitung (FAO 2020). Allerdings steht die Produktion
von Fischmehl und -6l aufgrund verschiedener Nachhaltigkeitsbedenken stark in der Kritik.
Dazu zéhlen die zunehmende Uberfischung der Weltmeere sowie nicht nachhaltige und wenig
selektive Fangmethoden, die ggf. die Gewasserbdden schadigen, ein hohes MaR an Energie
verbrauchen und zur Umweltverschmutzung beitragen (FAO 2020; Hall 2010; Lebreton et al.
2018; Little und Edwards 2003).

Die Preise fiir Fischmehl- und 6l sind in den vergangenen Jahren stark gestiegen und werden
voraussichtlich auch in naherer Zukunft weiter steigen (World Bank 2013). Die Griinde daftr
sind vielfaltig und liegen hauptsachlich in den stagnierenden Ertrdgen aus der Fangfischerel,
steigenden Marktpreisen fir pelagische Futterfische, Energie, Verarbeitung, Versand und
Transport sowie den stagnierenden oder teilweise abnehmenden Export von Fischmehl- und 6l
(Tacon und Metian 2008). Zusatzlich ubt die Zivilgesellschaft zunehmend Druck auf den Ein-

zelhandel aus und fordert eine nachhaltigere Nutzung von aquatischen Ressourcen.

Insgesamt macht das Futter in der Produktion von aquatischen Organismen mit 50 — 70 % den
groRten Anteil der Betriebskosten aus (Rana et al. 2009). Aus diesem Grund wird vermehrt
nach (kostengunstigeren) Alternativen fiir Fischmehl und -6l gesucht. Im Zeitraum von 1990
bis 2013 konnte am Beispiel von konventionellen Lachsfuttermitteln der Anteil von Fischmehl

von Uber 65 % auf rund 18 % und Fischdol von 24 % auf rund 11 % reduziert werden, ohne
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EinbuBen in der Produktion zu verursachen (Ytrestayl et al. 2015). Dieser Trend setzt sich auch
bei einer Vielzahl anderer Fischarten weltweit fort (Tacon und Metian 2008). Substituiert wer-
den die Futtermittelkomponenten hauptséchlich durch pflanzliche Proteine und Ole, aber auch
Tiermehle von Landtieren kénnen fir die Erndhrung von aquatischen Organismen eingesetzt
werden. Allerdings zeichnet sich immer wieder ab, dass je nach Substitut nur ein gewisser Pro-
zentsatz von Fischmehl- und 6l austauschbar ist, da es sonst zu negativen Auswirkungen in

Bezug auf das Wachstum und die Gesundheit der Fische kommen kann.

2.2 Alternative Proteinquellen in der Aquakultur

Fischmehl gilt aufgrund von ernahrungsphysiologischen Eigenschaften als hochwertigste Pro-
teinquelle fur die Erndhrung von aquatischen Organismen und zeichnet sich zudem durch eine
hohe Schmackhaftigkeit, Verdaulichkeit und ein ideales Nahrstoffprofil aus (Jannathulla et al.
2019). Trotz dieser Vorteile wird angesichts der zuvor genannten 6kologischen und ékonomi-
schen Problematik seit den 1950er Jahren vermehrt nach geeigneten alternativen Proteinquellen
fiir die Ernahrung von Fischen gesucht (Becker 2007). Dabei ist das Ziel die Menge an Fisch-
mehl, die verwendet wird, um ein Gewichtsdquivalent an Wildfisch in ein Gewichtsaquivalent

an Zuchtfisch umzuwandeln, also das sogenannte ,,fish in/fish out* (FIFO), zu reduzieren.

Proteine tierischer Herkunft sind in den heutigen Diaten regelmaRig zu finden. Doch auch ver-
schiedene pflanzliche Proteine haben sich bereits aufgrund ernahrungsphysiologischer und
wirtschaftlicher Aspekte in der Didt von aquatischen Organismen etabliert. Es ist anzumerken,
dass nicht alle Proteinquellen fir jede Fischart gleichermal3en verdaulich sind und der Protein-
bedarf je nach Fischart zwischen 20 — 55 % (Ayadi et al. 2012) variiert. Bei Larven und Brut,
insbesondere von karnivoren Arten, ist der Proteinbedarf erhéht (National Research Council
2011). Alternative Proteine missen nicht nur den Nahrstoffbedarf decken, sie sollten idealer-
weise auch bezahlbar und nachhaltig sein. Weitere wichtige Aspekte sind die Verfligbarkeit der

Ressourcen sowie die anfallenden Transportkosten und die Lagerféhigkeit.
In den folgenden Unterkapiteln werden die wichtigsten alternativen Proteinquellen und deren
Eignung fiir die Produktion von Fischen in Aquakultur beschrieben.

2.2.1 Tierische Proteinquellen

In der Aquakultur werden tierische Proteinquellen aufgrund ihrer hohen physiologischen Wer-
tigkeit hdufig eingesetzt. Nichtdestotrotz unterliegen tierische Proteine einer sehr hohen Kon-

version, da sie aus Nahrungsmitteln stammen, die direkt in die Humanernahrung einflieRen
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kdnnten, stattdessen jedoch zundchst in der Tiererndhrung Anwendung finden (Salami et al.
2019). Allerdings entsteht der Grofiteil der Proteine aus Nebenerzeugnissen der Schlachtung
sowie der Verarbeitung von Landtieren und sind daher h&ufig nicht mehr fur den menschlichen
Verzehr vorgesehen. Aus dem Grund sind diese Ressourcen in der Regel auch deutlich preis-

werter als Fischmehl.

Zu den Landtierproteinquellen, die sich fiir die Substitution von Fischmehl eignen, gehéren z.B.
Mehle aus der Gefliigelverarbeitung (Bureau et al. 1999; Rawles et al. 2006). Gefliigelmehle
zeichnen sich nicht nur durch eine hohe Verdaulichkeit aus (Yang et al. 2006), sie sind zudem
auch noch ginstiger als Fischmehl (Shapawi et al. 2007). Bei Doraden, Forellen, Streifen-, und
Wolfsbarschen haben Untersuchungen gezeigt, dass Geflugelmehle bis zu 100 % des Fisch-
mehls ersetzen konnen (Nengas et al. 1999; Takagi et al. 2000; Gaylord und Rawles 2005;
Sealey et al. 2011; Dawson et al. 2018).

Andere Nebenprodukte der tierischen Verarbeitung sind Fleisch- und Knochenmehle. Diese
zeichnen sich ebenfalls durch hohe Proteingehalte sowie ein ausgeglichenes Aminosauremuster
aus und sind zudem eine gute Quelle fiir Mineralien wie Phosphor und Calcium (Suloma et al.
2013). Nachteilig wirkt sich hingegen der hohe Aschegehalt im Mehl aus, welcher die
Verwertung des Futters einschrankt (Bureau et al. 1999). Deshalb kdnnen Fleisch- und
Knochenmehle in der Regel nur zu Anteilen von 20 — 45 % das Fischmehl ersetzen (Lee et al.
2012; Ai et al. 2006; Bureau et al. 2000; Esmaeili et al. 2017).

Blutmehl ist ebenfalls ein Nebenprodukt, welches bei der Schlachtung von Landtieren entsteht
und zeichnet sich durch eine hohe Proteinqualitat aus. Zusatzlich stellt es eine reichhaltige
Quelle fir Lysin dar (ElI-Haroun und Bureau 2007). Dennoch ist meist nur ein geringer Aus-
tausch von Fischmehl ohne WachstumseinbuBen moglich (Aliu und Dako 2018; Kirimi et al.
2016).

Krillmehl wird bereits in vielen kommerziellen Diéten fir Fische angewendet und zeichnet sich
durch einen hohen Proteingehalt von 33 -55 % und moderaten Fettgehalt von 15 — 20 % (Hardy
und Brezas 2022) mit hohem Anteil an essentiellen Fettsauren aus (Storebakken 1988). Beson-
ders interessant ist diese Ressource flr salmonide Arten, denn Krillmehl kann bis zu 60 % des
Fischmehls ersetzen ohne negative Auswirkungen auf die Wachstumsleistung und Futterum-
setzung zu haben (Rungruangsak-Torrissen 2007) und wird zusétzlich aufgrund des hohen Ka-
rotinoidgehaltes (Storebakken 1988; Wei et al. 2019; Roncarati et al. 2011) als sog. ,,finishing

feed! eingesetzt, um die typische rote Farbung des Filets von Salmoniden zu erhalten (Markare

! finishing feed bezeichnet die Fltterung einiger Monate/Wochen vor der Schlachtung.
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et al. 2020). Fur weitere Fischarten konnte eine gleichbleibende, oder sogar verbesserte Wachs-
tumsleistung, durch den Austausch von Fisch durch Krillmehl im Futter nachgewiesen werden
(Saleh et al. 2018; Yoshitomi et al. 2007; Shi et al. 2021; Choi et al. 2020). Zwar l&sst sich mit
Krillmehl ein groerer Anteil von Fischmehl ohne Einbuf3en reduzieren, wirklich nachhaltiger
ist die Ressource durch den hohen Energiebedarf und der méglichen Umweltauswirkungen je-
doch nicht (Draganovic et al. 2013).

Neuere tierische Proteinquellen, wie Insektenproteine, sind durch die Anpassung der Verord-
nung (EG) 999/2001 seit Mitte Juni 2017 in der europaischen Aquakultur zugelassen. Insekten-
mehle reprasentieren eine besonders nachhaltige Alternative zu Fischmehl und anderen Land-
tierproteinen, da die Produktion von Insekten deutliche 6kologische Vorteile bietet (Smetana et
al. 2016). Zu den wichtigsten weltweit eingesetzten Arten gehdren schwarze Soldatenfliegen
(Hermetia illucens), Mehlkafer (Tenebrio molitor), Stubenfliegen (Musca domestica), Seiden-
spinner (Bombyx mori) und weitere Insektengruppen wie Heuschrecken, Grashupfer, Termiten,
Grillen und Kafer (Mousavi et al. 2020). Insektenmehle kdnnen je nach Art einen Proteingehalt
von tber 70 % aufweisen (Al-Qazzaz und Ismail 2016) und auch die meisten wichtigen Ami-
nosauren sind vorhanden (Henry et al. 2015). Des Weiteren sind Insekten reich an Mineralstof-
fen wie Phosphor, Calcium, Eisen, Magnesium, Zink und Selen (DeFoliart 1992; Finke 2002;
Banjo et al. 2006; Schabel 2010; Rumpold und Schliiter 2013). Zahlreiche Studien hinsichtlich
der Fitterung von Insektenprotein und deren Auswirkung auf die Wachstumsleistung von ver-
schiedenen Fischarten wurden bereits durchgefiihrt. Dabei zeigte sich insbesondere, dass bei
karnivoren Arten negative Effekte auf das Wachstum und die Futterumsetzungsrate (FCR) ein-
treten konnen (Gasco et al. 2016; Dumas et al. 2018; Tilami et al. 2020; Weththasinghe et al.
2021; Jeong et al. 2021; Ng et al. 2001; Katya et al. 2017; Wang et al. 2017). Andere Arten wie
Tilapia (Tippayadara et al. 2021) und Zebrabarblinge (Fronte et al. 2021) zeigen hingegen auch

bei einer vollstandigen Substitution kein reduziertes Wachstum.
2.2.2 Pflanzliche Proteinquellen

In den meisten Formulierungen von Futtermitteln fir aquatische Organismen werden bereits
unterschiedlich hohe Gehalte an proteinreichen pflanzlichen Bestandteilen verwendet. Dies ist
unter anderem abhéngig von der Verfligbarkeit der einzelnen Ressourcen und ihrem Preis. Ein-
schrankungen ergeben sich jedoch, wie bei anderen Nutztieren auch, durch das Aminosaure-
profil und die enthaltene Menge an antinutritiven Faktoren (ANF). ANF sind Stoffe, welche die
Verwertung von Nahrstoffen aus der Nahrung einschranken. Zu den haufigsten ANF gehdren
z.B. Proteaseinhibitoren, Saponine, Tannine, Lektine, Oligosaccharide, Phytotdstrogene, Nicht-
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Starke-Polysaccharide, Phytate und antigene Verbindungen (Francis et al. 2001). Die biologi-
sche Wertigkeit der Pflanzenproteine ist deshalb abhangig von der Art der Verarbeitung, der
Wahl des Extraktionsverfahrens sowie dem Zusammenspiel von verschiedenen enthaltenen
ANF (Kaushik und Hemre 2008).

Seit diesem Jahrhundert wird Soja vermehrt in Fischdidten, insbesondere fir karnivore Arten,
eingesetzt (Ytrestoyl et al. 2015), da die Ressource weltweit in grolen Mengen verftigbar ist
und zuverléssig als Fischmehlalternative genutzt werden kann. Sojamehl hat einen Proteingeh-
alt von 44 %, wéhrend Sojaproteinkonzentrat einen Gehalt von 65 % aufweist (National
Research Council 2011). ANF kommen hauptsachlich in Form von Trypsin-Inhibitoren, Sa-
poninen, Lektinen und Oligosacchariden im Sojaprotein vor, haben einen negativen Einfluss
auf die Verdaulichkeit und somit auf das Wachstum der Fische (Friedman und Brandon 2001).
Insbesondere karnivore Fischarten wie Lachse kdnnen Darmentziindungen entwickeln, welche
hauptsichlich durch Saponine, B-Conglycinin und Glycinin hervorgerufen werden (Bulttle et al.
2001; Kumar et al. 2020; Zhang et al. 2013). Die meisten Untersuchungen zeigen, dass Soja
zwar effizient einsetzbar ist, aber sich hohe Gehalte an Sojamehl oder Sojaproteinkonzentrat
negativ auf die Wachstumsleistung von Fischarten auswirken (Chen et al. 2019; Kalhoro et al.
2018; Wu et al. 2015; Xu et al. 2012; Zhu et al. 2020; Deng et al. 2006). Generell lasst sich in
den Studien feststellen, dass Sojamehle von Fischen ineffizienter verstoffwechselt werden kon-
nen als Sojaproteinkonzentrate.

Fur Deutschland kdnnen Rapserzeugnisse als regionale Alternative fur Fischmehl, aber auch
Sojaprotein eingesetzt werden. Bei der Rapsdlgewinnung entsteht als Nebenprodukt Rapsélku-
chen, welcher sich unbearbeitet, oder bearbeitet, einsetzen lasst. Rapsmehl zeichnet sich durch
einen Proteingehalt zwischen 36 und 39 % aus (Enami 2010). Hingegen kdnnen Rapsprotein-
konzentrate deutlich héhere Gehalte bis zu 71 % aufweisen (Slawski et al. 2011b). Insbesondere
das Konzentrat weist sowohl hohe Gehalte an Lysin und Methionin (Enami 2010; Slawski et
al. 2011b) als auch an essentiellen Fettsduren auf (Adem et al. 2014). Auch hier deutet die
Studienlage darauf hin, dass Rapsproteine als Substitut fir Fischmehl geeignet sind, es aber bei
einer hohen Substitution zu einer geringeren Wachstumsleistung der Fische kommt (Burr et al.
2013; Slawski et al. 2012; Slawski et al. 2011b; Slawski et al. 2011a; Drew et al. 2007; Zhang
et al. 2020b). Als nachteilig erweist sich beim Einsatz von Raps eine reduzierte Schmackhaf-
tigkeit und dadurch geringere Futteraufnahme der Fische (Adem et al. 2014). Zusétzlich enthalt
auch Raps mehrere ANF, welche sich negativ auf die Verwertung der Inhaltsstoffe auswirken.
Darunter fallen Glucosinolate, Phytate und weitere unverdauliche Kohlenhydrate (Francis et al.
2001; Mawson et al. 1994). Diese sind jedoch im Rapsproteinkonzentrat in geringerem Mal3
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vorhanden als im Rapsmehl, weshalb sich ein héherer Gehalt an Fischmehl durch Rapsprotein-

konzentrat austauschen lasst (Adem et al. 2014; Drew 2004).

Weizengluten ist eine weitere pflanzliche Proteinquelle, welche h&ufig im kommerziellen
Fischfutter enthalten ist. Es ist ein Nebenprodukt der Starkegewinnung und verbindet ernah-
rungsphysiologische und technische Eigenschaften. Aus ernahrungsphysiologischer Sicht be-
sitzt Weizengluten mit 75 % einen der hochsten Proteingehalte im Vergleich zu anderen pflanz-
lichen Futtermitteln (Day et al. 2006). Zusatzlich ist Weizengluten eine Quelle fiir essentielle
Aminosdauren, jedoch mit Defiziten fiir Lysin, Methionin und Threonin (Apper-Bossard et al.
2013; Day et al. 2006; Allan et al. 2000). Trotz geringer Phosphorgehalte im Weizengluten ist
das enthaltene Phosphor durch die Abwesenheit von Phytat gut verfugbar (Apper-Bossard et
al. 2013). Generell ist die Ressource gut einsetzbar, doch haben hohe Substitutionsraten auch
hier nachteilige Effekte flir die Gesundheit und die Wachstumsleistung der Fische (Johny et al.
2020; Saleh et al. 2021; Helland und Grisdale-Helland 2006). Nichtsdestotrotz besitzt Weizen-
gluten durch seine Bindeeigenschaften technologische Vorteile, wodurch es bei der Extrusion
von Futtermitteln und der Stabilitat von Pellets (als Bindemittel) zum Einsatz kommt (Apper-
Bossard et al. 2013; Draganovic et al. 2011).

2.2.3 Mikroalgen als Proteinquelle

Seit Inkrafttreten der Verordnung (EU) 68/2013 sind Mikroalgen als Einzelfuttermittel fir Fi-
sche in der EU zugelassen. Als Lebendnahrung werden Mikroalgen bereits seit einigen Jahren
in der Aquakulturproduktion von Muscheln, Krebstieren und einigen Fischarten (hauptséchlich
in der Brutaufzucht) genutzt (Guedes und Malcata 2012). Zu den wichtigsten Arten gehdren
Spirulina sp., Arthrospira sp., Chlorella sp. und Scenedesmus obliquus (Becker 2007). Zurzeit
werden Algenmehle Uberwiegend in kommerziellen Didten von Zierfischen genutzt, da sie die
Hautpigmentierung und damit die Farbgebung des Schuppenkleids verstarken kénnen (Bakshi
et al. 2018; Sudirman et al. 2020). Aufgrund der gegenwartig hohen Produktionskosten werden
Algen kaum in kommerziellen Didten fir Nutzfische eingesetzt, dabei bieten Mikroalgen eine

hochwertige Proteinquelle.

Die meisten Mikroalgen zeichnen sich durch einen hohen Proteingehalt aus, der jedoch inner-
halb und zwischen den Arten stark variieren kann (Tabelle 1). Je nach Algenart kann der Pro-
teingehalt zwischen 6 und 71 % liegen. Ein groRBer Vorteil von Algen ist, dass sie in der Lage

sind alle Aminosduren selbst zu synthetisieren. Das Aminosauremuster fast aller Algen bietet
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vergleichbar hohe Gehalte an essentiellen Aminosduren, wie die Referenzaminoséuren von Ei-
ern, Soja oder Fischmehl, jedoch treten Méngel bei schwefelhaltigen Aminosauren wie Methio-
nin und Cystein auf (Clément et al. 1967; Volkmann et al. 2008; Becker 2007; Hall 2010).

Tabelle 1. Zusammensetzung verschiedener Mikroalgenarten (in % Trockenmasse). Modifi-
ziert nach Becker (2007).

Art Familie Protein Kohlenhydrate Fette
Anabaena cylindrica Nostocaceae 43 - 56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae Nostocaceae 62 23 3
Chlamydomonas rheinhardii  Chlamydomonadaceae 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa Chlorellaceae 57 26 2
Chlorella vulgaris Chlorellaceae 54 — 58 12 -17 14 - 22
Dunaliella salina Dunaliellaceae 57 32 6
Euglena gracilis Euglenaceae 39 -61 14 -18 14 -20
Porphyridium cruentum Porphyridiaceae 28 — 39 40 - 57 9-14
Scenedesmus obliquus Scenedesmaceae 50 - 56 10-17 12-14
Spirogyra sp. Zygnemataceae 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima Microcoleaceae 60 - 71 13-16 67
Spirulina platensis Microcoleaceae 46 — 63 8-14 4-9
Synechococcus sp. Synechococcaceae 63 15 11

Der Gehalt an Antioxidantien, Vitaminen, Karotinoiden, Mikro- und Makronahrstoffen ist stark
Abhéngig von der Mikroalgenspezies (Muchlisin 2012; Sandgruber et al. 2021). Grundsétzlich
beinhalten Mikroalgen aber alle essentiellen Vitamine, darunter A, B1, B2, Bs, B12, C, E, Nico-
tinsdure, Biotin, Folsdure und Pantothensdure (Becker 2008), sowie wichtige Mineralien wie

Calcium, Eisen, Magnesium und Zink (Sandgruber et al. 2021).

Mikroalgen enthalten aulRerdem natirlicherweise Karotinoide, die auch in Landpflanzen vor-
kommen, wie Zeaxanthin, Lutein und Antheraxanthin, aber auch spezifische Karotinoide, wel-
che nur in Algen, Bakterien und Hefen vorkommen, darunter auch das in der Aquakultur haufig

eingesetzte Astaxanthin (Jin et al. 2003; Ambati et al. 2014). Haematococcus pluvialis enthalt
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beispielsweise hohe Gehalte an Astaxanthin, das fiir eine rote Farbe des Fischfilets verantwort-
lich ist (Chen et al. 2017). Andere Mikroalgen fuhren zu einer Gelbfarbung des Filets wie Schi-
zochytrium limacinum oder Spirulina platensis (Katerina et al. 2020; Teimouri et al. 2013;
Roohani et al. 2019).

Die Studienlage zeigt, dass ein geringer Einsatz an Mikroalgenmehl sowohl férderlich fiir das
Wachstum als auch die Gesundheit und die Produktqualitat von unterschiedlichen Fischarten
sein kann (Roy und Pal 2015; Nagappan et al. 2021). Es ist jedoch auch bekannt, dass sich eine
zu hohe Substitution negativ auf das Wachstum auswirken kann (El-Sayed 1994; Dallaire et al.
2007). Insgesamt weist die Literatur darauf hin, dass Mikroalgen als Fischmehlersatz viele Vor-
teile gegenuliber anderen alternativen Proteinen haben. Zum einen ist die Nahrstoffzusammen-
setzung hinreichend balanciert und kann zum anderen durch Variationen im Anbauprozess po-
sitiv beeinflusst werden (Kapitel 2.3.5). Verschiedene Futterungsexperimente haben dariiber
hinaus gezeigt, dass Mikroalgen das Wachstum und die Gesundheit der Fische férdern kénnen.
Im Vergleich der verschiedenen Mikroalgenarten sticht Spirulina besonders hervor. Diese Art
ist eine der am haufigsten untersuchten und genutzten Mikroalgenarten im Bereich Aquakultur.
Im Folgenden wird die Gattung Spirulina néher beschrieben sowie deren Anbau und Einsatz-

maoglichkeiten in der Aquakultur.

2.3 Spirulina

Obwohl Spirulina in manchen L&ndern wie z.B. Mexiko und Afrika seit Jahrhunderten als Nah-
rungsmittel verwendet wird (Ciferri 1983), ist sie erst seit ca. 50 Jahren kommerziell verfuigbar
(Borowitzka 1999). Aufgrund verschiedener als vorteilhaft diskutierter Eigenschaften fiir die
Humanerndhrung wird Spirulina auch oft als sog. ,,Superfood* bezeichnet. Gegenwiértig wer-
den etwa 70 % der Mikroalge fur den menschlichen Verzehr produziert (Koru 2012), ein wei-
terer Teil findet Anwendung in der Ernédhrung von Nutztieren wie Gefliigel (Selim et al. 2018;
Ross und Dominy 1990; Bonos et al. 2016), Schweinen (Grinstead et al. 2000; Saeid et al. 2013)
und Fischen (Zhang et al. 2020a; Alagawany et al. 2021; Habib et al. 2008). AulRerdem kann
Spirulina auch fiir die Biokraftstoffherstellung genutzt werden (Mostafa und EI-Gendy 2017;
Pradana et al. 2020; Rahman et al. 2017). Um das Potenzial von Spirulina genauer einzuordnen,
werden in diesem Kapitel die wichtigsten Eigenschaften, ihre Verbreitung, Kultivierung und

Einsatzmdoglichkeiten in der Aquakultur erldutert.
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2.3.1 Taxonomie und Morphologie

Lange Zeit wurden die Arten Arthrospira und Spirulina getrennt voneinander betrachtet, bis
1932 beide Arten aufgrund ihrer spiralformigen Morphologie unter dem Namen Spirulina zu-
sammengefasst wurden (Habib et al. 2008). Im Folgenden dieser Arbeit werden daher auch die
beiden Arten unter dem Begriff Spirulina zusammengefasst. Spirulina ist ein mehrzelliges, pho-
tosynthetisches, alkaliphiles und fadenférmiges Cyanobakterium (Abbildung 2), welches zur
Familie der Microcoleaceae gehort. Cyanobakterien werden héaufig als Blaualgen oder Blau-
Grin-Algen bezeichnet (Whitton und Potts 2000), da sie durch ihre fadenférmige Struktur ein
ahnliches Erscheinungsbild wie Algen besitzen (Strasburger et al. 2008). Spirulina gehort zu
den Prokaryonten, wodurch Zellorganelle wie Zellkern, Lysosomen, Mitochondrien, membran-
begrenzende Chloroplasten und das endoplasmatische Retikulum fehlen (Becker 1984). Auf-
fallig ist die typische Anordnung der zylindrischen Trichome mit einem Zelldurchmesser von
6 — 12 um (Belay 2013), welche sich spiralformig und unverzweigt in einer offenen Linkshelix
mit einem Helixdurchmesser von 30 — 70 pum anordnen (Sili et al. 2012). Trichotome sind durch
mehrfache interkalare Zellteilung entlang des gesamten Filaments dazu in der Lage ihre Struk-
tur zu verlangern, oder einen Bruch durch die Zerstérung einer Interkalarzelle des Trichoms

herbeizufiihren und sich zu teilen (Vonshak und Tomaselli 2000).
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Abbildung 2. Trichome des Cyanobakteriums Arthrospira platensis (Darienko 2017).

2.3.2 Verbreitung und Lebensweise

Vorrangig kommt Spirulina in tropischen sowie subtropischen, alkalischen Salzseen und teil-
weise auch im SifRwasser vor. Spirulina ist photoautotroph, weshalb die Mikroalge auf Gewas-
ser mit hoher Sonneneinstrahlung angewiesen ist (Udayan et al. 2017; Komarek et al. 2008).
Deshalb ist sie hauptsachlich in Afrika, aber auch in Asien und Stidamerika zu finden (Vonshak
und Tomaselli 2000). Die groRten Spirulina-Seen befinden sich in Zentralafrika, Tschad, Niger
und Ostafrika (Habib et al. 2008). Aufgrund des limitierten N&hrstoffangebots in den natrli-
chen Seen bilden sich in der Regel Wachstumszyklen der Cyanobakterien aus (Habib et al.
2008). Je nach Hohe des Néahrstoffangebots kann sich die Population rasant vermehren und
stirbt ab, sobald die Nahrstoffe aufgezehrt werden. Die abgestorbenen Algen setzen dann wie-
derum Nahrstoffe in das Gewésser frei und ein neuer Zyklus beginnt.

Wie Pflanzen sind Cyanobakterien in der Lage Lichtenergie in chemische Energie umzuwan-
deln und deshalb auf eine bestimmte Lichtintensitat und Einstrahlungsdauer angewiesen (Von-
shak 2010). Zusatzlich werden priméare Nahrstoffe wie Kohlenstoff, Sticksoff und Phosphor fir
das Wachstum benétigt (Belay 2013). Fur ein optimales Wachstum benétigt Spirulina einen pH
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von 8,5 - 11,0 und eine Salinitat von tber 30 g pro L (Habib et al. 2008). Dabei liegt die opti-
male Temperatur fur einen hohen Biomassezuwachs unter Laborbedingungen bei 35 °C. Den-
noch gibt es auch genetische Linien, deren optimales Wachstum bei 24 °C oder sogar bei 40 °C
liegt (Sili et al. 2012). Aufgrund der hohen Variabilitat der Art kann auch ein Wachstum bei

Extremtemperaturen von 10 oder 50 °C noch stattfinden (Venkataraman 1997).

Andere Mikroorganismen wachsen bei diesen extremen Umweltbedingungen kaum oder gar
nicht, sodass in der Regel reine Spirulina-Kulturen produziert werden, ohne das Risiko einer
Kontamination von toxinbildenden Mikroorganismen (Ciferri 1983; Habib et al. 2008). Dies
stellt einen wichtigen Vorteil der Kultivierung von Spirulina dar und sorgt fur eine hohe Biosi-
cherheit. Die verschiedenen Kultivierungsmethoden werden im folgenden Kapitel naher erldu-

tert.
2.3.3 Kultivierung

Aufgrund der Vielfalt moderner Kultivierungsmethoden kann Spirulina mittlerweile weltweit
angebaut werden. Im Jahr 2019 wurden rund 56.208 t Spirulina weltweit produziert (Cai et al.
2021). Global zeigt sich allerdings ein starker Fokus auf den asiatisch-pazifischen Raum (Hu
2004; Cai et al. 2021). Durch die Optimierung der Nahrmedien sind die Produktionskosten
mittlerweile deutlich gesunken (Soni et al. 2017). Durch die modernen Anbausysteme kdnnen
auch in landwirtschaftlich schwachen Regionen Ertrage durch die Produktion von Algen gene-
riert werden (Foley et al. 2011). Generell wird zwischen offenen und geschlossenen Kultivie-

rungssystemen unterschieden, welche im Folgenden néher charakterisiert werden.

2.3.3.1 Offene Systeme

Bei offenen Systemen handelt es sich z.B. um Teiche oder natlrliche Gewésser wie Seen und
Lagunen. Es kdnnen aber auch kunstliche Behéltnisse fir die Produktion von Spirulina genutzt
werden. Am hiufigsten werden grof3e, flache Teiche genutzt oder sog. ,,circular ponds* und
»raceway ponds* (Soni et al. 2017; Shen et al. 2009; Borowitzka 2018). Alle Systeme weisen
eine geringe Wassertiefe auf und werden teilweise mit einem Ruhrwerk oder einem Schaufelrad
durchmischt (Abbildung 3).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung von offenen Systemen fur die Algenkultivierung. a)
stehender Teich, b) circular pond, c) raceway pond. Modifiziert nach Hallmann (2016).

Stehende Teiche sind die altesten und technisch einfachsten Systeme, welche ohne grol3en tech-
nischen Aufwand betrieben werden kénnen. Sie sind meist bis zu 50 cm tief. Circular ponds
haben eine Tiefe von 30 — 70 cm und werden mit einem Ruhrwerk durchmischt. Raceway ponds
besitzen einer Wassertiefe von 15 — 30 cm und bestehen meist aus Beton oder in den Boden
eingelassener Folie (Hallmann 2016; Singh und Sharma 2012). Die Kanale von raceway ponds
sind mit einfachen oder mehrfachen Schlaufen angelegt (Chaumont 1993), wobei die Algen-

masse mit einem Schaufelrad stdndig in Bewegung gehalten wird.

Bei diesen Systemen handelt es sich um die wirtschaftlichsten und technisch am wenigsten
aufwendigen Kulturmethoden (Shen et al. 2009). Jedoch sind die offenen Systeme aufgrund
einer erhdhten Evaporation auch am ineffektivsten in Bezug auf die Biomasseproduktion und
Wassernutzung (Hallmann 2016). Zudem sind sie starker von den vorherrschenden Umweltbe-
dingungen wie Temperatur, Lichteinstrahlung und Verdunstung abhéngig, wodurch nicht nur
die Wachstumsrate, sondern auch der Proteingehalt und die Pigmentsynthese beeinflusst wer-
den (Saeid und Chojnacka 2015). Dementsprechend variiert die Qualitat durch jahreszeitlich
bedingte Anderungen der Umweltbedingungen. AuBerdem ist das Risiko fiir Kontaminationen
von auBBerhalb mit invasiven Algen und Bakterien in den offenen Systemen hoher (Chaumont

1993; Hallmann 2016). Aus diesem Grund ist eine standige Qualitatskontrolle unumgéanglich.
2.3.3.2 Geschlossene Systeme

Durch die Intensivierung in der Mikroalgenproduktion wurden Photobioreaktoren entwickelt,
welche auf die biologischen und physiologischen Eigenschaften der Algen abgestimmt sind und
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nahezu standortunabhangig produzieren kénnen. Meist werden hierflr Platten-, Séulen-, Ring-
und Roéhrenreaktoren verwendet (Abbildung 4). Bedingt durch die hohen Anschaffungs- und
Betriebskosten sind diese Systeme im Vergleich zu den zuvor beschriebenen offenen Systemen

deutlich kostenintensiver.

a) Plattenreaktor b) Siulenreaktor ¢) Ringreaktor d) Réhrenreaktor
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Abbildung 4. Schematische Darstellung von geschlossenen Systemen fir die Algenkultivie-
rung. a) Plattenreaktor, b) Séulenreaktor, ¢) Ringreaktor, d) Réhrenreaktor. Modifiziert nach
Hallmann (2016).

Meist werden die Reaktoren mit kuinstlichem Licht versorgt, welches durch Licht emittierende
Dioden (LEDs) oder Leuchtstoffrohren erzeugt wird (Da Prates et al. 2018), jedoch kann das
System je nach Standort auch mit natirlichem Sonnenlicht betrieben werden (Borowitzka
1999). Zudem bieten die geschlossenen Systeme den Vorteil, dass die Umweltbedingungen
vollstandig kontrollierbar sind und dadurch ein hoherer Biomasseoutput als auf offener Teich-
flache produziert werden kann (Singh und Sharma 2012). Beispielsweise besteht die Méglich-
keit, die Temperatur konstant im optimalen Produktionsbereich zu halten, die Nahrstoffzufuhr
ist einfach steuerbar und die Lichtnutzung optimiert. Durch die Kontrolle der Umweltparameter
kann auch der Néhrstoffgehalt im Endprodukt gezielt beeinflusst werden (Kapitel 2.3.5). Dar-
uber hinaus ist die Wahrscheinlichkeit, dass andere Organismen in das System eingetragen wer-
den und dieses kontaminieren, sehr gering (Mata et al. 2010). Dies garantiert ein unbedenkli-
ches und sicheres Produkt. Die geschlossenen Systeme ermdglichen es zudem den Verlust von
Wasser durch Verdunstung sowie den Verlust von CO2 zu minimieren und tragen dadurch zur

Einsparung von Ressourcen bei (Singh und Sharma 2012).
2.3.4 Ernte und Verarbeitung

Die Ernte von Mikroalgen ist aufgrund der hohen Wassermenge in Bezug auf die relativ nied-
rige Algenkonzentration sehr aufwendig (Shen et al. 2009). Ublich verwendete Methoden sind
die Zentrifugation, Koagulation und Flockung, Filtration, Flotation sowie Kombinationen aus
mehreren Verfahren (Salim et al. 2011).
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Eine kostengiinstigere Methode ist die Filtration. Hier werden die Algen von der Flussigkeit
getrennt, indem das Gemisch mit Hilfe von Druck oder Vakuum durch ein permeables Medium
geleitet wird, das die Feststoffe zuriickhélt (Shen et al. 2009). Bei hohem Wasservolumen

kommt das System durch die begrenzte Filtrationsgeschwindigkeit jedoch an seine Grenzen.

Mit einem Wirkungsgrad von bis zu 100 % ist die Zentrifugation die effektivste Methode fiir
die Mikroalgenernte (Najjar und Abu-Shamleh 2020). Aufgrund des hohen Energieverbrauchs
ist die Methode aber auch die kostenintensivste Erntemethode (Najjar und Abu-Shamleh 2020;
Shen et al. 2009). Fir die Zentrifugation kénnen unterschiedliche Gerate wie Scheibenstapel-,
Vollmantel-, Réhren-, Mehrkammerzentrifuge und Hydrozyklon genutzt werden (Najjar und
Abu-Shamleh 2020).

Bei der Flockung werden meist chemische Flockungsmittel oder Mikroorganismen in das Kul-
turmedium gegeben, sodass die Algenzellen aggregieren und sich die PartikelgroRe erhoht. Das
Ausflocken kann auch auf natrlichem Wege durch den Abbau von CO, wéhrend der Photo-
synthese und dem damit einhergehenden Anstieg des pH-Wertes auf Uber neun entstehen
(Vandamme et al. 2013). Die Flockung wird h&ufig in groBem Mafstab fiir die Algenernte
praktiziert, da die Mittel verhaltnismaRig kostengiinstig sind. Die Methode wirkt allerdings nur
sehr spezifisch flr bestimmte Algenstamme, da es hier einen genetischen Einfluss auf die Wirk-
samkeit gibt und die Wiedergewinnung des Flockungsmittels darlber hinaus sehr schwierig ist
(Shen et al. 2009). Zudem werden haufig Metallverbindungen eingesetzt, die im Nachhinein
wieder aufwandig entfernt werden missen (Hallmann 2016). Alternativ kdnnen z.B. polymere
Flockungsmittel (Vandamme et al. 2013), Elektroflockung (Lee et al. 2013), Elektroflockung
in Kombination mit FesO4 Nanopartikeln (Gerulova et al. 2022) oder Ultraschall (Bosma et al.

2003) genutzt werden.

Die weiteren Verarbeitungsschritte werden im Folgenden nach Habib et al. (2008) beschrieben:
Nach der Gewinnung der Algenbiomasse muss diese zundchst gewaschen werden, um den Salz-
gehalt zu reduzieren. Es folgt ein weiterer Konzentrationsschritt, mit dem Ziel méglichst viel
interstitielles Wasser aus den Algen zu entfernen. Im ndchsten Schritt muss der pH-Wert der
Biomasse durch Zugabe einer sauren Ldsung neutralisiert werden. Daraufhin kdnnen die
Trichome mit Hilfe eines Mahlwerks zerkleinert und anschlieend z.B. durch Spriihtrocknung
getrocknet werden. Zum Schluss werden die getrockneten Algen luftdicht verpackt und kénnen

gelagert werden.
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2.3.5 Nahrstoffgehalt

Spirulina ist eine besonders interessante N&hrstoffquelle fur die Erndhrung von aquatischen
Organismen und Landtieren sowie die menschliche Ernahrung. In Abhé&ngigkeit von den jewei-
ligen Produktionsfaktoren unterliegt der Nahrstoffgehalt im Endprodukt starken Schwankun-
gen (Chung et al. 1978). Einflussfaktoren sind z.B. die Temperatur, Lichtintensitat und der pH-
Wert (Rafiqul et al. 2004). Aber auch die Verarbeitung und die thermische Behandlung der
Mikroalge konnen einen starken Einfluss auf den nutritiven Wert des Endprodukts haben (Ho
und Redan 2020; Mishra 2015; Becker 2008)

Spirulina zeichnet sich vor allem durch einen hohen Proteingehalt von teilweise mehr als 70 %
(Tabelle 2) und einer hohen biologischen Wertigkeit aus (Gutiérrez-Salmean et al. 2015), da
alle fur den Menschen essentiellen Aminosauren vorhanden sind (Becker 2007). Jedoch muss
beachtet werden, dass bei der Betrachtung des Rohproteingehalts auf die Hydrolyse von Algen
oder auf die Schatzung des Gesamtstickstoffs zurlickgegriffen wird. Dadurch wird der tatsach-
liche Proteingehalt durch den Anteil an nicht-Protein-Stickstoff von Spirulina mit ca. 11,5 %
Uberschétzt (Becker 2007).

Tabelle 2. Nahrwerte von Spirulina (Arthrospira) in % Trockensubstanz.

Gehalt [%0] in
Nahrstoff Quelle
Trockensubstanz

Borowitzka (2009), Belay (2013), Becker (2007), En-
Protein 57,8-76,7 naji et al. (2021), Seghiri et al. (2019), Sandgruber et
al. (2021)

Becker (2007), Ennaji et al. (2021), Seghiri et al.
(2019), Sandgruber et al. (2021)

Fett 2,5-17,0

Becker (2007), Ennaji et al. (2021), Seghiri et al.

Kohlenhydrate 6,5—-36,9
(2019), Sandgruber et al. (2021)

Ennaji et al. (2021), Seghiri et al. (2019), Sandgruber
etal. (2021)

Asche 58-14,6

Der Fettgehalt der Mikroalge liegt zwischen 2,5 — 7,0 %. Dartber hinaus ist Spirulina eine ge-
eignete Quelle fur einfach ungeséttigte Fettsduren (MUFA) und mehrfach ungesattigte Fettsau-
ren (PUFA) (Otles und Pire 2001). Die enthaltenen PUFA lassen sich in Omega-3 (»-3) und



30 2 Literaturibersicht

Omega-6-Fettsduren (w-6) klassifizieren. Spirulina hat einen besonders hohen Anteil an y-Li-
nolsdure sowie an essentiellen PUFA wie z.B. Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaen-
séaure (DHA) (Dibeklioglu et al. 2009). Studien haben gezeigt, dass EPA und DHA vor einer
Vielzahl an chronisch-degenerativen Krankheiten schitzen und antientziindliche und kardi-
oprotektive Effekte aufweisen (Abdelhamid et al. 2018; Kones et al. 2017; Yang et al. 2019;
Marventano et al. 2015).

Generell kommen in der Mikroalge Kohlenhydrate in Form von Starke, Cellulose, Zuckern und
anderen Polysacchariden vor (Roy und Pal 2015). Spirulina besteht zu 6,5 — 36,9 % aus Koh-
lenhydraten. Diese besitzen keine gesonderte ernahrungsphysiologische Bedeutung, kdénnen

aber Anwendung in der Bioraffinerie finden (Liu et al. 2019).

Spirulina bietet eine reichhaltige Quelle fur Kalium, Kalzium, Kupfer, Eisen, Magnesium,
Mangan, Phosphor, Selen, Natrium und Zink (Habib et al. 2008). Zusatzlich enthalt Spirulina
eine grolle Menge an wichtigen Vitaminen wie Vitamin A, K, B1, B2, B3, B6 und B12 (Habib
et al. 2008). Inshesondere der sehr hohe Gehalt an Vitamin B12 wurde in der Vergangenheit
erndhrungsphysiologisch positiv hervorgehoben, allerdings setzt sich dieses Vitamin nach neu-
eren Studien zu 83 % aus dem Pseudovitamin B12 zusammen, welches das Potenzial hat den
Vitamin-B12-Metabolismus zu blockieren (Watanabe et al. 1999). Dementsprechend wird Spi-
rulina nicht als zuverlassige Vitamin B12-Quelle angesehen. Dartiber hinaus sind im Spirulina
verschiedene Pigmente wie Chlorophyll a, B-Carotin, Xanthophyll, Echinenon, Myxoxantho-
phyll, Zeaxanthin, Canthaxanthin, Diatoxanthin, 3-Hydroxyechinenon, Beta-Cryptoxanthin,
Oszillaxanthin, Phycobiliproteine, c-Phycocyanin und Allophycocyanin enthalten (Habib et al.
2008).

Trotz des hoheren Kohlenhydratgehalts ist die Verdaulichkeit von Mikroalgen sehr hoch
(Becker 2004). Zusétzlich beinhalten Algen zwischen 2 und 22 % Fett, mit einem hohen Anteil
ungesattigter Fettsauren, darunter auch langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren (Mishra
2015). Durch die Steuerung von Produktionsfaktoren, wie z.B. dem Herbeifthren eines Stick-
stoffmangels, der Erhohung der Salinitat oder Anderung im Lichtmanagement, konnen Ande-
rungen im Fettstoffwechsel der Algen herbeigefuhrt werden, um eine erhthte Akkumulation
von EPA und DHA zu provozieren (Yokochi et al. 1998).

2.3.6 Einsatz von Spirulina fur die Fischernéghrung

Der erfolgreiche Austausch von Fischmehl gegen alternative Proteinquellen ist von einer Viel-

zahl unterschiedlicher Faktoren abhéngig. Dazu zahlt die H6he der Substitution, welche je nach
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Fischart und deren Erndhrungsphysiologie unterschiedlich stark variiert werden kann (Kapi-
tel 2.2). Die glinstige N&hrstoffzusammensetzung von Spirulina macht den Einsatz bei Fischen
besonders interessant und tragt zur Reduktion des FIFO bei. Auf der einen Seite kann Spirulina
als Fischmehlersatz dienen und auf der anderen Seite aufgrund biochemischer Eigenschaften
Produktionsparameter wie Wachstum, Gesundheit und Qualitat der Erzeugnisse verbessern.
Deshalb werden im Folgenden die Vorteile und Limitationen des Einsatzes von Spirulina in der
Fischerndhrung diskutiert.

2.3.6.1 Wachstum und Fischgesundheit

Die Einsatzmoglichkeiten von Spirulina wurden bereits fir verschiedene Fischarten evaluiert.
Darunter sind Zierfische wie Guppy (Poecilia reticulata) (Dernekbasi et al. 2010), Goldfisch
(Carassius auratus) (Vasudhevan und James 2011) und kommerziell produzierte Speisefische,
wie cyprinide Fische z.B. Karpfen (Cyprinus carpio) (Nandeesha et al. 1998) und Giebel (Ca-
rassis auratus gibelio) (Cao et al. 2018), aber auch karnivore und omnivore Arten wie Regen-
bogenforellen (Oncorhynchus mykiss) (Yeganeh et al. 2015; Teimouri et al. 2013; Sirakov et
al. 2012; Ahmadzade-Nia et al. 2011), Afrikanische Welse (Clarias gariepinus) (Raji et al.
2018; Raji et al. 2020) und Tilapia (Oreochromis sp.) (Lu et al. 2003; Velasquez et al. 2016;
Olvera-Novoa et al. 1998; Plaza et al. 2019). Grundsétzlich deutet die Studienlage darauf hin,
dass die Auswirkungen der Futtermittelsubstitution mit Spirulina auf die Wachstumsleistung
artspezifisch und von der Héhe der Spirulina-Substitution abhéngig sind. Bei einem zu hohen
Spirulina-Anteil im Futtermittel wird die Wachstumsleistung reduziert. Eine vollstandige Sub-
stitution ist nur bei herbivoren Arten wie z.B. Karpfen, Giebel und teilweise fur Afrikanische
Welse moglich (Cao et al. 2018; Nandeesha et al. 1998; Raji et al. 2020). Bei karnivoren Arten
wie Forellen ist ein zehnprozentiger Austausch von Fischmehl gegen Spirulina ohne Wachs-
tumseinbulen realisierbar (Teimouri et al. 2013; Sirakov et al. 2012). Im Rahmen von Versu-
chen mit Tilapia konnte bei einer Substitution von Fischmehl durch Spirulina von 30 bis 45 %
eine erhéhte Gewichtszunahme beobachtet werden, jedoch kam es ab einer Substitutionsrate
von 75 % zu einer deutlichen Abnahme und somit zu einer entgegengesetzten Entwicklung der
Wachstumsleistung (Velasquez et al. 2016). Ahnliche Ergebnisse sind fiir Tilapia-Brut berich-
tet worden. Hier ist eine Substitution des Fischmehls durch bis zu 40 % Spirulina méglich, ohne

eine verminderte Wachstumsleistung hervorzurufen (Olvera-Novoa et al. 1998).

Ein negativer Einfluss auf die Uberlebensrate wurde in keiner der zuvor genannten Studien

beobachtet. Ganz im Gegenteil, die Fltterung von Spirulina scheint mehrere Vorteile fir die
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Fischgesundheit zu haben. El-Sheekh et al. (2014) beobachteten sogar signifikant hohere Uber-

lebensraten bei Tilapiahybride, die mit einer Spirulina-Di&t gefuttert wurden.

Weiterhin besitzt Spirulina immunstimulierende Effekte, welche sich positiv auf die Immunan-
twort auswirken (Watanuki et al. 2006; Ragap et al. 2012; Yeganeh et al. 2015). Ein Indiz daftr
sind immunrelevante Gene, welche durch die Futterung mit Spirulina hochreguliert werden
(Sheikhzadeh et al. 2019) und der Antikorper-Titer steigt (Duncan und Klesius 1996). Fir meh-
rere Fischarten konnte im Rahmen von in vivo- und in vitro-Versuchen eine hohere Resistenz
von Spirulina-gefutterten Fischen gegenuber haufig auftretenden bakteriellen Erregern nachge-
wiesen werden (lbrahem et al. 2013; Cao et al. 2018; Adel et al. 2016; Sheikhzadeh et al. 2019;
Yu et al. 2018). Zusétzlich gilt die Mikroalge als Antioxidant, welches im Fisch durch die ver-
starkte Expression von Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase (CAT) zur Reduktion von

oxidativem Stress flihrt (Teimouri et al. 2019).

Diese antioxidativen Effekte konnten sowohl im Serum (Sayed et al. 2017) als auch in Darm,
Haut und Kiemen der Fische nachgewiesen werden (Sheikhzadeh et al. 2019). In mehreren
Studien zeigten sich zudem ein verbesserter Schutz gegenuber toxischen Verbindungen wie
Insektiziden (Abdel-Daim et al. 2020b; Abdelkhalek et al. 2015), Aflatoxin B1 (Abdel-Daim et
al. 2020a) oder Schwermetallen (Bangeppagari 2014; Mohanty und Samanta 2018; Soliman et
al. 2021). Zusammenfassend weist die Substitution von Spirulina flr die untersuchten Fischar-
ten gleich mehrere Vorteile fiir die Gesundheit auf und kann dadurch zu einer effizienteren

Agquakulturproduktion beitragen.
2.3.6.2 Mikrobiom

Das Mikrobiom beschreibt die Gesamtheit aller Mikroorganismen (Bakterien, Archaeen, Eu-
karyoten und Viren) in einem Habitat (Yukgehnaish et al. 2020; Marchesi und Ravel 2015).
Veranderungen der Futtermittelzusammensetzung gehen in der Regel mit Veranderungen der
Zusammensetzung des Mikrobioms von Fischen einher (Ringg et al. 2016). Dabei ist gerade
dieses Organ besonders wichtig flr die Immunantwort und Fischgesundheit (Romero et al.
2014; Llewellyn et al. 2014). Auf Basis der zuvor beschriebenen Vorteile fir die Fischgesund-
heit, liegt der Rickschluss nahe, dass Veranderungen der Zusammensetzung des intestinalen
Darmmikrobioms eine zentrale Rolle spielen. In diesem Kontext wéren Analysen des Mikrobi-

oms hilfreich, um die Kausalitaten zu tiberprifen und zu erklaren.

Bislang sind nur wenige Studien bekannt, welche sich mit der Auswirkung von Spirulina auf

das Darmmikrobiom von Fischen auseinandersetzen. Bei Zebrabarblingen konnte durch die
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Zugabe von 15 % Spirulina in der experimentellen Diat ein signifikant hdherer Anteil an Ceto-
bacterium im Darm gefunden werden (Ma et al. 2022). Indessen konnten Plaza et al. (2019) bei
der Futterung von Tilapia mit einer Beimischung von 3 % Spirulina keine Veranderung der
bakteriellen Diversitat des Mikrobioms beobachten. Die Variabilitdt zwischen den einzelnen
Versuchstieren war insgesamt hoch. GroRtenteils wurde das Mikrobiom dominiert von Prote-
obakterien und Fusobakterien, andere Individuen wiesen wiederum verstarkt Actinobakterien

auf.

Weitere Studien mit héheren Gehalten an Spirulina im Futtermittel konnten zu starkeren Ande-
rungen im Darm-Mikrobiom fuhren und ggf. Aufschluss darlber geben, welche Bakterien in

einem hoheren MaRe durch die Spirulina-Substitution gefordert werden.
2.3.6.3 Reproduktion

Spirulina weist einen hohen Gehalt an Pigmenten auf, darunter Karotinoide wie z.B. Astaxa-
nthin und Zeaxanthin (Kapitel 2.3.5). In der Regel steigern Karotinoide die Reproduktionsleis-
tung von Fischen (Craik 1985; Hue et al. 2021; Vassallo-Agius et al. 2001). Folglich liegt es
nahe, dass sich die Fitterung mit Spirulina positiv auf den Reproduktionserfolg auswirken
kann. Daruiber hinaus wirken sich die in Spirulina enthaltene Ascorbinsédure und PUFA poten-

tiell begunstigend auf die Eierzeugung und deren Qualitat aus (Scabini et al. 2011).

Im Rahmen von Versuchen mit Zierfischen wie Gelbflossenmaulbriitern (Pseudotropheus acei)
oder Gourami (Trichopodus trichopterus) konnte durch die Substitution von Spirulina eine er-
héhte Reproduktionsrate erzielt werden (Giroy et al. 2012; Khanzadeh et al. 2016). Der Trend
kehrte sich in den Studien jedoch bei hoherer Substitution von Fischmehl durch Spirulina um.
Geffroy und Simon (2013) beobachteten bei Zebrabarblingen (Danio rerio) nicht nur eine ho-
here Uberlebensrate, sondern auch eine schnellere Entwicklungsrate der Larven durch die Fiit-
terung von Spirulina. Nicht signifikant unterschiedlich waren in dieser Untersuchung hingegen

die GroRe und das Gewicht der Eier sowie der Larven.

Bislang gibt es nur vereinzelt Studien zum Einfluss von Spirulina als Futtermittel auf die Re-
produktionsrate von Nutzfischen. Eine Untersuchung mit Welsen (Clarias macrocephalus)
konnte bei einer Zumischung von 5 und 10 % Spirulina keine Anderung der Fortpflanzungs-
leistung und Eiqualitat gegentber der Kontrolldiat feststellen (Chainapong und Traichaiyaporn
2013). Laut Wahbi und Sangak (2017) zeigten Tilapia (Oreochromis niloticus) eine erhdhte
Schlupfrate bei 10 und 20 g pro kg Spirulina-Beimischung im Futter. Zusatzlich wiesen die

Larven eine hohere Korperldnge, sowie ein htheres Gewicht als die Fische auf, die mit der
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Kontrolldiat geflttert wurden. Zudem konnte die Mortalitat sowie die Haufigkeit von Defor-
mationen durch den Einsatz von Spirulina verringert werden. Lu und Takeuchi (2004) unter-
suchten tber drei Generationen Tilapia, die ausschlielich mit rohem Spirulina geflittert wurden
und verglichen diese mit Tieren, die mit einer kommerziellen Diat gefuttert wurden. Es resul-
tierten keine signifikanten Unterschiede in der Fruchtbarkeit, den Laichintervallen und der
EigroRe, jedoch enthielten die Eier der Spirulina-Gruppen einen héheren Gesamtgehalt an o-
6-Fettsduren. Darunter waren insbesondere Linolensdure und y-Linolenséure, welche Vorstufen
der Arachidonsdure sind und eine wesentliche Rolle bei der Bildung von Prostaglandinen spie-
len, wodurch die Reifung der Eizellen und der Eisprung beeinflussen werden (Patifio und
Sullivan 2002).

2.3.6.4 Produktqualitat

Die Qualitat von Fischerzeugnissen ist anhand einer Vielzahl an organoleptischen Eigenschaf-
ten zu bewerten. Dazu zéhlen in erster Linie die Anspriiche der Verbraucher an Geschmack und
Aussehen des Produkts. AuRerdem riickt mehr und mehr der Wert von gesunden Lebensmitteln
(Rana und Paul 2017), sprich den nutritiven Eigenschaften, in den Fokus der Humanernahrung.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Haltbarkeit des Produkts.

Durch den Einsatz von neuen Futtermittelkomponenten besteht die Moglichkeit, dass es zu ei-
ner Anderung des Geschmacks im Endprodukt kommt. Fiir Karpfen konnte bisher kein signifi-
kanter Effekt auf organoleptische Eigenschaften von rohen und gekochten Fisch hinsichtlich
der Spirulina-Fltterung festgestellt werden (Nandeesha et al. 1998; Sobczak et al. 2021). Auch
fur Tilapia, die ausschlieBlich mit Spirulina geflittert wurden, war kein Unterschied zur Kon-
trollgruppe festzustellen (Lu und Takeuchi 2002). Bei anderen haufig konsumierten Arten lie-

gen bisher keine Forschungsergebnisse vor.

Die in Spirulina enthaltenen Pigmente und Karotinoide kdnnen die Haut und Filetfarbe der Fi-
sche beeinflussen. Generell werden Karotinoide ohne weiteren Umbau in den Fischmuskel in-
tegriert (Hata und Hata 1974). In mehreren Studien konnte durch die Futterung von Spirulina
eine Gelbfarbung des Fischfilets beobachtet werden (Teimouri et al. 2013; Roohani et al. 2019;
Plaza et al. 2019). Die Untersuchungen von Teimouri et al. (2013) zeigten, dass die Spirulina-
induzierte Farbung bis zu drei Monate bei -20 °C stabil bleibt. Die Gelbfarbung der Filets wird
dabei in der Literatur als positiver Effekt kommuniziert. Dennoch wird gleichzeitig berichtet,
dass eine Gelbfarbung von Regenbogenforellen-Filets, die durch das saisonale Auftreten von

Algen in italienischen Aquakulturen hervorgerufen wird, zu Umsatzeinbuf3en fuhrt (Welker et
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al. 2001). Die Studien stlitzen sich auf deskriptive und keine quantitativen Ergebnisse oder em-
pirische Studien. Deshalb konnen zum jetzigen Zeitpunkt keine eindeutigen Aussagen uber die
Akzeptanz der Verbraucher fiir die gednderte Filetfarbe getroffen werden.

Der Fischmuskel setzt sich aus etwa 70 — 84 % Wasser, 15 — 24 % Protein und 0,1 — 22 % Fett
zusammen (Abraha et al. 2018). Fur die Bewertung des Schlachtkorpers wird die Zusammen-
setzung der zuvor genannten Komponenten als gangiger Qualitatsparameter herangezogen. Die
beiden wichtigsten Parameter sind dabei der Protein- und Fettgehalt (Alagawany et al. 2021).
Beim Einsatz von Spirulina als Fischmehlsubstitut wurde bei Karpfen und Regenbogenforellen
kein Unterschied im Proteingehalt festgestellt (Nandeesha et al. 1998; Teimouri et al. 2016),
jedoch konnte bei Doraden (Rhabdosargus sarba) ein verringerter Proteingehalt nachgewiesen
werden (El-Sayed 1994). Ebenfalls kann es zu einer Verringerung des Fettgehalts im Muskel
von verschiedenen Fischarten durch die Fltterung von Spirulina kommen (Teimouri et al. 2016;
Nandeesha et al. 1998; Mustafa et al. 1994). Untersuchungen mit Catlabarbe (Catla catla) und
Rohu (Labeo rohita) ergeben kontrére Ergebnisse. Beide Fischarten zeigen einen erhdhten oder
gleichbleibenden Muskelfettgehalt infolge des vollstdndigen Austausches von Fischmehl durch
Spirulina (Nandeesha et al. 2001). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass nach gegenwar-
tigem Stand der Literatur der Einfluss von Spirulina auf den Fett- und Proteingehalt stark ab-

hangig von der Fischart ist.

Bei der Betrachtung des Fettsduremusters ist insbesondere der Gehalt an PUFA im Filet rele-
vant fur die Bewertung der Produktqualitét. Potenziell dient Spirulina durch den hohen Gehalt
an PUFA als wichtiger Lieferant fur essentielle Fettsduren. Teimouri et al. (2016) zufolge fuhrt
die Erhéhung des Anteils von Spirulina im Futtermittel von 50 auf 100 g pro kg zu einem An-
stieg an DHA und weiteren PUFA im Muskel von Regenbogenforellen. Ahnliche Ergebnisse
wurden von Jafari et al. (2014) erzielt. In ihren Untersuchungen zeigte sich, dass geringe Men-
gen Spirulina in der Diat den Anteil der PUFA im Muskel von Regenbogenforellen erhéht. Im
Gegensatz dazu stellen Twibell et al. (2020) einen Abfall von w-3-Fettsduren wie EPA und
DHA und eine Zunahme der Gehalte an w-6-Fettsduren im Filet bei der Fiitterung von jungen
Regenbogenforellen mit Spirulina fest. Bei Storen (Acipenser baeri) reduzierte sich ebenfalls
der Anteil an EPA und DHA bei Erhéhung des Spirulina-Anteils im Futter (Palmegiano et al.
2005). Insgesamt reduzierte sich in der Studie der Anteil an MUFA, wahrend der Anteil an SFA
(gesattigte Fettsauren), und hier besonders der Anteil an Palmitinsaure, zunahm. Ahnliche Re-
sultate zeigten sich fiir Welse (Clarias macrocephalus) in einer Studie von Chainapong et al.

(2018). Der Einsatz von 5 und 10 % Spirulina in der Ration der Fische fuhrte ebenfalls zu einer
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Reduktion von DHA und EPA. Zugleich stieg der Gehalt an Palmitinsdure und der gesamte
Anteil an SFA stark an.

Die Literaturlage deutet also darauf hin, dass aus dem Austausch eines hohen Anteils von Fisch-
mehl gegen Spirulina ein ungunstigeres Fettsauremuster im Endprodukt resultieren kann. Die-
ser Effekt ist in der Aquakultur bereits bekannt, denn im Vergleich zum Wildfisch ist der Anteil
an ©-3-Fettsauren in Zuchtfischen durch die Fitterung konventioneller Futtermittel verringert
(Little et al. 2018).

Durch neue Futtermittelkomponenten ist auch ein Effekt auf die Haltbarkeit von Fischproduk-
ten moglich (Ruff et al. 2002). Plaza et al. (2019) zufolge setzt bei Tilapia beispielsweise der
rigor mortis schneller ein, wodurch die Autoren von einer geringeren Haltbarkeit des Endpro-
dukts ausgehen. Diese Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch mit den Ergebnissen von
Guroy et al. (2019). Die Autoren untersuchten die Haltbarkeit von Regenbogenforellenfilets,
welche auf Grundlage einer Fischmehldiat, einer Didat mit hohem Anteil an pflanzlichem Pro-
tein oder einer Kombination aus Fischmehldiat und 4 % Spirulina, bzw. einer Diat mit hohem
pflanzlichen Proteinanteil und 4 % Spirulina gefuttert wurden. Die Di&t mit der geringsten An-
zahl an coliformen Keimen im Filet war die mit hohem Anteil an pflanzlichem Protein und 4 %
Spirulina, gefolgt von der Diat mit hohem Anteil an pflanzlichem Protein ohne Spirulina. Die
Autoren schlussfolgern, dass der Spirulina-Anteil im Futtermittel die Haltbarkeit von Fisch-
erzeugnissen verbessert. Allerdings muss erwéhnt werden, dass die aus der mit Fischmehl und
4 % Spirulina gefiitterten Didt stammenden Filets, die hochste Anzahl an coliformen Keimen
aufwiesen. Dementsprechend kann zwar ein beglnstigender Effekt auf die Haltbarkeit ange-

nommen werden, dieser ist auf Basis der gegenwartigen Studienlage jedoch nicht gesichert.
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Abstract: An increasing number of fishmeal supplements are becoming the focus of aquacul-
ture research, with a special emphasis on microalgae / cyanobacteria such as spirulina being
considered as sustainable alternatives. New feed ingredients can have a far-reaching impact on
the intestinal microbiome and therefore play an important role in the development and the health
of fish. However, the influence of these alternatives on the microbiome is largely unknown. We
undertook a 10 weeks feeding experiment on 120 African catfish with an initial body weight of
50.1 £ 2.95 g. To understand the effect of the spirulina supplementation, two isoenergetic ex-
perimental diets were formulated, containing either fishmeal or spirulina as a protein source.
The 16S rRNA sequencing was used to analyze the intestinal bacteria microbiota. Results show
that the observed richness indicated no significant statistical difference, but Chaol, ACE, Shan-
non, and Simpson indices indicate a possible increase in bacterial richness for the spirulina diet.
The most abundant bacteria in both experimental groups were Fusobacteriia with the only taxa
from the genus Cetobacterium. The bacterium from genus Romboutsia was more likely to be
found in the microbiome of fish fed the fishmeal diet. In spirulina fed fish, the genera Plesio-
monas and Bacteroides were the most dominant microbes observed. Even though some genera
were more abundant in the spirulina group, the overall microbial community structure was not
affected by diets.

Keywords: microbiome; microalgae; cyanobacteria; Arthrospira platensis; Clarias gariepinus;
16S rRNA,; bacteria
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1 Introduction

The production of fish for human consumption through aquaculture is increasing steadily (FAO
2016), and an increasing demand for fishmeal is predicted to continue (World Bank 2013). As
a result, the global marine fish stocks became strongly overfished (FAO 2016) with rising con-
cerns for the ecosystem and the future of fish populations (Garcia 2003). Since the 1950s, the
search for alternative protein sources is a major focus of aquafeed research (Becker 2007).
However, due to the expected rise in pricing and availability, this is now a priority, as the op-
erational costs for aquafeed are between 50 — 70 % (Rana et al. 2009). Current trends in ag-
uafeed production are now more focused on the exploitation of plant ingredients, simultane-
ously decreasing fishmeal and oil (Ytrestgyl et al. 2015). New feed ingredients such as micro-
algae and cyanobacteria (including multiple species such as Arthrospira, Schizochytrium,
Tetraselmis, etc.) are suggested as potentially cost-effective and sustainable substitute (Ragaza
et al. 2020) and increasingly gaining importance as feed-stuff (YYarnold et al. 2019), but their
impact on the fish gut is yet to be investigated.

The cyanobacteria Arthrospira platensis and A. maxima, known collectively as spirulina, are
photosynthetic, filamentous, and spiral-shaped cyanobacteria of 0.5 mm in length (Becker
2007). It contains high proportions of protein, between 59 — 65 % (Dernekbasi et al. 2010), and
it is known that low level inclusions can boost growth performance and feed conversion ratio
in African catfish (Promya and Chitmanat 2011; Raji et al. 2018). Spirulina supplementation
also contribute to increase the carotenoid content in the fish muscle and has an immune stimu-
lating effect (Raji et al. 2018). In other species, a positive effect on the fatty acid composition
was observed, resulting in enhanced polyunsaturated fatty acids (Jafari et al. 2014; Roohani et
al. 2019; Teimouri et al. 2016).

It is not only the performance of the fish that is affected by the diet but also the whole gas-
trointestinal tract and its microbiome (Desai et al. 2012; Estruch et al. 2015; Ingerslev et al.
2014; Ringg et al. 2006; Schmidt et al. 2016; Xia et al. 2014; Zarkasi et al. 2016). Souza et al.
(2020) studied the microbiome of Nile tilapia fed with low concentrations of unicellular micro-
algae, indicating an influence of microalgae on the microbial community due to an alteration in
the bacterial abundance. In support of this, Cerezuela et al. (2012) showed that diets containing
unicellular alga altered the intestinal microbiota and decreased the bacterial diversity in gilthead
seabream (Sparus aurata). In contrast, Lyons et al. (2017) found a greater microbial diversity
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed with 5 % microalgae meal. However, there are a

number of other factors, such as environment (Sullam et al. 2012; Roeselers et al. 2011; Schmidt
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et al. 2015; Zhang et al. 2016), season (Ray; Zarkasi et al. 2014), geographic location (Smith et
al. 2015; Ye et al. 2014), and host genetics (Schmidt et al. 2015), influencing the microbiome.
The health of the gastrointestinal tract is of particular importance for host health, because it is
considered to be one of the main routes of infection in fish (Ringg et al. 2016). Nevertheless,
the microbiome plays an important role in host immune system and fish nutrition (Llewellyn et
al. 2014; Romero et al. 2014), which are two of the most important factors for a successful
aquaculture production. For this reason, research focuses on microbiome modulating effects of
feed ingredients and additives (Romero et al. 2014).

Since limited information is available about the effect of microalgae on the microbiome, the
objective of this study was to investigate the effect spirulina (obtained from the cyanobacterium
Arthrospira platensis) has on the microbiome. In a controlled feeding trial, we used African
catfish (Clarias gariepinus), which are one of the most efficient warm water species and be-
came increasingly important in global aquaculture production (Bovendeur et al. 1987; Palm et
al. 2018). To avoid an interaction between supplements and nutrients on the microbiome, two
isoenergetic experimental diets with different protein sources were utilized. The control diet
was based on fishmeal (FM100), and, in the experimental diet, the fishmeal was completely
exchanged to spirulina (SP100). We hypothesized that we would find a shift in the microbial
community structure. Therefore, we investigated the impact of the algal component in the diet
of African catfish on the microbiome, utilizing 16S rRNA amplicon sequencing and based on
a previous study on product quality and fatty acid composition (Rosenau et al. submitted) (data

not yet published).

2 Materials and Methods

2.1 Fish and Rearing Conditions

A total of 120 African catfish (Clarias gariepinus) full siblings with an average size of
50.1 + 2.95 g were fed for ten weeks on two different experimental diets (Table 1 and Table 2)
(Dietz et al. 2020). Both groups were fed pelleted 3 mm feed, with the control group (FM100)
consisting of 20 % fish meal. In the treatment group (SP100), the fish meal was completely
replaced by an Arthrospira platensis meal. Each treatment was run in triplicate and consisted
of 20 fish, which were kept in a recirculated aquaculture system comprising 200 L aquariums
with 10 h of dim light and 14 h of darkness. The daily amount of feed consisted of 2 % of the
fish biomass and was applied in two portions. In order to maintain a constant stocking density,
dead fish were removed and replaced with another full sibling of the same weight (+ 5 g) and
marked with a PIT tag. Replaced fish were excluded from further microbiome analysis. The

body weight of the fish was regularly measured, and feed rations were adjusted accordingly.
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The temperature and the oxygen saturation/content were recorded daily for the recirculation
system by a Pond Master sensor (OxyGuard, Farum, Denmark). Over the period of the study,
the mean water temperature was 27.0 + 0.43 °C, while mean oxygen content was 9.9 + 0.41
mg/L. The pH value was measured weekly by a color scale for indicator solution UNISOL 410
(MACHEREY-NAGEL, Diren, Germany). A NANOCOLOR 300 D (MACHEREY-NAGEL,
Diren, Germany) was used to measure ammonium and nitrate contents photometrically. The
mean pH of the water was 6.9 + 0.23, with 0.05-0.12 mg/L ammonium and 0.12-0.26 mg/L
nitrate. Both groups were fed pelleted 3 mm feed, with the control group (FM100) consisting
of 20 % fish meal. In the treatment group (SP100), the fish meal was completely replaced by
an Arthrospira platensis meal. Each treatment was run in triplicate and consisted of 20 fish,
which were kept in a recirculated aquaculture system comprising 200 L aquariums with 10 h of
dim light and 14 h of darkness. The daily amount of feed consisted of 2 % of the fish biomass
and was applied in two portions. In order to maintain a constant stocking density, dead fish
were removed and replaced with another full sibling of the same weight (+ 5 g) and marked
with a PIT tag. Replaced fish were excluded from further microbiome analysis. The body
weight of the fish was regularly measured, and feed rations were adjusted accordingly. The
temperature and the oxygen saturation/content were recorded daily for the recirculation system
by a Pond Master sensor (OxyGuard, City, Denmark). Over the period of the study, the mean
water temperature was 27.0 £+ 0.43 °C, while mean oxygen content was 9.9 + 0.41 mg/L. The
pH value was measured weekly by a color scale for indicator solution UNISOL 410 (MA-
CHEREY-NAGEL, Diiren, Germany). A NANOCOLOR 300 D (MACHEREY-NAGEL, Di-
ren, Germany) was used to measure ammonium and nitrate contents photometrically. The mean
pH of the water was 6.9 + 0.23, with 0.05-0.12 mg/L ammonium and 0.12-0.26 mg/L nitrate.
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Table 1. Feed ingredients of FM100 and SP100 diets.

Ingredient (% Dry Matter) FM100 SP100
Fishmeal! 20.00 0.00
Spirulina? 0.00 20.00

Fish oil 10.70 10.70

Wheat meal 14.00 12.50
Wheat gluten 20.00 21.50

Soy protein concentrate® 20.00 20.00
Rapeseed oil 10.70 10.70
Vit./Min. Premix 1.00 1.00
CaHPO4 1.00 1.00

CMC (Binder) 1.29 1.08
TiO2 (Marker) 0.50 0.50
FesOs—black (Dye) 0.07 0.07
L-Lysin (HCL-Lys, 78 % Lys) 0.70 0.90
D,L-Methionine 0.01 0.04
L-Tryptophan 0.03 0.01

Crude protein: 62 % as is, °Crude protein: 63 % as is, *Crude Protein: 67 % as is.

Table 2. Approximate composition (% fresh matter) of FM100 and SP100 diets.

Approximate Composition (%) FM100 SP100
Dry matter 94.6 94.0
Crude protein (Nx6.25) 45.4 45.7
Crude lipids 24.6 23.9
N-free extracts 17.5 19.0
Crude ash 7.1 5.4
Gross energy [MJ/kg] 23.4 23.5
Digestible energy [MJ/kg] 20.0 20.0
Essential amino acids? 26.6 26.8

196 in feed dry matter
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2.2 Microbiome

2.2.1 Sampling

The microbiome sampling took place at day 70 of feeding. To ensure that the gastrointestinal
tract was equally filled, feed was applied to each tank 4 h (staggered every 30 min) before the
sampling. Three fish per tank (9 fish/treatment) were killed by a sharp blow to the head and
processed for microbiome analysis. The external surfaces of the fish were cleaned with 99.8 %
pure ethanol and dissected with sterile syringes and forceps. Thereafter, the lower third of the
intestine was removed and squeezed out on a sterile petri dish. In total, 220 mg of feces were
put into a 2 ml bead beating tube (Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Germany) and placed
on dry ice pellets until further processing the same day.

2.2.2 DNA Extraction

DNA was extracted with the QlIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherland)
following the manufacturers protocol with following modifications. After the application of
InhibitEX buffer, samples were disrupted by a Bead Ruptor Elite (OMNI International, Kenne-
saw, USA) with 300 ug 0.1-0.2 mm, 100 pg 0.4-0.6 mm, and three 1.4—1.6 mm ceramic beads
(Biolabproducts, Bebensee, Germany) on two cycles for 45 s with 6 m/s and 5 min of rest on
ice in between. A total of 45 pl of Proteinase K was used, and 50 ul ATE buffer was placed on
the QIAmp spin column membrane, incubated for 5 min and centrifuged for 1 min. The filtrate
was then applied again on the same QIAmp membrane (to maximize the microbial DNA output)
and repeated. The DNA yield was quantified by an Infinite® 200 Pro (TECAN Group Ltd.,

Ménnedorf, Switzerland).
2.2.3 16S rRNA Gene Amplification and Sequencing

In order to amplify 16S rRNA sequences, we used 16S rRNA with the bacterial gene primer
pairs S-D-Bact-0341-b-S-17: 5>-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ and S-D-Bact-0785-a-A-21:
5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ targeting the V3-V4 region (Klindworth et al. 2013)
by using the Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Germany). The reaction (50 pl) contained 10 pl of 5x Phusion GC buffer, 0.2 pul 50 mM MgCl»
solution, 2.5 ul DMSO, 200 uM of each of the four deoxynucleoside triphosphates, and 1 U of
Phusion DNA Polymerase. We used 20-30 ng of DNA and 1 pl cDNA per reaction. The PCR
reaction was started by an initial denaturation at 98 °C for 1 min, followed by 25 cycles of
denaturation at 98 °C for 45 s, annealing at 60 °C for 45 s, and elongation at 72 °C for 30 s. The
final elongation was done at 72 °C for 5 min. Each PCR was performed in triplicate so as to

reduce any PCR bias. The PCR products were visualized on a 1 % agarose gel at 100 V for 1 h
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to check for bacterial DNA amplicons. The presence of these was then verified with the identi-
fication of a PCR product at ~550 bp. These amplicons were then purified using the MagSi-
NGS PREP Plus magnetic beads (AMS Biotechnology, Abingdon, United Kingdom) with 30
ul bead solution on 25 pl amplicon solution and an elution volume of 30 pl EB buffer. Purified
amplicons were sequenced with an Illumina MiSeq and Nextera XT DNA Library Prep Kit
chemistry (Illumina, San Diego, USA), resulting in paired-end reads of 2x 300 bp length by
using the Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Ger-
many). The reaction (50 pl) contained 10 ul of 5x Phusion GC buffer, 0.2 pl 50 mM MgCl>
solution, 2.5 ul DMSO, 200 uM of each of the four deoxynucleoside triphosphates, and 1 U of
Phusion DNA Polymerase. We used 20-30 ng of DNA and 1 pl cDNA per reaction. The PCR
reaction was started by an initial denaturation at 98 °C for 1 min, followed by 25 cycles of
denaturation at 98 °C for 45 s, annealing at 60 °C for 45 s, and elongation at 72 °C for 30 s. The
final elongation was done at 72 °C for 5 min. Each PCR was performed in triplicate so as to
reduce any PCR bias. The PCR products were visualized on a 1 % agarose gel at 100 V for 1 h
to check for bacterial DNA amplicons. The presence of these was then verified with the identi-
fication of a PCR product at ~550 bp. These amplicons were then purified using the MagSi-
NGS PREP Plus magnetic beads (AMS Biotechnology, Abingdon, United Kingdom) with 30
pl bead solution on 25 pl amplicon solution and an elution volume of 30 pl EB buffer. Purified
amplicons were sequenced with an Illumina MiSeq and Nextera XT DNA Library Prep Kit

chemistry (lllumina, San Diego, USA), resulting in paired-end reads of 2x 300 bp length.
2.2.4 Sequence Processing and Analyses

Amplicon sequencing was performed by the Gottingen Genomics Laboratory using the
CASAVA software (Illumina, San Diego, USA) for demultiplexing and clipping of adapter
sequences from the raw amplicon sequences. Quality filtering was performed using fastp
(v0.20.0) (Chen et al. 2018), and sequences with a phred score of > 20 and a length of > 50 bp
were excluded. Soft clipping of low quality base pairs took place with phred score of 20 and a
sliding window size of four bases as well as a read correction by overlap and adapter of lllumina
Nextera primers. These quality-filtered reads were then merged with the paired end read merger
(PEAR v.0.9.11) with default settings (Zhang et al. 2014). The program cutadapt (v2.5) was
used with default settings to remove forward and reverse primer sequences (Martin 2011). Sub-
sequently, sequences were then size filtered (< 300 bp were removed) and dereplicated by
vsearch (version 2.14.1) (Rognes et al. 2016). The vsearch module UNOISE3 (default settings)
was used for denoising reads with a minimum size of eight reads, and the UCHIME module
further excluded chimeric sequences (including de novo chimera and reference-based chimera)
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against the SILVA SSU 138 NR database (Quast et al. 2013; Bolyen et al. 2019). The resulting
amplicon sequence variants were clustered at 97 % by vsearch. OTUs were taxonomically as-
signed with BLASTN (version 2.9.0) against the SILVA SSU 138 NR database with an identity
threshold of 90 %. Uncertain blast hits were marked by using identity and query coverage.
Additionally, taxonomic assignments for blast hits with (pident + qcovs)/2 < 93 % were re-

moved (recommended by SILVA ribosomal RNA database project).
2.3 Data Processing

Analysis was carried out with R (version 3.6.3) (R Core Team 2020). Microbiome data were
normalized per sample and processed with R package “phyloseq”, and a PcoA plot was com-
puted on phylum level (McMurdie und Holmes 2013). Alpha diversity was calculated for com-
mon metrics (Chaol, ACE, Shannon, Simpson, and Fischer) and a Wilcoxon rank test was per-
formed to compare the observed diversity in FM100 and SP100. Bar plots were produced with
“ggplot2” (Wickham 2016).

2.4 Sequence Data Deposition

The 16 S rRNA gene amplicon sequences were submitted to the NCBI Sequence Read Archive4
(SRA) under the NCBI BioProject accession number PRINA723703.

3 Results

Bacterial DNA was isolated from 17 of 18 samples. One sample from the FM100 group indi-
cated poor PCR amplification and was excluded from the study. Overall, the microbial com-
munity could be classified to 8 phyla, 10 classes, 25 orders, 40 families, 49 genera, and 69

species.

Alpha diversity metrics are shown in Figure 1. Between 32-51 bacterial species were observed
in the microbiome. Observed richness showed no statistically significant difference (P = 0.499).
Chaol and ACE showed two samples of the SP100 group with a notably higher diversity in the
FM100 group, but also one sample within this group had the lowest diversity in regard to the
FM100 group. Similar findings were represented by the Shannon and the Simpson indices with
the lowest diversity in a sample in FM100 and the highest in a sample from SP100. However,

Fisher’s alpha parameter seemed to be only slightly different.
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Figure 1. Alpha diversity metrics of microbiome community of African catfish fed with FM100
(n =8) and SP100 (n = 9) diet. Each point represents one microbiome sample.

Sequencing resulted in 652,898 counts, 248,486 for FM100 and 404,412 for SP100 group. The
numbers of counts varied between the samples between 14,419-72,937. We observed the
counts per class in the most frequent observations (Figure 2) and the most abundant bacteria on
genus level (Table 3). The highest number of counts were dominated by Fusobacteriia in
FM100 and SP100 with the only taxon from the genus Cetobacterium. The second highest
counts in FM100 were Clostridia, followed by Bacteroidia, Bacilli, Gammaproteobacteria, and
Desulfovibrionia. In SP100, the second highest counts were observed for Bacteroidia, followed
by Clostridia, Gammaproteobacteria, and Desulfovibrionia. The class of Clostridia was highly
abundant in FM100 group, dominated by the genus Romboutsia. The family of Peptostrepto-
coccaceae, Bacteroidaceae, and Barnesiellaceae were predominant in Bacteroidia and mainly
found in spirulina fed fish. Additionally, Gammaproteobacteria was mostly abundant in SP100

group and contained primarily the genus Plesiomonas.
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Figure 2. Bacterial counts per class of the most frequent observations (OTUs < 5 % were re-
moved) of FM100 (n = 8) and SP100 (n = 9).

Table 3. Mean values £ SD of percentual abundant of bacteria on genus level in FM100 and
SP100.

Genus FM100 SP100
Cetobacterium 54.98 + 20.43 58.90 + 13.34
Romboutsia 20.30 + 14.88 8.14 + 3.26
Macellibacteroides 4.15+4.10 5.05+2.50
Plesiomonas 2.95 £ 2.47 5.66 £ 2.95
Bacteroides 1.50 £ 0.61 8.82+5.72
[Anaerorhabdus] furcosa group 3.44 £2.96 1.88 +1.92
[Barnesiellaceae] uncultured 1.30+1.15 217+£1.72
Clostridium sensu stricto 1 2.39+1.94 0.72+0.38
Turicibacter 2.25+2.30 0.21+0.19

Relative abundances for each sample on family level are shown in Figure 3. OTUs (operational
taxonomic units) with < 5 % were declared as “rare OTUs” (represented in Figure 4). Similar
to Figure 2, high percentages of Fusobacteriia represented the most abundant bacteria in most
of the probes. There were, however, two exceptions to this with 3_FM100 indicating a high
proportion of Peptostreptococcaceae and 6_SP100 with a high abundancy of Bacteroidaceae.

As such, overall, we could observe a high variation between samples.



3 Veroffentlichungen 71

=1

100-
7

Eamil Bacteroidaceae Clostridiaceae Enterobacteriaceae Fusobacteriaceae Tannerellaceae
amily ] o ) )
Barnesiellaceae Desulfovibrionaceae Erysipelotrichaceae Peptostreptococcaceae rare OTU

w

5

Abundance (%)
o

2!

o

o

00LWS |

00LdS L

00LNS 2

001dS €

00LNS €

001dS €

00LNS ¥

001dS ¥

00LNL S

00LdS §

00LN4 9

00Lds 9

Q0LNL £

00Lds £

00LNS 8

00LdS 8

00LdS 6

Figure 3. Relative abundance (%) at family level for samples in FM100 (n = 8) and SP100
(n=9).

Between 40-53 rare OTUs in FM100 and between 48-58 rare OTUs in SP100 were found to
be present in the microbial probes (Figure 4). Rare OTUs were observed in both groups,
whereby 6_SP100 showed the highest percentage of rare bacteria in the microbiome. As with
the other OTUs, the rare OTUs also showed a high variation between samples.
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Figure 4. Relative abundance (%) of rare OTUs (< 5 %) of FM100 (n = 8) and SP100 (n = 9)
samples.

We used a principal coordinate analysis (PCoA) to confirm previous statistical analysis. The
distance matrix was used to detect similarities and differences in microbial community struc-
tures (Figure 5). However, neither samples nor taxa were visually distinguishable due to the
close clustering. The PCoA showed only low level of variation, as all values were clustered
near the origin; therefore, the samples showed only small or no differences. In this case, we
were not able to distinguish between dietary groups, and the overall microbiome structure of
the gastrointestinal tract was not seen to be affected by the treatment.
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Figure 5. Principal coordinate analysis (PCoA) of FM100 (n = 8) and SP100 (n = 9) samples
at phylum level. Each item represents an individual sample.

4 Discussion

Microalgae/cyanobacteria such as spirulina are promising supplements for fishmeal, but infor-
mation about the impact on the intestinal fish microbiome is highly limited. Only a few studies
concentrated on algae supplementation and its effect on the microbiome, but the supplementa-
tion levels were rather low. Our study is the first one evaluating a complete microalgae/cyano-

bacteria supplementation, hoping to find the exclusive effect of spirulina on the microbiome.

In general, the most frequent phyla in fish gut microbiota are Actinobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria, Firmicutes, and Proteobacteria, which account for over 80 % of the total gut
bacteria (Yukgehnaish et al. 2020), which is also in accordance with our study. We were able
to demonstrate that the most abundant microbial family in African catfish was Fusobacteriia
with the only taxon from the genus Cetobacterium in FM100 and SP100 groups. This bacterium
is also highly abundant in other fish species such as carp (Eichmiller et al. 2016), rainbow trout
(Lyons et al. 2017), and tilapia (Souza et al. 2020; Fan et al. 2017; Zhang et al. 2016). Both
(Minich et al. 2018) and (Bledsoe et al. 2016) observed Cetobacterium somerae as the most
abundant microbial bacteria for African catfish and channel catfish (Ictalurus punctatus), re-
spectively. Cetobacterium somerae plays an important role in the intestinal microbiome due to
its physiological benefits of synthesizing vitamin B-12 and antimicrobial metabolites (Tsuchiya
et al. 2008). The second most abundant genus in our study was Romboutsia, which was found
to be lower in spirulina-fed fish. This genus is able to utilize carbohydrates and have the capa-

bility to ferment numerous amino acids, anaerobic respiration, and metabolic end products in
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the human intestine (Gerritsen et al. 2019). In farmed tilapia (Oreochromis niloticus), the abun-
dance of Romboutsia is reduced in fish fed with low protein levels (Zhu et al. 2020). However,
both of our experimental diets contained approximately the same percentages of crude protein
and essential amino acids. Therefore, we suggest that Romboutsia may be unable to degrade
the cell wall of microalgae component and, as such, led to the reduced bioavailability of the
spirulina protein. Another change on genus level can be seen in the abundance of Gammapro-
teobacteria. The supplementation of microalgae increased the abundance of this genus in fish
fed the spirulina-diet. The same effect could be observed with microalgae (Souza et al. 2020).
In humans, high levels of Gammaproteobacteria can be observed in patients with nonalcoholic
fatty liver disease (Michail et al. 2015). The class of Gammaproteobacteria are able to produce
endogenous alcohol (Ren et al. 2007), which may affect liver health. In this case, higher feed
intensity and long-term effects of microalgae application may have a negative effect on liver
health, but this would require further examination. Within the class of Gammaproteobacteria,
the genus Plesiomonas was more abundant in SP100 than in FM100 samples. Plesiomonas shi-
gelloides, which is known to be an aerogenic gram-negative bacteria (Ahmad et al. 1998), is
often found in tropical climates (Brenden et al. 1988) and in various fish species (Bledsoe et al.
2016; Suphoronski et al. 2019; Sugita et al. 1996). As P. shigelloides was proven to have an
antimicrobial effect, its presence in gut microbiome may have a positive effect on the overall
health of the fish (Sugita et al. 1996).

Our study indicates that a full supplementation of fishmeal with spirulina has the potential to
alter the diversity of microbiome samples, leading to a higher bacterial diversity in the gut. In
this context, we were able to find a possible increase of diversity in different metrics but were
not able to find a significant statistical difference in the observed richness. Due to a small num-
ber of samples and a high variation between all samples, the overall microbial community struc-
ture was not affected. Similar findings were presented by Lyons et al. (2017), who also found
higher OTU counts and a higher diversity (for Chao index) in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) fed with a 5 % whole-cell microalgae ingredient (Schizochytrium limacinum) for 15
weeks, but they were also unable to observe changes in the microbial community structure. The
authors explained this as an effect by polysaccharides contained in the microalga that led to an
adaptation of the gut microbiota but did not affect the bacterial community structure. Aside
from this, they were also able to observe a strong variation between microbiome samples. Souza
et al. (2020) determined also an increasing diversity (for Chao index) with a 1.2 % Schizo-

chytrium sp. supplementation for Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
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It is known that, in mammals, the microbial gut diversity increases from carnivorous to omniv-
orous to herbivorous (Ley et al. 2008), and the same occurs in fish (Li et al. 2016). In addition,
the gut length also increases from carnivorous to omnivorous to herbivores species (Karachle
und Stergiou 2010). Normally, a long gut favors anaerobic bacteria, which are more common
in herbivorous gut microbiome (Escalas et al. 2021). A slow passage of feed ingredients through
the longer digestive tract may increase the time for microbial fermentation, leading to an in-
crease in the microbial diversity (Lyons et al. 2017) and thus associated with an improved die-
tary digestion (Béckhed et al. 2005). In herbivorous fish, the abundance of cellulolytic bacteria
is found to be higher in the gut (Li et al. 2009; Li et al. 2016; Wu et al. 2012). We were able to
see this effect due to an increase of some microbial phyla such as Firmicutes and Bacteroidia
in the microbiome of those spirulina-fed. These bacterial members are able to improve cellulose
digestion in herbivorous fish (Wu et al. 2012; Nayak 2010). As the African catfish is an omniv-
orous fish with a relatively short gut length, the rate of passage for microalgae components may
be too short in the gastrointestinal tract for the fermentation process to occur and to influence
the microbiome structure. Furthermore, dietary factors also have the ability to alter the intestinal
morphology (Santigosa et al. 2008). Souza et al. (2020) did not find an effect on the morpho-
logical structure or integrity of the intestinal villi due to a microalgae supplementation for Nile

tilapia.

As described earlier, environmental factors can affect the microbiome of fish. To minimize the
environmental effect, we comprised all experimental fish with the same water from a recircu-
lation aquaculture system. The water temperature was within the optimum range of 25-28 °C
(Ogunji und Awoke 2017), and dissolved oxygen was in an appropriate range (Peteri et al.
1992). Nitrate and ammonium concentrations were below the upper limit throughout the whole
test period (Peteri et al. 1992; Schram et al. 2010; Schram et al. 2014). It cannot be ruled out
that the effects of the environmental factors have a stronger shaping effect on the gastrointesti-

nal tract and its microbiome than those of the diet.
5 Conclusions

Spirulina is a promising microalgae/cyanobacteria for fish nutrition and can be considered as a
suitable alternative for fishmeal. Previous studies on the impact of microalgae on the microbi-
ome were performed using low levels of algae inclusion. Our study is the first one focusing on
a total replacement of fishmeal with spirulina and its effect on the microbiome of African cat-
fish. While the data were not statistically significant, there was some indication that the diver-

sity levels could be altered by supplementation; this will need to be further investigated in more
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depth. A further adaptation of the intestinal microbiome to the supplemented microalgae was
seen at the bacterial genus level. We were unable to see an effect on the overall microbiome
structure, but further investigation into the effect on alternative fish species could prove more
insightful. As manipulation of the microbiome was shown to improve health as well as nutrient
utilization in fish, it could therefore lead to further improvements in aquaculture production as

a whole.
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Abstract: Microalgae are increasingly being studied to replace fishmeal in aquafeed produc-
tion. Low level Spirulina supplementation to various fish species has been widely investigated,
demonstrating enhanced growth and better product quality. In order to evaluate the effects of a
full fishmeal replacement with Spirulina (Arthrospira platensis) on growth and product quality
in African catfish (Clarias gariepinus), two isoenergetic diets were formulated and fed for ten
weeks to 120 fish with an average initial weight of 50 + 3 g. Full supplementation of Spirulina
resulted in reduced growth (p < 0.001) whereas feed conversion ratio was on par (p > 0.05).
Furthermore, Spirulina-fed fish showed a more intense yellow coloration in skin, and raw and
cooked fillet (p < 0.001). The analysis of fatty acids revealed higher proportions of C16:0
(p <0.001) and C18:2n6 (p < 0.05) in fish fed the Spirulina-diet while C24:0 (p < 0.01) and
C20:5n3 (p < 0.001) were found to be higher in the control group. Even though no statistically
significant differences in the overall SFA, MUFA and PUFA were detected, a slight increase
of the n6/n3 ratio was observed in the Spirulina-fed fish. Without further optimization of the
feed ration, a complete fishmeal replacement with Spirulina can lead to economic losses. It
remains to be studied whether the observed changes in product quality affect consumer ac-

ceptance.

Keywords: aquaculture; plant protein; cyanobacteria; aquafeed; fatty acids; carotenoid; fillet
color; omnivorous fish
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1 Introduction

Nowadays, the worldwide fish populations are endangered by various anthropogenic factors.
Climate change threatens the overall biodiversity (Lovejoy et al. 2019; Sala et al. 2000; Thomas
et al. 2004; Mooney et al. 2009) and can have an effect on the worldwide fish populations
(Rijnsdorp et al. 2009; Cheung et al. 2009; Booth et al. 2017). Further, water pollution can be
identified as another crucial factor, which has been largely investigated (Lawrence et al. 2007;
Austin 1998; Heath 2018; Khoshnood 2017). In addition, the intensive use of fishmeal repre-
sents a threat to the safeguarding of marine ecosystems (Little und Edwards 2003). Seawater
consumption, the high amount of energy required, and the emission of effluents with a high
organic content are some of the reasons why the processing of raw fish into produce fishmeal
is raising environmental concerns. In addition, fisheries lead to far-reaching changes in the eco-
system and endanger the world’s fish populations (Garcia 2003). These observations underlie

the urgent need to identify feasible alternatives to common fishmeal for the aquaculture sector.

Micro- and macroalgae constitute the first trophic level in the food chain, representing an inter-
esting source of proteins for aquafeed production. They are also considered to be more sustain-
able in terms of resource use than other aquafeed ingredients (Taelman et al. 2013). The protein
content of algae is between 6 and 71 % of dry matter, highly depending on the species (Becker
2007).

Spirulina (SP) seems to be suitable for aquafeed production, containing a high proportion of
proteins, usually between 59 and 65 % of dry matter (Dernekbasi et al. 2010). In fact, various
studies showed that low levels of SP addition can be beneficial to the growth performance of
different fish species (Velasquez et al. 2016; Teimouri et al. 2013; Sirakov et al. 2012; Nandee-
sha et al. 2001; Raji et al. 2018; Promya und Chitmanat 2011; Meng-Umphan 2009; Roy und
Pal 2015).

Besides the protein, SP is also a source of natural carotenoids, containing [3-carotene and xan-
thophylls (zeaxanthin, echinenone and cryptoxanthin) (Miki et al. 1986; Mathew et al. 1995).
These carotenoids are integrated into the fish muscle without further modification (Hata und
Hata 1974), producing a more intense red and yellow coloration of the fillet, along with blood
carotenoids (Kop und Durmaz 2008). In previous studies, the luminosity (L*), redness (a*) and
yellowness (b*) was found to be higher in SP-fed trout fillets (Teimouri et al. 2013; Roohani et
al. 2019). Although the presence of carotenoids in the fillet could represent a sort of value add-
ing in terms of their nutraceutical properties (Vilchez et al. 2011), the trade-off might be a

decreased consumer acceptance due to an unfamiliar coloring effect (Welker et al. 2001).
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The fatty acid profile plays a major role in product quality of animal products, and polyunsatu-
rated fatty acids (PUFA) are especially crucial for human health (Tapiero et al. 2002). Since
algae are considered to have a positive effect on the lipid metabolism in fish (Nakagawa 1997),
several studies were already conducted in this direction and reported an enhanced level of
PUFA in the fish muscle (Roohani et al. 2019; Jafari et al. 2014; Teimouri et al. 2016).

In our study, we aimed at evaluating the effects of a full supplementation of SP on the growth
and product quality of fish. African catfish (Clarias gariepinus) was selected for the experi-
ment, being an omnivorous fish species and given its increasing importance in global aquacul-
ture production (FAO 2020). A ten-week feeding trial was undertaken with two isoenergetic
diets containing either fishmeal or SP (Arthrospira platensis) meal as a protein source. In order
to estimate the general effects of a fishmeal-free fully SP-substituted diet on weight, feed con-

version ratios (FCR), color of skin and fillet, cooking loss and fatty acids were determined.
2 Materials and Methods

2.1 Ethical Clearance

All animal work followed relevant national guidelines. Good veterinary practice was applied in
all procedures whenever animals were handled. The study was in accordance with the German
legal and ethical requirements of appropriate animal procedures. The procedures in this study
were approved by the Institutional Animal Welfare Body (no. T2-2019, 27 June 2019).

2.2 Rearing of Experimental Fish

Reproduction, rearing and the feeding trial of fish took place in a warm water recirculation
aquaculture system (RAS) of the Georg August University of Goéttingen. Catfish larvae (full
siblings) were reared with trout starter feed (Inicio Plus, Biomar, Aarhus Denmark) until they
reached the required weight. Then a total number of 120 African catfish (Clarias gariepinus)
with an average body weight of 50 £ 3 g were fed for ten weeks on two isoenergetic experi-
mental diets (Tables 1 and 2), developed and analyzed by Dietz et al. (2020). Nutritional value
was in accordance with the recommendations of the National Research Council (NRC) for cat-
fish (National Research Council 2011). The control group (FM100) was fed with a pelleted feed
consisting of 20 % fishmeal, whereas in the experimental group (SP100), the fishmeal was
completely replaced by SP meal. Each treatment was run in randomized triplicates and con-
sisted of 20 fish per aquarium. All experimental fish were kept in 200 L aquariums connected
to a RAS and exposed to a light regime of 10 h dim light and 14 h darkness. Fish were hand fed
twice a day according to body weight and water temperature, thus daily rations amounted to 2

% of the fish biomass. One fish died over the course of the trial and was replaced with a full
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sibling comparable in body weight (+5 g) of the dead fish’s weight in order to keep a constant
stocking density. The body weight of fish was regularly measured (after two, six and ten weeks)
in order to adjust rations applied. Water temperatures and oxygen contents were recorded daily
using a Pond Master sensor (OxyGuard, Farum, Denmark). Average water temperature was
kept at 27.0 °C throughout the study period, and oxygen saturation in the RAS showed an av-
erage value at 127.0 %, resembling an average oxygen content of 9.9 mg/L. The pH was meas-
ured weekly applying a color scale for indicator solution UNISOL 410 (Macherey-Nagel, DU-
ren, Germany). Ammonium and nitrate concentrations were measured photometrically by a
NANOCOLOR 300 D (Macherey-Nagel, Diren Germany). The average pH of the water was
6.9, while the ammonium and nitrate concentrations ranged in the intervals 0.05-0.12 mg/L and

0.12-0.26 mg/L, respectively.

Table 1. Feed ingredients of FM100 and SP100 diets.

Ingredient (% Dry Matter) FM100 SP100
Fishmeal ! 20.00 0.00
Spirulina 2 0.00 20.00

Fish oil 10.70 10.70

Wheat meal 14.00 12.50
Wheat gluten 20.00 21.50

Soy protein concentrate 3 20.00 20.00
Rapeseed oil 10.70 10.70
Vit./min. premix 1.00 1.00
CaHPO4 1.00 1.00

CMC (Binder) 1.29 1.08
TiO2 (Marker) 0.50 0.50
Fe3Os—black (dye) 0.07 0.07
L-Lysin (HLC):/I;)-Lys, 78 % 0.70 0.90
D,L-Methionine 0.01 0.04
L-Tryptophan 0.03 0.01

! Crude protein: 62 % as is, 2 Crude protein: 63 % as is, > Crude protein: 67 % as is.
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Table 2. Approximate composition (% fresh matter) of FM100 and SP100 diets.

Approximate Composition (%0) FM100 SP100
Dry matter 94.6 94.0
Crude protein (Nx6.25) 45.4 45.7
Crude lipids 24.6 23.9
N-free extracts 17.5 19.0
Crude ash 7.1 5.4
Gross energy [MJ/kg] 23.4 23.5
Digestible energy [MJ/kg] 20.0 20.0

2.3 Sampling of Experimental Fish

After 10 weeks of feeding, 120 fish were anesthetized with a sharp blow to the head and killed
by immediate withdrawal of blood. Body weight, length and carcass weight were recorded for
all experimental fish. Approximate FCR was calculated as followed:

mean amount of feed per fish [g]

imate FCR =
approximate weight gain [g]

Daily weight gain was calculated as follows:

weight gain [g]

daily weight gain = 20 = F feeding

Eighteen fish (9 per treatment) were used for microbiome analysis (data presented elsewhere)
and were not used for further product quality measurements. After the direct samplings, fish
were filleted and each fillet was cut in two parts (anterior and posterior muscle) and frozen at —
20 °C until further analyses.

2.4 Color Measurements of Fish
A total of 102 fish (51 fish per treatment) were used to determine skin and fillet color (Figure
1). Color values were displayed as lightness (L*), red/green (a*) and blue/yellow (b*). Chroma

(C*) describes the color saturation and was calculated as follows:

C*= {a*? + b*?

h° describes the color appearance and was calculated as follows:

b*
h° = arctan (—*)
a
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Figure 1. Skin and fillet of FM100 and SP100-fed fish after 10 weeks of experimental feeding:
(a, b) skin and fillet of a fish fed the FM100 diet; (c, d) fillet and skin of a fish fed SP100 diet.

Immediately after slaughtering, skin color was measured with a CM-600d spectrophotometer
(Konica Minolta, Chiyoda, Japan) with the following settings: Illumina D65 and two degrees
observer. Both sides of the fish, left and right, were sampled on the dorsal skin at three points:
between the head and dorsal fin, below the beginning of the dorsal fin and above the middle of
the dorsal fin. In addition, three measurements were taken along the ventral skin at the abdo-
men: between the pectoral fins, between the pectoral and pelvic fins, and between the pelvic

fins.

For the fillet color evaluation, both sides of the skinless fillets were cleaned with tap water and
measured with a CR-400 spectrophotometer (KONICA MINOLTA, Japan) on the internal sur-
face of the skinless fillet, as described by lwona et al. (2016) for African catfish. Subsequently,
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the right fillet was frozen at —72 °C for fatty acid analysis and the left fillet was frozen at -20 °C
for the determination of color stability upon cooking and cooking loss.

2.5 Sampling of Experimental Fish

Further measurements were taken once the 102 (51 fish per treatment) fillets reached room
temperature after thawing. The core temperature of raw and also of cooked fillets was measured
with a thermometer (735-2, testo, Titisee-Neustadt, Germany). First, the right dorsal part of the
fillets was thawed for 24 h at 4 °C, then the fillet color was measured (CM-600d, Konica Mi-
nolta, Chiyoda, Japan) once again in three measurements along the dorsal back muscle. The

color change was calculated as follows:
Acolor = fillet color cooked — fillet color raw
2.6 Fatty Acids

The method for the fatty acid analysis was adapted from (Du et al. 2000) with modifications.
Both of the experimental diets and the front dorsal muscle of 20 fish per treatment were used
for analysis. Fish fillets and feed samples were freeze-dried overnight and minced (EGK 200
spice and coffee grinder, Rommelsbacher, Dinkelsbuhl, Germany). The samples were stored at
4 °C in hermetically sealed boxes until further processing.

2.6.1 Chemical and Reagents

Butylated hydroxyanisol (BHA) and 3 M methanolic HCI were provided by Sigma-Aldrich
(Munich, BY, Germany). Methanol, chloroform and n-hexane were purchased from Carlo Roth
(Karlsruhe, BW, Germany). Sodium chloride (NaCl) was provided by VWR Chemicals (Dar-
mastadt, Germany).

2.6.2 Fish Samples Treatment

Two grams of freeze-dried fish were accurately weighed and recorded to two decimal spaces.
A 20 ml chloroform/methanol solution (2/1, v/v, Folch I solution) and 32 ul of 10 % (w/v) BHA
ethanolic solution were added. The mix was homogenized with an Ultra Turrax T25 (IKA,
Germany) for 45 s. Next, the homogenate was filtered through paper and 5 ml of 0.88 %
NaCl (ag) was added. After 15 min the lower phase was withdrawn and evaporated with a Mul-
tivapor P-12 (BUCHI, Switzerland) at 50 °C. Afterwards, 1 ml of 3 M methanolic HCI was
added and incubated in a 60 °C water bath for 40 min. After cooling for 5 min at room temper-
ature, 2 ml hexane was added. The upper phase was transferred into a 1.5 ml vial for the GC-
FID analysis.
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2.6.3 Feed Samples Treatment

Of freeze-dried feed, 0.5 g was accurately weighed. Three milliliters of 3Mmethanolic HCI was
added and incubated at 60 °C for 2 h. The mix was brought to room temperature and centrifuged
for 5 min at 10 °C and 4000 x g. One milliliter of the supernatant was mixed with 1 ml of
n-hexane and 200 pL of the resulting upper phase was put into a GC-vial for the GC-FID anal-

ysis.
2.6.4 GC-FID Analysis of FAMEs

Fatty acid methyl esters (FAMESs) were analyzed by means of a TRACE™ 1310 gas chromato-
graph (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) and an AS 1310 autosampler
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Extractions were performed in duplicate for
the fish fillets and for the experimental diets in quadruplicate, respectively. The gas chromato-
graph was equipped with Chromeleon software 7.2 SR 9 software. Separation of methyl esters
was performed on a Supelcowax ™% column (30 m, 0.32 mm, 0.25 pum) provided by Thermo
Fisher, USA. A flame ionization detector (FID) was used with a heater temperature of 260 °C,
an air flow of 350 ml/min, Hz flow of 35 ml/min and auxiliary gas flow of 40 ml/min. The SSL
injector temperature was set at 250 °C with a split ratio of 1:50 and a purge flow of 2.4 ml/min.
The oven temperature was set at 160 °C for 1 min, then increased by 10 °C/min until 220 °C
and then held for 3 min. The final temperature reached 250 °C (increased also by 10 °C/min)
and held for 3 min. The total run time amounted to 16 min. Hydrogen was used as a carrier gas
with a flow rate of 1.2 ml/min. Identification of fatty acids was performed by comparison of
retention times with the Supelco 37 Component FAME Mix standard (Sigma-Aldrich, Munich,
Germany). The relative amount of each fatty acid was expressed as percentage of total area.

2.7 Statistical Analysis

The statistical analysis was conducted with R (R Core Team 2020). Even though a normal dis-
tribution is initially assumed for a fish population, we visually checked normality by Q-Q-plot
and confirmed it with a Shapiro—-Wilk test. Welch two-sample t-tests for unequal variances were
carried out to compare the means of all quantitative variables from FM100 and SP100. ANOVA
was calculated to obtain differences between the initial experimental units. Pearson’s correla-
tion was used for linear association between fish body weight and cooking loss. A principal
component analysis (PCA) was then performed on standardization (i.e., to mean 0 and standard
deviation 1) such that the PCA was merely based on correlations of the studied variables. Mul-
tivariate analysis was applied to growth, color parameters, cooking loss as well as fatty acids.

For visualization, the R package’s ggplot2 (Wickham 2016) and factoextra (Kassambara und
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Mundt 2020) were used. Additionally, R code snippets from Allen et al. (2019) were adjusted

to create raincloud plots.
3 Results

3.1 Growth Parameters

Mortality was generally low during the ten-week trial, since only one fish died for unknown
reasons in the SP100 group. The initial body weight did not show any statistical differences
between the experimental units (p > 0.05). The final body weight differed significantly among
experimental groups, which showed average values of 280.84 + 110.80 g for FM100 and
219 + 82 g for SP100, respectively (Figure 2 and Table Al). The final weight was found to be
significantly reduced for SP100 (p < 0.001). No statistically significant difference was observed
in FCR between both groups (p > 0.05), but within the last weeks of the feeding experiment,

we observed an increase in FCR for both groups (Table A 2).

Distributions of Weight and Feed Conversion Ratio
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Figure 2. Raincloud plot of body weight and approximate food conversion ratio (FCR) for
experimental groups FM100 (gray, n = 60) and SP100 (green, n = 60) after 10 weeks. Upper
histograms show the distribution of data and boxplot with each value for every individual meas-
urement.

3.2 Color Parameters and Cooking Loss

Dorsal skin and ventral skin showed significant differences between FM100 and SP100 in red-
ness (a*) (p < 0.01), yellowness (b*) and C* (p < 0.001), but not in h°-values (p > 0.05). In
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SP100 samples, redness (a*) was lower in the skin and higher in the fillets (p < 0.001), when
compared to FM100 group (Table 3). In skin and fillet samples of SP100, significantly higher
values for the color yellow (b*) were observed (p < 0.001). No relevant differences for bright-
ness (L*) were observed in both tissues (p > 0.05). In addition, SP100 values were elevated in
treatment groups in skin and fillet; however, h°-values showed only slight increase in skin sam-

ples and decreased values in fillets.

The effect of cooking on the color stability of the fillet is expressed in the delta values between
raw and cooked fillet samples. Color parameters changed after cooking for both treatments.
Brightness, redness and yellowness increased due to the cooking process. The color changes
were comparable for L* and b*, showing no statistically significant difference (p > 0.05). How-
ever, significant differences in Aa* were observed between the two groups (p < 0.01).

SP replacement affected cooking loss (p < 0.05). Specifically, cooking loss average values of
11.24 + 3 % and 9.82 + 3 % were recorded for FM100 and SP100 samples, respectively. No

correlation was found between body weight and cooking juice loss (p > 0.05).
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Table 3. Color parameters of skin, and raw and cooked fillet in FM100 (n = 51) and SP100
(n =51).

Skin (Dorsal Back Muscle)
Diet L* ax b* Cc* h°
FM100 30.42+492 117+046 1.97+142 240+ 1.29 67.29 £ 63.92
SP100 29.81+4.63 0.77+0.46 4.18+2.04 4.30 £2.00 78.14 £17.43

p-Value 0.455 <0.001 <0.001 <0.001 0.091
Skin (Abdomen)
Diet L* a* b* Cc* h°

FM100 71.19+8.28 156+1.74 249+253 3.53 +2.37 107.89 + 100.11
SP100 68.60+7.45 0.61+235 11.25+3.95 11.46+4.09 87.34 +10.46

p-Value 0.058 0.002 <0.001 <0.001 0.056
Raw Fillet
Diet L* a* b* Cc* h°

FM100 48.66+5.05 0.35+1.69 9.15+2.25 9.32+2.23 89.90 + 13.58
SP100 47.98+5.52 232+217 13.17+355 13.52+3.66 82.00 +11.83

p-Value 0.247 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Cooked Fillet
Diet AL* Aa* Ab* AC* Ah°
FM100 24.36+3.68 2.22+1.28 8341261 7.83+241 16.58 + 8.65
SP100 24.19+337 180+109 8.83+2.96 8.81+2.96 7.19+4.17
p-Value 0.690 0.003 0.142 0.037 <0.001

Values are means + SD. p-values were calculated by Welch t-test. L* (+ = lighter, — = darker),
a* (+ =redder, — = greener), b* (+ = yellower, — = bluer), C* (+ = brighter, — = duller), h° (hue
angle).

The effect of cooking on the color stability of the fillet is expressed in the delta values between
raw and cooked fillet samples. Color parameters changed after cooking for both treatments.
Brightness, redness and yellowness increased due to the cooking process. The color changes
were comparable for L* and b*, showing no statistically significant difference (p > 0.05). How-

ever, significant differences in Aa* were observed between the two groups (p < 0.01).

SP replacement affected cooking loss (p < 0.05). Specifically, cooking loss average values of
11.24 + 3 % and 9.82 + 3 % were recorded for FM100 and SP100 samples, respectively. No

correlation was found between body weight and cooking juice loss (p > 0.05).

3.3 Fatty Acids

The five most abundant fatty acids in our investigation included oleic (C18:1n9), palmitic
(C16:0), linoleic (C18:2n6c¢), lignoceric (C24:0) and eicosapentaenoic acids (C20:5n3) (Fig-
ure 3 and Table A2). Higher proportions of C16:0 (p < 0.001) were observed in fish fed the
SP100 diet with 19.37 + 1.25 % compared to 17.89 + 1.22 % in the FM100 group. C24:0
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(p <0.01) and C20:5n3 (p < 0.001) were higher in the FM100 group (8.01 = 1.47 % and
6.00 £ 0.53 %) than in the SP100 group (6.58 £ 1.33 % and 4.99 + 0.59 %). No significant
difference (p > 0.05) was observed for C18:1n9, which was the most abundant fatty acid in both
FM100 (36.36 + 2.42 %) and SP100 (37.07 + 2.20 %) groups. No significant difference was
found for C18:2n6c, with 11.48 + 0.72 % in FM100 and 11.33 + 0.64 % in the SP100 group.
Overall, no differences were observed in sum of saturated fatty acids (SFA), monounsaturated
fatty acids (MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA) between the two diets. Total n-6
fatty acids amounted to 12.79 + 0.70 % in FM100 and were higher (p < 0.001) in the SP100
group with 14.27 + 0.73 %, whereas n-3 fatty acids were lower in content (p < 0.001) in SP100
with 8.53 £ 0.68 % towards 9.87 + 0.56 %. This led to a significantly lower (p <0.001) n-6/n-3
ratio in FM100 (1.30 £ 0.09) than in SP100 (1.68 + 0.12).
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Figure 3. Most frequent fatty acids (%) in fish muscle of FM100 (n = 20) and SP100 (n = 20).
SFA: saturated fatty acid, MUFA: monounsaturated fatty acid, PUFA: polyunsaturated fatty
acid, N6: sum of omega-6 fatty acids, N3: sum of omega-3 fatty acids. N6N3: ratio N6 : N3.
The values are means = SD. p-values were calculated by Welch t-test (* p < 0.05, ** p <0.01,
***p<0.01).

The fatty acid profile in the feed was characterized by higher values of SFA in SP100
(32.05 + 0.28 %) than in FM100 (25.37 £ 0.54 %) and in MUFA for SP100 (52.16 * 0.39 %)
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than in SP100 (43.93 = 1.97 %) Table A3. Overall, PUFA levels were lower in SP100
(15.73 £ 0.17 %) than in the FM100 (30.60 = 1.48 %) diet. It is particularly noticeable that the
concentration of C20:5n3 in SP100 was much lower, at 0.62 + 0.05 %, than in FM100, with
8.58 £ 0.63 %.

3.4 Principal Component Analysis (PCA)

The PCA biplot illustrates that fillet color was influenced the most by the complete replacement
of FM with SP (Figure 4). In addition, skin color parameters (dorsal back muscle and belly) b*
and C*, and to a lesser extent a*, were also affected by SP-based feeding. As for the other
parameters, PCA confirms the results of the t-test, with fatty acids being one of the distinguish-
ing factors among the two groups; FCR, weight, length, carcass weight, cooking loss and delta

color parameter had only a subordinate influence.
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Figure 4. PCA biplot of weight, length, carcass weight, FCR, skin and filet color parameters,
color stability (delta values), cooking loss and fatty acids for FM100 (n = 20) and SP100
(n = 20). Individual values are shown as gray points for FM100 and green triangles for SP100

group.
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4 Discussion

The results of this study indicate that a full supplementation of SP has a negative effect on the
growth parameters in African catfish. Furthermore, our study implies that SP might affect con-
sumer acceptance, as color parameters of skin and fillet change according to the SP supplemen-
tation. Additionally, effects on cooking loss and fatty acid composition were observed.

Growth performance is one of the most relevant factors for aquaculture economics, considering
that the operational costs for aquafeed are between 50 and 70 % (FAO 2018). In this trial, fish
fed SP100 showed a significantly lower growth performance than the FM100 group. This con-
firms previous observations that a full replacement of fishmeal with SP resulted in reduced
growth performance in other fish species (Olvera-Novoa et al. 1998; El-Sayed 1994). More
specifically, supplementation rates of up to 50 % produced comparable growth to that of the
control group, but beyond that level, a lower growth rate and — with a 100 % SP replacement —
a lower feed utilization was observed. On the other hand, a low (5 %) to intermediate (75 %)
inclusion level of SP in the diet of African catfish has been shown to boost growth performance
(El-Sayed 1994; Promya und Chitmanat 2011). In our study, a full supplementation of SP had
no effect on FCR. Over the course of the trial, a declining feed acceptance was observed within
the last weeks of the trial and this resulted in uneaten food particles, which may have influenced
the FCR and explain the tendency to increasing FCR values. Compared to other studies with a
lower SP supplementations for African catfish, a full supplementation showed comparable FCR
values (Promya und Chitmanat 2011; Chavez und Bolviar 2018; Raji et al. 2019). However, the
feed ingredients, housing conditions and the age of the catfish were different between experi-
ments and especially SP composition can vary in protein, carbohydrate and lipid content
(Becker 2007).

Previous studies showed that the carotenoid pigments in the SP algae change the flesh color of
rainbow trout to brown-yellow (Choubert 1979). Our study delivered similar results, as skin
and fillet color were highly influenced by the SP replacement. More specifically, yellow inten-
sified in skin and fillet; red decreased in skin, but increased in the fillet; brightness was not
affected. The different coloring effect on skin and fillet might be due to a diverse accumulation
tendency by the various pigments in different tissues. Red and yellow values in skin and fillet
of SP-fed trout increased, while brightness/darkness only showed remarkable differences in
fillet color (Teimouri et al. 2013; Roohani et al. 2019). Both studies indicate SP as a good source
of carotenoids to improve skin and fillet pigmentation. However, it must be taken into account

that alterations in flesh color are known to have a potentially negative impact on consumer
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acceptance (Peterson et al. 1966). Traditionally, the fillet color of African catfish is classified
as white (Young et al. 1996; Jager 1991). On the one hand, a higher yellow coloration of catfish
fillet might be perceived as a discoloration leading to lower consumer acceptance — for example,
in countries like USA (Li et al. 2013). On the other hand, the characteristic coloration might
also be used for sustainability marketing purposes, but more studies should be made on this

topic.

The cooking process increased L*, a* and b* values for both groups. This observation could be
justified by the already documented thermal stability of yellow pigments, such as lutein (lwona
et al. 2016).

Dietary nutrients have the potential to improve the flesh quality of fish (Larsson et al. 2014).
To ensure a high product quality, a minimal weight loss after cooking is required to fulfill con-
sumer expectations (Morkore und Einen 2003). The fish consists of high proportions of water
and fat. Its moisture content mostly depends on feeding and usually ranges from 69 to 74 %
(Solomon 2018; Chukwu und Shaba 2009; Akpambang 2015) and the fat content is about 5.7 %
(Rosa et al. 2007). Due to the cooking process, liquid components leach out of the fillet (Offer
et al. 1989). In our study, cooking loss was reduced in the SP100 group. A study performed on
African catfish suggested that the fattening and — as a consequence — the weight of the fish
could have an influence on the cooking loss (Wedekind 1991). More specifically, the author
observed higher cooking losses in stronger fattened African catfish. However, in this case we
found no statistically significant correlation between body weight and cooking loss, so that the
difference might be due to a fattening effect, the diets or could be attributable to other aspects

not considered in this study.

Our research showed that fatty acids profile was affected by the presence of SP in the diet.
C18:1n-9 was one of the most prevalent fatty acids but did not differ significantly in the FM100
group. SFA, MUFA and PUFA also did not show any significant differences. In contradiction
to our study, MUFA was reduced, while PUFA levels were elevated in Siberian sturgeon
(Acipenser baeri) fed with high SP inclusion of up to 60 % (Palmegiano et al. 2005). However,
this led to increased proportions of C16:0, which is in accordance with our study. Teimouri et
al. (2016b) reported similar findings for MUFA and PUFA in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) fed up to 100 g kg* SP. Additionally, SFA reduced with high inclusions of SP. How-
ever, Jafari et al. (2014) found this effect in rainbow trout only with low SP inclusion of 5 %,
but not at 7.5 %. Increasing amounts of SFA and PUFA could be found in Roohani et al. (2019)
at52.8 g kg SP inclusion in the feed of Caspian brown trout (Salmo trutta caspius). In walking
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catfish (Clarias macrocephalus) fed with a 10 % SP inclusion, C16:0 increased too, but other
highly abundant fatty acids such as C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6 and C22:6n3 showed opposite
results. Furthermore, SFA and MUFA increased and PUFA was reduced (Chainapong et al.
2018). Differences in the fatty acid composition between the experimental groups can largely
be explained by the fatty acid composition of the diets. In this respect, it is noted that the
C20:5n3 was largely reduced in the SP100 diet, but in the fillet the strong difference was not
reflected in the fish muscle. This might be because of the biosynthesis of long-chain PUFA
towards C20 and C22 PUFA and the expression of the elongase of the very long chain fatty
acid gene (Oboh et al. 2016). Nevertheless, the fatty acid composition is species-specific (Passi
et al. 2002) and feed composition of the experimental diets differed strongly, which means that
comparisons between species can only provide limited information. Differences in the micro-
bial community of the gastrointestinal tract could be a reason for this effect. The slightly in-
creased n6/n3 ratio observed in SP100 fillets reflects the fatty acids composition of diets. In
fact, results showed how the replacement of FM with SP led to an increase of dietary n6 fatty
acids and a contemporary reduction of the n3. Although from a mere nutritional point of view
these data can be interpreted as a (slight) worsening of the lipid profile of the fillet, the observed
n6/n3 ratio was still well below the limit of 5 recommended for the fatty acid balance in the

human diet (Elvevoll und James 2000).
5 Conclusion

This is the first study regarding total replacement of fishmeal with SP for African catfish. Even
though a full SP supplementation could produce several benefits in terms of sustainability, the
full replacement of fishmeal with SP could return economic losses due to a lower growth per-
formance. It remains to be shown whether catfish with elevated yellow skin and fillet coloration
is acceptable to consumers. Moreover, investigations on the chemical nature of pigments accu-
mulated in the fish muscle are necessary in order to evaluate possible health benefits deriving
from the consumption of SP-fed African catfish. Even though the replacement of fishmeal re-
duced the PUFA content in feed drastically, this difference was comparably low in flesh and
the resulting n6/n3 ratio is still considered acceptable. Further optimizations in feed composi-
tion and feed application time should be investigated as well as the performance of other fish

species.
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Table A3. Fatty acid content (%) of FM100 (n = 20) and SP100 (n = 20) in the fillet.

Fatty Acid FM100 SP100 p-Value
C6:0 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 NA
C8:0 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00 0.586
C10:0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.690
C11:0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.622
C12:0 0.07 £ 0.02 0.07 £ 0.01 0.957
C13:0 0.01+0.01 0.01 +0.01 0.700
C14:0 2.92 +0.24 2.75+0.26 0.026
C14:1 0.02 £ 0.01 0.02 +0.01 0.247
C15:0 0.23 +0.06 0.22 +0.03 0.535
C15:1 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.834
C16:0 17.89 + 1.22 19.37 + 1.25 <0.001
C16:1 3.90 + 0.34 4.37 +0.32 <0.001
C17:0 0.20 +0.12 0.18 + 0.07 0.639
C17:1 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.155
C18:0 5.59 + 0.67 5.23 + 0.53 0.061

C18:1n9 36.36 + 2.42 37.07+2.20 0.312
C18:2n6¢ 11.48 +0.72 11.33 +0.64 0.811
C18:3n6 0.18 + 0.05 0.73+0.13 <0.001
C18:3n3 3.52 £ 0.29 3.24 £ 0.25 0.001
C20:0 0.27 +0.37 0.25 + 0.30 0.806
C20:1n9 1.06 + 0.72 0.95 + 0.53 0.580
C20:2 0.27 + 0.07 0.30 £ 0.11 0.389
C20:3n6 0.54 + 0.27 0.91 + 0.39 <0.001
C21:0 0.00 + 0.01 0.00 + 0.00 0.223
C20:4n6 0.59 + 0.10 0.63 +0.13 0.195
C20:3n3 0.11 + 0.02 0.10 + 0.03 0.264
C20:5n3 6.00 + 0.53 4.99 + 0.59 <0.001
C22:0 0.37 £ 0.36 0.24 +0.18 0.099
c22:1 0.78 + 0.34 0.26 +0.17 <0.001
C22:2 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 NA
C23:0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 NA
C24:0 8.01 + 1.47 6.58 + 1.33 0.001
C24:1n9 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.01 0.324
C22:6n3 0.24 +0.15 0.20 +0.13 0.277
SFA 35.55 + 2.22 34.90 + 2.04 0.299
MUFA 42,12 +2.22 42.66 + 2.29 0.428
PUFA 22.93+0.95 23.10+1.18 0.604
Total n-6 12.79 +0.70 14.27 +0.73 <0.001
Total n-3 9.87 £ 0.56 8.53 + 0.68 <0.001
n-6/n-3 1.30 + 0.09 1.68 +0.12 <0.001

Values are means + SD. p-values were calculated by t-test
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Table A4. Fatty acid content (%) in FM100 and SP100 diet.

Fatty Acid FM100 SP100
C6:0 0.00 % 0.00 0.15+0.00
C8:0 0.02 +0.02 0.10 £ 0.02

C10:0 0.00 % 0.00 0.00 % 0.00
C11:0 0.00 % 0.00 0.28 + 0.00
C12:0 0.06 + 0.02 0.11+0.02
C13:0 0.01 % 0.00 0.05 % 0.00
C14:0 3.65+0.33 4.59 +£0.33
Cl14:1 NA NA
C15:0 0.24 +0.02 0.54 +0.02
C15:1 NA NA
C16:0 12.60 £ 0.35 19.03 +0.35
C16:1 3.93+0.26 4.85 £ 0.26
C17:0 0.20 +0.39 0.45+0.39
C17:1 0.09 % 0.00 0.09  0.00
C18:0 2.61+0.18 3.73£0.18
C18:1n9 36.80 * 2.25 44,75 + 2.25
C18:2n6c¢ 15.77 £ 0.53 11.81 £ 0.16
C18:3n6 0.12 £0.02 1.19+0.05
C18:3n3 4.83 £ 0.36 1.34 +0.04
C20:0 0.58 + 0.04 1.80 £ 0.03
C20:1n9 1.87£0.13 1.96 £ 0.05
C20:2 0.10+0.01 0.06 +0.01
C20:3n6 0.07 £ 0.02 0.06 + 0.00
C21:0 0.00 % 0.00 0.00 % 0.00
C20:4n6 0.56 + 0.06 0.12+0.01
C20:3n3 0.00 % 0.00 0.00 % 0.00
C20:5n3 8.58 + 0.63 0.62 +0.05
C22:0 0.22 +0.06 0.59 + 0.28
c22:1 1.24+0.15 0.50 + 0.28
C22:2 NA NA
C23:0 NA NA
C24:0 5.18 + 0.24 0.61 +0.03
C24:1n9 0.00 % 0.00 0.00 +0.01
C22:6n3 0.67 +0.16 0.58 +0.12
SFA 25.37 + 0.54 32.05 + 0.28
MUFA 43.93 +1.97 52.16 +0.39
PUFA 30.60 + 1.48 15.73+0.17
Total n-6 16.51 + 0.60 13.19 +0.20
Total n-3 14.09 + 0.88 2.54+0.12
n-6/n-3 1.17 £0.30 5.21+0.03

Values are means = SD.
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Abstract: Spirulina is an interesting candidate for fish nutrition. This study aims to investigate
the effect of the complete replacement of fishmeal with spirulina (Arthrospira platensis) in the
diets of brook trout (Salvelinus fontinalis), rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and brown
trout (Salmo trutta fario), in relation to growth and product quality. Two isoenergetic and isoni-
trogenous experimental diets containing either fishmeal or spirulina as a main source of protein
were used for a 10-week feeding trial. Differences in the spirulina acceptance and conversion
between species were observed. The experimental diets were well accepted except for brown
trout. A species—diet interaction was observed, which led to a reduction in final body weight
due to the spirulina supplementation for brook and rainbow trout (p < 0.05). Parallel, the feed
conversion ratio increased to the same extent in the spirulina-fed fish (p < 0.05), fostering the
assumption, that both species did not differ in converting the spirulina diet. Spirulina led to a
significant increase (p < 0.05) in yellow and red coloration in both raw and cooked fillets. The
diet had a significant effect on the fatty acid profile, resulting in an increase in SFA and MUFA,
while PUFA levels decreased significantly in spirulina-fed fish (p < 0.05). Overall, total re-
placement of fishmeal with Spirulina goes along with a reduced production performance and
effects on major product quality traits such as fillet colour and fatty acid pattern. In particular,

consumer acceptance of the yellow fillet colour should be further investigated.

Keywords: cyanobacteria, fishmeal replacement, growth performance, microalgae, pigmenta-

tion.
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1 Introduction

The current trend in aquaculture is moving towards the more intensive production of carnivo-
rous fish (Bostock et al. 2010), whose main protein source is fishmeal (Teles et al. 2019). Car-
nivorous fish have a dietary protein demand between 40 % and 55 %, higher than that of the
herbivorous or omnivorous fish species with 25 %35 %, (National Research Council 2011).
Considering this trend, and the predicted further increase in global aquaculture production
(World Bank 2013), an even higher demand on fishmeal for aquafeed can be expected. Despite
the strict reduction of fishmeal in aquafeed over the past years, the change to full supplementa-
tion with alternative protein sources has shown to lead to reduced growth performance and
health issues in fish (Teles et al. 2019).

Algae recently gained attention as potential supplements for fishmeal (Rosas et al. 2019). Mi-
croalgae/cyanobacteria such as Arthrospira platensis and A. maxima, which are known collec-
tively as Spirulina, have both a high protein content and represent an important source of vita-
min B12 (Estrada 2001). In nature, algae also contribute to the food chain as a primary source
of polyunsaturated fatty acids (PUFA) (Legezynska et al. 2014). In Europe, about half of the
algae produced is exclusively spirulina (Aragjo et al. 2021). These algae species are of interest
as a substitution for fishmeal, as they contain high amounts of essential amino acids and essen-
tial fatty acids (Becker 2007; Becker 2013).

Dietary ingredients can have an impact on the product quality of fish (Larsson et al. 2014;
Webster et al. 2004), and in salmonid fish, spirulina can improve nutritional value by increasing
the content of PUFA (Roohani et al. 2019; Teimouri et al. 2016). Consumer demands and their
requirements on fish product quality vary geographically (Rasmussen 2001). In Europe, for
example, the flesh colour of trout is described as white or red/pink when carotenoids are added
to the diet. It has been known for some time that organisms like plants and protists are able to
synthesize carotenoids and thus are the source for the pigmentation of fish flesh (Isler et al.
1971; Steven 1948). These carotenoids are incorporated directly into the fish muscle without
further conversion (Hata und Hata 1974). This pigmentation of the fish fillets can affect con-
sumer acceptance: For example, in salmon, this leads to a higher willingness to pay for fillets
with increased redness (Alfnes et al. 2006). However, algae-like spirulina were shown to cause
a yellow coloration of the fillet colour in trout (Roohani et al. 2019; Teimouri et al. 2013). In
Italian trout farms, an unusual yellow flesh coloration occurs during spring and summer times,
induced by algae (Cladophora glomerata) resulting in high economic losses due to the reduced
acceptability to consumers (Welker et al. 2001). This study utilized three different salmonid
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species which were fed for 10 weeks with two experimental isoenergetic and isonitrogenous
diets, containing either fishmeal or spirulina (Arthrospira platensis) as the main protein source.
Therefore, rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), brook trout (Salvelinus fontinalis) and brown
trout (Salmo trutta fario), which are the three most important salmonid species for German
aquaculture production (Bramick 2019), were used. We hypothesized that the conversion of

spirulina differs between species, regarding growth performance and product quality.
2 Material and Methods

2.1 Rearing of Experimental Fish

Fish eggs of rainbow, brook and brown trout were collected and fertilized in the experimental
farm of the University of Goettingen in Relliehausen (Dassel, Germany) and transferred in
plastic bags in a Styrofoam box to the Department of Animal Science in Goéttingen (distance
44 km). Hatching took place in vertical incubators comprised with 10 °C water. Larvae (full
siblings) were reared in a recirculated aquaculture system and fed with commercial trout starter
and fattening feed (BIOMAR, Denmark) until they reached the required body weight for the
experimental trial. All three species were transferred into experimental tanks (250 L) one week
before the experiment started to acclimate. Afterwards, the fish were divided into two experi-
mental groups with n = 60 fish per treatment in three tanks (replicates) with n = 20 fish. All fish
were fed, for 10 weeks, with two isoenergetic and isonitrogenous diets, based on the recom-
mendation for rainbow trout from the National Research Council (2011), consisting of 20 %
fishmeal (FM100), whereas in the experimental group, the fishmeal was completely replaced
by spirulina (SP100) (Table 1). Diet quantity was adjusted to 1 % of the fish biomass (based on
a previous study by Dietz et al. (2020) and fed once a day per hand (about 50 % of the feed
ration), and the rest was applied by an automatic feeder (FIAP GmbH, Germany). The rainbow
trout were stocked first, followed two days later by the brook trout, and the brown trout seven
weeks later, due to slower growth. The initial average body weight + standard deviation of
brook trout was 111.80+8.92 g, rainbow trout was 100.8+5.96¢g and for brown trout
98.25+9.76 g. All experimental fish were exposed to 14 h of light and 10 h of darkness. In
order to keep the stocking density constant, dead fish were replaced with full siblings of a com-
parable body weight (+10 g) and tagged with a passive integrated transponder. These fish were
still used for growth parameters, but excluded from other analyses, since they were fed with a
commercial trout fattening diet (BIOMAR, Denmark) in advance. Every two weeks, fish weight
was recorded and rations were adjusted on the basis of biomass and feed conversion ratio
(FCR). Water temperature and oxygen contents were recorded daily in the tanks with a
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handheld sensor (OxyGuard, Denmark). A colour scale for indicator solution UNISOL 410
(MACHEREY-NAGEL, Germany) was used weekly to measure the pH value. Ammonium and
nitrite concentrations were measured photometrically by a NANOCOLOR 300 D (MA-
CHEREY-NAGEL, Germany). The mean water temperature was 16.82 +0.69 °C with a mean
oxygen saturation 0f 92.21 £ 0.03 % and a mean oxygen content of 8.75 = 0.30 mg/L. The mean
pH value was 7.42+0.36 as well as low amounts of ammonium and nitrate with 0.06 +0.03

and 0.09 + 0.08 respectively.

Table 1. Feed ingredients and approximate composition of FM100 and SP100 diets.

Ingredient (% dry matter) FM100 SP100
Fishmeal? 20.00 0.00
Spirulina® 0.00 20.00

Fish oil 10.70 10.70
Wheat meal 14.00 12.50
Wheat gluten 20.00 21.50
Soy protein concentrate® 20.00 20.00
Rapeseed oil 10.70 10.70
Vit./Min. Premix 1.00 1.00
CaHPO4 1.00 1.00
Carboxymethyl Cellulose (Binder) 1.29 1.08
TiO2 (Marker) 0.50 0.50

Fe304 — black (Dye) 0.07 0.07
L-Lysin (HCI-Lys, 78% Lys) 0.70 0.90
D,L-Methionine 0.01 0.04
L-Tryptophan 0.03 0.01

Approximate composition (%)

Dry matter 94.6 94.0

Crude protein (Nx6.25) 454 45.7
Crude lipids 24.6 23.9

N-free Extracts 17.5 19.0

Crude ash 7.1 54

Gross Energy [MJ/kg] 23.4 23.5
Digestible Energy [MJ/kg] 20.0 20.0

3Crude protein: 62% as is, "Crude protein: 63% as is, “Crude Protein: 67% as is
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2.2 Sampling of Experimental Fish

120 fish per species were anaesthetized with a sharp blow to the head and killed by exsanguin-
ation at the end of the 10-week feeding experiment. Body weight and length (fork length) were
recorded for all experimental fish. Due to the large number of fish, sampling took place on two
consecutive days. For product quality measurements, all fish were filleted and the right side of

the fillet was frozen at —20 °C and the left side at —80 °C until further processing.
2.3 Colour Measurements

In order to maintain consistency and remove any storage effects the colour was measured im-
mediately after slaughtering the fish, skin and fillet colour parameters were measured on a white
filleting board with a CM-600d spectrophotometer (KONICA MINOLTA, Japan) with follow-
ing settings: illuminant D65, two degrees observer and a measuring unit of 10 mm in diameter.
Skin colour was measured on three points on each side of the fish: between the head and dorsal
fin, below the dorsal fin and below the adipose fin (Figure 1). For the fillet colour, skinless
fillets were cleaned with tap water and measured on three points on the internal surface of the
dorsal fish muscle: between the head and dorsal fin, below the dorsal fin and below the adipose
fin (Figure 2). Colour values based on the CIELAB system (CIE 1977) and displayed as light-
ness (L*), red/green (a*) and blue/yellow (b*). Chroma (C*) describes the colour saturation

and was calculated as follows:

C* = +a*?+ b*?

h° describes the colour appearance and was calculated as follows:

b*
h° = arctan (—*>
a
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Figure 1. Fish skin color measurement locations. (a) between the head and dorsal fin, (b) below
the dorsal fin and (c) below the adipose fin.

Figure 2. Fillet color measurement locations. (a) between the head and dorsal fin, (b) below
the dorsal fin and (c) below the adipose fin.

2.4 Colour stability and cooking loss

120 fillets (right side) were thawed for 24 h at 4 °C, then brought to room temperature. Before
the cooking process, fillets were weighed and put in plastic bags and then boiled in a water bath
at 78°C until the core temperature reached 70 °C. Released fluids were removed using paper
tissues and the fillet weight was once again determined when the cooked fillets had reached
room temperature. Cooking loss was calculated as follows: Afterwards, fillet colour was meas-
ured again as described previously for skinless fillet.

(initial weight [g] — cooked weight [g])

Cooking loss [%] = initial weight [g] * 100

Afterwards, fillet colour was measured again as described previously for skinless fillet.
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2.5 Shear force

Cooked fillets were cut with a template into rectangular probes matching the blade holder
frame, and the weight of each probe was determined. The myomeres of the sample were placed
parallel to the shear blades. A 5-blade Allo-Kramer shear cell (Stable Micro Systems Ltd., Sur-
rey, UK), which was mounted to a TA.XT Plus Texture Analyser (Stable Micro System Ltd.,
Surrey, UK) with a 50-kg load cell, was used with following settings: pre-test speed of 5 mm/s,
test speed of 2 mm/s, post-test speed of 10 mm/s (Aussanasuwannakul et al. 2010) and trigger-

ing force of 1000 g.
2.6 Fatty acids

40 fish per species (20 per treatment) were used for fatty acid analyses. Fish fillets and feed
samples were freeze-dried overnight. Fillets were weighed before and after dry-freezing to cal-
culate the water content. Then, freeze-dried fillets and feed were minced with an EGK 200 spice
and coffee grinder. The samples were stored in hermetically sealed boxes in the refrigerator
until further processing the next day. Gas chromatography Flame lonization Detector (GC-FID)
analysis of fatty acid methyl esters (FAMES) for fish and feed samples was conducted as de-
scribed by Rosenau et al. (2021).

2.7 Statistical analysis

R was used for statistical analysis (R Core Team 2020). The visualization of the data was per-
formed with ggplot2 (Wickham 2016) and factoextra (Kassambara und Mundt 2020) package.
A principal component analysis (PCA) was computed on standardized data (i.e., to mean = 0
and standard deviation = 1) such as the PCA is merely based on correlations of the studied
variables. Normality was checked visually with quantile—quantile plot (Aldor-Noiman et al.
2013). Fixed effects of species, diet and their interaction on performance and product quality
traits were analysed by two-way ANOVA with subsequent Tukey's honestly significant differ-
ence test for mean differences when appropriate (Barros 2013). A multiple linear regression
model was calculated (Stats und R 2021) to observe interactions between final weight, species,

diet and initial fish weight with the following equation:

Yiee = U+ S; + Si(Ty) + Si(W)) + ey

with y;,; being the final body weight in gram, S; the fixed effect of species (rainbow trout and
brook trout), T} fixed effect of the type of diet (FM100 and SP100), and W, as the regression
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of the initial tank weight mean, both nested within species and e;; the residual error per indi-

vidual.
3 Results

3.1 Performance

The brown trout had accepted the fishmeal diet but not the spirulina diet, causing a weight loss
in the spirulina groups after two weeks. We aborted the trial for this species due to animal
welfare concerns. However, the experimental diets were well received by the brook and rain-
bow trout. Results are presented in Figure 3 and Table S1. The initial body weight of brook and
rainbow trout groups differed significantly between species (p <0.05). A higher final body
weight was observed in FM 100 brook trout group (298.03 +3.61 g) than in SP100 brook trout
group (250.12+4.73 g) and rainbow trout FMI100 (226.47+2.29¢g) and SP100
(201.70 £ 0.44 g) groups respectively. Final weight and weight gain showed a significant spe-
cies—diet interaction (p <0.05). Length, specific growth rate (SGR) and FCR showed a statisti-
cally significant difference between species and diets respectively (p <0.05). The overall FCR
was low (=efficient) across all groups. We were able to find lower FCR values for FM100 than
for SP100 groups (p <0.05), but no significant interaction of species and diet was observed
(p > 0.05).
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Species Brook trout —# Rainbow trout
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Figure 3. Line chart of estimated mean with standard error of performance parameters for brook
trout and rainbow trout groups fed ten weeks FM100 and SP100 diets. Body weight (A) is
calculated from every fish (n = 120 per species) and feed conversion ratio (B) are means of
triplicate groups. Different letters in the same plot are significant different at a level of p <0.05
(Tukey’s test).

A multiple linear regression was calculated to predict the final body weight based on species,
diet and initial fish weight (Figure S1). A significant regression equation was observed
(F[5, 234] = 42.99, p <0.05) with an R? of 0.479. Predicted final weight for brook trout and
rainbow trout is equal to 412.59-148.31 (species rainbow trout) — 45.15 (brook trout SP100) —
24.36 (rainbow trout SP100) — 1.04 (brook trout tank weight) — 0.38 (rainbow trout tank
weight), where final weight is measured in gram. The dietary treatment for brook trout and

rainbow trout were significant predictors of final weight (p <0.05).
3.2 Colour Parameters

Species—diet interactions were observed for a*, b* and C* values in all treatment groups
(p <0.05). A more intense yellow/orange fillet colour was observed visually in spirulina-fed
fish (Figure 4). The photometric data (Table 2) show that redness and yellowness increased the
skin of brook trout for SP100 diet (p <0.05), whereas the diet had no significant influence on

all skin colour parameters in rainbow trout (p > 0.05). The fillet redness, yellowness and chroma
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increased due to the spirulina supplementation in both species (p <0.05). Yellow and red col-
oration was higher in brook trout fed with SP100 than in rainbow trout fed with SP100 diet
(p <0.05). Yellow coloration increased after the cooking process of the fillet for all groups,
whereas redness slightly decreased in SP100 groups. However, most of the significant differ-
ences between the two diets in brook and rainbow trout are also displayed in the cooked fillets.
In cooked fillets, no significant difference was observed between species fed with FM100 diet

(p >0.05).

Figure 4. Rainbow trout fillets fed for ten weeks with FM100 (left) and SP100 (right).
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3.3 Water Content and Cooking Loss

The water content was similar between species and diets (Table 3) and no significant effects
were observed (p > 0.05). Mean cooking loss was higher in brook trout than in rainbow trout
(p < 0.05). Statistical differences were observed between species and diet, resulting in higher
cooking loss for SP100 fed fish (p < 0.05).

Table 3. Water content (n = 80) and cooking loss (n = 236) of FM100 and SP100 diet in brook
trout and rainbow trout.

Brook trout Rainbow trout p - values
Parameter . . Species
FM100 SP100 FM100 SP100 Species Diet X
Diet
7405+ 7516+ 7390+ 7413+
[)

Water content [%] 0.64 159 135 206 ns ns ns
Cooking loss [%] 1167+ 1378+ 889+ 1024+ . . ns

1.66 1.92 1.48 2.51
Values are means + SD. ***; p < 0.001, **: p <0.01, *: p <0.05, ns: not significant.

3.4 Shear Force

Results show that the fillet of brook trout (n = 116) is more tender than rainbow trout fillet
(n =120) (p <0.05). Also the species—diet interaction had an impact on the tenderness of the
fillet (p <0.05). In brook trout, the spirulina-fed fillets were less tender with 0.79 £0.11 kg*g*
than control group with 0.71 £0.17 kg*g ! (p <0.05). The opposite effect was observed in rain-
bow trout with more tender fillets in the SP100 group (0.96 + 0.14 kg*g 1) than in FM100 group
(1.04+£0.21) (p <0.05).

3.5 Fatty Acids

The most abundant fatty acids in the fish muscle were docosahexaenoic (C22:6n3; DHA), oleic
(C18:1), palmitic (C16:0), eicosapentaenoic (C20:5n3; EPA) and linoleic acid (C18:2n6c) (Fig-
ure5 and Table S2). Species showed significant differences for C16:0, DHA and EPA
(p <0.05), while diet, that is replacement of fishmeal with spirulina affected all of the most
abundant fatty acids (p < 0.05). DHA and C16:0 content decreased significantly due to the spir-
ulina feeding (p <0.05). In general, SP100 diet lowers the EPA content in the fish muscle for
brook and rainbow trout (p <0.05). C18:2n6¢ was higher in SP100 group than in FM100
(p <0.05), and C18:1 did not show any statistical differences between species (p >0.05), but
between experimental diets (p > 0.05). Saturated fatty acid (SFA) were significantly influenced
by species and diet (p > 0.05), while monounsaturated fatty acids (MUFA) and PUFA were
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affected only by diet. SFA and MUFA content showed a significant increase and PUFA levels
were reduced in SP100 group (p > 0.05). Both species responded similarly to the diets in terms
of the omega-6 fatty acid (n6), omega-3 fatty acid (n3) content and n6/n3 ratio, leading to sta-

tistical differences between experimental diets (p <0.05).
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Figure 5. Most abundant fatty acids (%) in fish muscle of brook trout (n = 40) and rainbow
trout (n = 40) fed with FM100 and SP100 diet; SFA: saturated fatty acids, MUFA: monoun-
saturated fatty acids, PUFA: polyunsaturated fatty acids, n6: omega-6 fatty acids, n3: omega-3
fatty acids.

The fatty acid content in the experimental diets was characterized by higher values of SFA in
SP100 with 29.47 +0.44 % than in FM100 with 22.86+0.01 % (Table 4). In SP100, MUFA
accounted for half (50.69 +0.38 %) of the fatty acids, while in FM100, the amount of MUFA
was lower (43.79 +£0.26 %). Overall, the proportion of PUFA was higher in the FM100 diet
(33.23+0.27 %) than in SP100 (19.77 £ 0.06 %). Also noticeable was a reduced DHA and EPA
content in SP100 diet.
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Table 4. Fatty acid content (%) in FM100 and SP100 diet.

Fatty acid FM100 SP100
C6:0 0.00 £ 0.00 0.29 £ 0.07
C8:0 0.02 £ 0.00 0.07 £0.01

C10:0 0.01 £0.00 0.01 £ 0.00
C11.0 0.00 £ 0.00 0.02 £ 0.00
C12:.0 0.08 £ 0.01 0.09£0.01
C13:0 0.02 £ 0.00 0.02 £ 0.00
C14.0 4.15+£0.14 5.25+0.27
Cl4:1 0.02 £ 0.00 0.01 £ 0.00
C15:0 0.25+0.01 0.29£0.01
C15:1 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
C16:0 13.56 £ 0.05 18.78 £ 0.23
Cl6:1 4.30 £ 0.09 5.42 £0.16
C17:.0 0.19 £ 0.00 0.25+0.02
Cl7:1 0.78 £ 0.04 0.38£0.01
C18:0 2.88 £0.07 3.41+£0.10
C18:1 36.96 + 0.34 43.00 + 0.48
C18:2n6¢ 1547 £0.11 13.02£0.14
C18:3n6 0.14 £ 0.02 1.41+0.08
C18:3n3 4.74 £0.05 2.11+£0.04
C20:0 0.34+£0.01 0.42 +0.02
C20:1n9 1.67 £0.00 1.76 £ 0.04
C20:2 0.11+0.01 0.07 £ 0.00
C20:3n6 0.06 £ 0.00 0.09+£0.01
C20:4n6 0.50+0.01 0.19 £ 0.02
C20:3n3 0.05 £ 0.00 0.02 £ 0.00
C20:5n3 7.79+0.11 1.80+0.14
C22:0 0.20+0.01 0.18 +0.01
C22:1 0.07 £0.00 0.12+0.01
C22:2 0.00 £ 0.00 0.03+0.01
C23:0 0.31+£0.00 0.10+£0.01
C24:0 0.85+0.02 0.27 £0.01
C22:6n3 4.48 +0.07 1.10+0.06
C24:1n9 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
SFA 22.86 + 0.01 29.47 +0.44
MUFA 43.79 £ 0.26 50.69 + 0.38
PUFA 33.23+0.27 19.77 £ 0.06
né 16.16 + 0.12 14.71 +0.20

n3 17.07 £ 0.16 5.03+£0.25
né/n3 0.95 £ 0.00 2.92+0.18

Values are means of three replicates = SD. SFA: saturated fatty acids, MUFA: monounsaturated
acids, PUFA: polyunsaturated fatty acids, n6/n3: omega-6, omega-3 fatty acid ratio.
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3.6 Principal Component Analysis

PCA plot (Figure 6) implies that colour parameters of the raw and cooked fillet had a stronger
influence on the descriptive characteristics than the skin colour. Also, fatty acid profile contrib-
utes to the distinction between the diets. Performance parameters indicated only a low explan-
atory contribution. Product quality traits, especially colour and fatty acids, are main factors
distinguishing between FM100 and SP100 groups. The SP100 groups are associated with in-
creased fillet colour values for red (a*) and yellow (b*), whereas the FM100 groups are asso-
ciated with higher PUFA and n3 levels. It is also notable that the variability in the SP100 groups

is higher than in FM100 groups as to be seen from the size of the confidence ellipses.

PCA-Biplot
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FM100 brook trout
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SP100 brook trout
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Figure 6. PCA biplot of performance parameters, colour parameters, cooking loss, water con-
tent, shear force and most frequent fatty acids for rainbow trout and brook trout fed with FM100
and SP100 diet.

4 Discussion

While brook and rainbow trout accepted the experimental spirulina diet, it led to uneaten food
particles and a decline in mean body weight of the brown trout. Since the FM100 diet had been
eaten by the brown trout, we considered that brown trout may have an aversion to the flavour

of the diet. The trial was aborted for brown trout due to animal welfare concerns. Brook and
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rainbow trout showed overall reduced growth performance in response to the spirulina supple-
mentation. In a multiple linear regression model, we observed that the significant predictor for
final weight was the dietary treatment and the slight differences in the initial body weight did
not affect the final weight. In that way, we were able to show that brook trout had a higher
growth rate and were stronger influenced by the spirulina diet. The feed conversion was effi-
cient in all groups in accordance with previously observed data from studies examined by Teles
et al. (2019) for brook and rainbow trout. Brook and rainbow trout fed with FM100 diet showed
to the same extent a significantly lower FCR than the SP100 group. This observation could be
explained by the fact that part of the chemical composition of microalgae is indigestible by non-
ruminants. It is estimated that 10 % of the microalgae consist of cell walls, which are not de-
gradable by the fish gastrointestinal tract (Becker 2007; Coelho et al. 2020). Current techno-
logical approaches to destroy cell walls in order to increase the digestibility of the material have
so far only been used for human consumption (Makkar et al. 2016). Further studies would be

necessary to see whether such technologies could also be used in the aquaculture sector.

Moreover, it was noticed that especially in spirulina-fed brook trout, the variance was high in
final growth, indicating that some fish are either quite effective in converting the spirulina pro-
teins into biomass or some fish had a higher acceptance for the diet, resulting in a significantly
higher feed intake. Even though we worked with full siblings, genetic effects of the implemen-
tation of the spirulina cannot be excluded for both species. Selective breeding programs could
be the key for an improved implementation of alternative protein sources (Le Boucher et al.

2012; Verdal et al. 2018), since some fish seem to use the spirulina protein more effectively.

As expected, colour parameters changed to more yellow and red pigments, induced by the Spir-
ulina carotenoids. About 10 % of the total carotenoids of young trout are stored in the skin (No
und Storebakken 1991). We were able to observe a shift towards more red and yellow coloration
in the skin of brook trout, but we were not able to find any statistical differences in rainbow
trouts' skin. Other parameter like luminosity were also unaffected by species or diet. Differ-
ences in chroma und hue were only observed in brook trout. This is contrary to previous reports
on trout (Roohani et al. 2019; Teimouri et al. 2013), where a low-level spirulina supplementa-
tion led to a significant increase in red and yellow skin colour. Since the pigments are mainly
found along the lateral line of trout (Storebakken und No 1992), it is possible that our measure-
ment of the skin was not performed at the location with the most carotenoids. Another reason
for this effect could be due to a different carotenoid metabolism or differences in the amount

of lipids in the skin, since carotenoids tend to be linked to a higher lipid content in salmonid
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fish (Bjerkeng et al. 1997; Einen und Roem 1997; Jensen et al. 1998). The pigment deposition,
due to carotenoid in the feed, depends also on genetic factors (Blanc und Choubert 1985; Tor-
rissen und Naevdal 1984). With all variables considered, we are not able to make an accurate
statement about the different colouring effect of yellow and red pigments in the skin of the
experimental fish. In order to further elucidate the colouring effect, further investigations of the

carotenoid content in the skin would be necessary.

The fillet colour is an important product quality criterion for salmonid fish (Christiansen et al.
1995). In European countries, trout fillet is preferred as white or red/pink. In the present study,
however, the spirulina-fed fish increased significantly in yellow fillet coloration. Our investi-
gation confirms previous results for trout (Roohani et al. 2019; Teimouri et al. 2013). Fish fed
the fishmeal diet were not distinguishable by coloration of the cooked fillet, but the yellow
coloration was also displayed in both species. During the cooking process, yellow colour values
increased due to the cooking process. It is suspected that carotenoids from spirulina are heat
stable up to 70 °C as previously described for catfish (Rosenau et al. 2021). To what extent
consumers may reject the product due to the yellow fillet coloration is largely unknown. A
recent study from Altmann et al. (2022) on chicken breasts, produced using spirulina as feed,
showed that mainstream consumers rejected the product, due to the altered colour. However,
they were able to reduce this effect by providing information. Therefore, it should be noted that
this unusual colour could also be used as a sustainability quality mark. Still, it remains ques-
tionable, whether consumers have enough knowledge about fish nutrition to understand the
complexities of sustainable aquaculture. In this context, a consumer-specific marketing would

be necessary.

Cooking loss and firmness are important characteristics of product quality (Brinker und Reiter
2011). Fifty-two to 82 % of the fish muscle consist of water (Petricorena 2015). During the
cooking process, liquid components leak out of the fillet. Low levels of fluid loss through cook-
ing can lead to a higher solubilization of intramuscular collagen-based tissue, and consequently
to a more tender fillet (Pathare und Roskilly 2016). Herein, cooking loss in rainbow trout was
in accordance with the literature (Secci et al. 2019), while there are no data currently available
for brook trout. We were able to find a dietary effect on the cooking loss in both species, re-
sulting in significantly higher water loss in spirulina-fed fish in both species. The investigation
of Dallaire et al. (2007) demonstrates that algae-fed trout fry have an increased water content

in the carcass. The authors explain this observation with a lower protein and lipid content in the
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diet, leading to reduced lipid content in the muscle. Lower lipid content was observed for sev-
eral other species fed with spirulina diets (Mustafa et al. 1994; Nandeesha et al. 1998; Teimouri
et al. 2016). Accordingly, this lower lipid content is associated with a higher water content in
the fish muscle (Guillaume und Watson 2001).

Shear force is an important tool to estimate the tenderness of a product. Brook trouts were
generally more tender than rainbow trouts. However, we found an opposite effect of spirulina
supplementation on the tenderness of fillets. While brook trout fed with SP100 were more ten-
der, rainbow trout fed with SP100 were less tender in comparison with the FM100 diet. One
influence on this aspect could be the previously described water content of the fish muscle,
which tends to increase in spirulina-fed fish, but values were neither significantly different in

brook trout nor in rainbow trout.

Fish is the major source for essential fatty acids in human nutrition and provide high amounts
of EPA and DHA (Tasbozan und Gokge 2017). Omega-3 fatty acids are known to reduce my-
ocardial infarction and coronary heart disease and therefore they are of great importance for
human health (Zheng et al. 2012). However, the fatty acid profile of fish is highly species spe-
cific (Passi et al. 2002) and that is why we expected changes in the fatty acid profile between
species, and it also varies due to diet. Results show slight differences between species and
strong differences between diets. Due to the spirulina supplementation, important fatty acids
like EPA decreased in both species, but DHA decreased only in brook trout. Overall, SFA was
increased and PUFA decreased significantly in SP100 fed brook trout, while MUFA was not
affected at all. Even though the fatty acid composition tended to react similarly to the spirulina
diet than the brook trout; we were unable to find statistically significant differences in SFA and
MUFA for rainbow trout, but we observed a significant reduction in PUFA. This might be an
indicator that because of the lower final body weight of the rainbow trout, the differences were

not represented clearly enough in the fatty acid pattern.

The fatty acid pattern of the flesh reflected the fatty acid pattern of the diet. Even though DHA
and EPA levels are very low in the SP100 feed, this difference was not observed in the muscle.
Also, PUFA levels were quiet low in the feed, but still high after 10 weeks of feeding. Previous
studies showed that rainbow trout are able to synthesize long-chain PUFAs up to a certain
amount by regulating hepatic expression fatty acyl desaturase (Gregory et al. 2016; Hixson et
al. 2014). Furthermore, n6/n3 ratio was still below the recommended level of five in the fish
muscle (Elvevoll und James 2000). In previous studies with trout, the amount of beneficial

PUFA with low-level spirulina supplementation increased (Roohani et al. 2019; Teimouri et al.
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2016). With increasing exchange rates of fishmeal with spirulina, this effect was reversed
(Jafari et al. 2014), indicating that spirulina supplementation could be limited to a certain extent
to avoid unwanted reduction of desirable PUFA. It remains unknown, whether long time feed-
ing with high exchange rates might lead to an even stronger reduction of PUFA.

Overall, the main performance and product quality characteristics were influenced by the diet.
Especially colour parameters and fatty acid content differed significantly between treatments.
It must be emphasized that the variability in these variables was higher in the spirulina-fed fish
than in the control fish. It is possible that the experimental fish were genetically adapted to the
fishmeal diet due to selection in the aquaculture facility, as the conventional diets contain high
proportions of fishmeal. Both tested species reacted in a similar way to the spirulina supple-
mentation. Finally, sole use of spirulina as the main protein source still leads to acceptable
growth performance, but product quality traits were strongly affected too. In the end, possible
ways to compensate the losses in production could be achieved by a marketing scheme that
addresses sustainability of fish production, but it remains unclear, if the consumer would accept

the alteration in fillet colour.
5 Conclusion

For a sustainability transition of aquaculture production, replacing traditional protein sources
like fishmeal is paramount. Our study shows that the conversion of spirulina differs in some
growth and production traits between species. A total replacement of fish meal with spirulina
was accepted by brook trout and rainbow trout, but not by brown trout; we hypothesize that the
brown trout had an aversion to the flavour of the spirulina diet. A complete replacement of
fishmeal with spirulina comes along with reduced growth performance and feed efficiency. Yet,
growth performance observed in brook trout and rainbow trout is considered acceptable. A spe-
cies—diet interaction was found for final weight and weight gain, but not for the feed conversion.
Total replacement of fishmeal reduced PUFA and n-3 fatty acid levels, which is regarded a
disadvantage from a human health perspective. The spirulina-induced change in fillet coloration
towards a strong yellow may have an impact on the consumer acceptance, but might also be a
chance for marketing. Based on the presented investigation, we plan to conduct a consumer

study, to get more insights on the consumer preferences.
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Figure S1. Multiple linear regression model coefficients of brook trout and rainbow trout fed
FM100 and SP100 diet.



133

3 Veroffentlichungen

su su su ¥0'0 ¥ 280 ¥0'0 F L0 80°0 ¥ 260 0T'0 F£80 BUT:02D
su . su T00F0T0 100 ¥ 60°0 ¥0'0 F2T°0 200 F 200 0:022
su e - 90'0 F£V'C 600 F 792 900 F50°Z 600 F £V'C ug:8TO
su - su ¥0'0 ¥ 0£°0 600 F €0 200 F 8E0 T0'0F0T0 9uE:gTO
su . su 8T'0 ¥ £5'8 82'0 ¥ 60, ¥Z'0F L9, GE'0 7 669 99UZ:8TD
su . su S0 FGETT 85'0 ¥ 6€'6T ITTF00TZ 80T F6E6T 1:810
su . - 600 F T0'E L0'0F98°C €T'0FS5'C 0T 0F E£V'C 0:810
su su e 200 F 120 £0°0 ¥ 020 TO0FET0 TO0FET0 T:LTD
su e . TO0FST0 TO0FIT0 100 F 020 TO0FET0 0:L1D
su o su L00FEET 600FE€6'T 60°0 F 8E'C 9T'0F 88T T:9TD
su - - /80 78002 TE0F TV'6T ¥S'0F6TTC  €£07F 9002 0:9TD
su su e 000 ¥ 000 00'0 ¥ 000 000 ¥ 100 000 ¥ 100 T:STD
su su su 000 ¥8T°0 T00F9T0 000 F6T0 000 F 9T0 0:STD
su su e 000 F 100 00'0 ¥ 000 000 ¥ 200 000 ¥ 200 T:¥1D
su su - L00F 12T S00F2TC S0'0F10°C 900 F €8T 071D
su su . 00°0 ¥ 00°0 00°0 ¥ 00°0 000 ¥ T0°0 00°0 ¥ 00°0 0:€TD
su su su 000 F €00 00'0 ¥ 200 000 F £0°0 000 ¥ 200 0:210
su v su 100 F 620 000 ¥ 200 S0'0 F 120 000 ¥ 100 011D
su - su 000 ¥ TO'0 000 F 100 000 F 100 000 ¥ 000 0:012
su su su 000 ¥ 000 00°0 ¥ 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 0:8D
su su su 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 0:90
1910 X S9193dS 1910 sa108ds 001dS 00TIAA 00TdS 00TIAA
s19)9Wesed
sanjea - d 1N04) Moquiey 1N0J41 Yooug
'00TdS

pue O0TINA YlIM pal on = Cv 1n0J} moquiel pue on = 5 1n0.J] %00.Q JO AmU_om \Aﬁ.mu— Po139]ep JO ﬁXuv CO_H_mOQEoo pioe \OLE. Jejnasnweaiu] ‘Zs 9|qe_L



3 Veroffentlichungen

“JURDIJIUBIS 10U :SU ‘GO'0 > d ix ‘'TO'0 > d ixx ‘TO00 > d :xxx ‘OlRI £-eBBWO/9
-ebBawo :gu/9u ‘sp1oe Aney s-ebswo :su ‘spioe A1e) 9-ebawo :9u ‘sp1oe Aney pareinjesunijod :\y4Nd ‘spioe pajeiniesunouow /4NN ‘Spioe Aney
paleinIes :\/4S "(3s91 s Aa)Nn]) 500 > d JO [9A3] 1B JUaJa 4P 1URDIIUBIS 316 MOJ BLUeS 8yl Ul S1a1s] Jualajlip Aq pamo)|o) ‘dS F sueaw ale sanfeA

134

su e su 200FSE0 2007 ¢20 2007 V€0 T00F %20 gu/ou
su e su SYTF08EE  STTFTO6E I80F80EE  COTFI98E eu
su - su ST'0 ¥ 16°0T EE0FESS 0£'0 ¥ €80T €C0F Y06 ou
su . su ZETFVOSY Y60 F6i8Y 080FT6€y  T80F 997y v4nd
su N su €90788GC  L90F8ree 9ZTF89%C  TETF25CC V4NN
su - - VEOFVYLC  LE0FL0LT VEOFLE6C  8ZOFETSL v4S
su - . 8ZTF267C  €0TF86.C GO0FSrZZ  €80F66'SC £u9:220
su su . 000 F100 00'0 ¥ 000 100 %200 000 100 BUT:7ZD
su e s G007 8ET Y00 ¥ 20T 500 F8EC GO0 ¥ /82 0:720
su su e €00 FST0 90°0 ¥ 220 €T'0 ¥ 60 80°0 ¥ 970 0:€20
su su . 90'0 ¥ ST'0 ¥0'0 ¥ 8T°0 ¥0'0 ¥ 02°0 £0°0 ¥ 92°0 1:220
su su s T0'0 ¥ S00 100 F %00 £0'0 ¥ 600 €0'0 ¥ 600 0:220
su e - 6T°0FSE9 0207 .88 SZ0FSV'8 /20T ¥0°0T £ug:020
su . - 000 ¥60°0 1007210 200 FET0 200 FST0 EUg:020
su - . S00F 92T €00 ¥ 860 900 FEE'T SO0FLTT 9up:020
su o s €00 180 TO0FE€E0 ARIERZA) ZT0F8L0 9ugI02d
« su e 2600 F €€°0 2600 F GE'0 «6T'0F €60 ¢60°0 F99°0 2:020



3 Veroffentlichungen 135

References

Aldor-Noiman S, Brown LD, Buja A, Rolke W, Stine RA (2013) The Power to See: A New
Graphical Test of Normality. Am. Stat. 67:249-260.
doi:10.1080/00031305.2013.847865

Alfnes F, Guttormsen AG, Steine G, Kolstad K (2006) Consumers' Willingness to Pay for the
Color of Salmon: A Choice Experiment with Real Economic Incentives. Am. J. Agric.
Econ. 88:1050-1061. doi:10.1111/j.1467-8276.2006.00915.x

Altmann BA, Anders S, Risius A, Morlein D (2022) Information effects on consumer prefer-
ences for alternative animal feedstuffs. Food Policy 106:102192. doi:10.1016/j.food-
pol.2021.102192

Aradjo R, Vazquez Calderdn F, Sanchez Lopez J, Azevedo IC, Bruhn A, Fluch S, Garcia
Tasende M, Ghaderiardakani F, llmjarv T, Laurans M, Mac Monagail M, Mangini S,
Peteiro C, Rebours C, Stefansson T, Ullmann J (2021) Current Status of the Algae
Production Industry in Europe: An Emerging Sector of the Blue Bioeconomy. Front.
Mar. Sci. 7:1-24. doi:10.3389/fmars.2020.626389

Aussanasuwannakul A, Kenney PB, Brannan RG, Slider SD, Salem M, Yao J (2010) Relating
instrumental texture, determined by variable-blade and Allo-Kramer shear attach-
ments, to sensory analysis of rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, fillets. J. Food Sci.
75:365-374. d0i:10.1111/j.1750-3841.2010.01770.x

Barros F (14.6.2013) ANOVA and Tukey’s test on R. https://www.r-blog-
gers.com/2013/06/anova-and-tukeys-test-on-r/. Accessed 01. November 2021

Becker EW (2007) Micro-algae as a source of protein. Biotechnol. Adv. 25:207-210.
doi:10.1016/j.biotechadv.2006.11.002

Becker EW (2013) Microalgae for Human and Animal Nutrition. In: Richmond A, Hu Q (ed.)
Handbook of microalgal culture. Applied phycology and biotechnology. Wiley;
Wiley-Blackwell, Hoboken, NJ, Chichester, p. 461-503

Bjerkeng B, Refstie S, Fjalestad KT, Storebakken T, Rgdbotten M, Roem AJ (1997) Quality
parameters of the flesh of Atlantic salmon (Salmo salar) as affected by dietary fat con-
tent and full-fat soybean meal as a partial substitute for fish meal in the diet. Aquacul-
ture 157:297-309. doi:10.1016/S0044-8486(97)00162-2



136 3 Veroffentlichungen

Blanc J, Choubert G (1985) Genetic variation of flesh colour in canthaxanthin fed rainbow
trout. Genet. Sel. Evol. 17:243-250. doi:10.1186/1297-9686-17-2-243

Bostock J, McAndrew B, Richards R, Jauncey K, Telfer T, Lorenzen K, Little D, Ross L,
Handisyde N, Gatward I, Corner R (2010) Aquaculture: global status and trends.
Philos. Trans. R. Soc. Lond., B, Biol. Sci. 365:2897-2912.
d0i:10.1098/rsth.2010.0170

Bramick U (2019) Jahresbericht zur Deutschen Binnenfischerei und Binnenaquakultur 2019.
https://www.bmel-statistik.de/ernaehrung-fischerei/fischerei/aquakultur/

Brinker A, Reiter R (2011) Fish meal replacement by plant protein substitution and guar gum
addition in trout feed, Part I: Effects on feed utilization and fish quality. Aquaculture
310:350-360. doi:10.1016/j.aquaculture.2010.09.041

Christiansen R, Struksnas G, Estermann R, Torrissen OJ (1995) Assessment of flesh colour
in Atlantic salmon, Salmo salar L. Aquaculture Res. 26:311-321. d0i:10.1111/j.1365-
2109.1995.tb00919.x

CIE (1977) CIE Recommendations on Uniform Color Spaces, Color-Difference Equations,
and Metric Color Terms. Color Res. Appl. 2:5-6. doi:10.1002/j.1520-
6378.1977.tb00102.x

Coelho D, Lopes PA, Cardoso V, Ponte P, Bras J, Madeira MS, Alfaia CM, Bandarra NM,
Fontes, Carlos M. G. A., Prates JAM (2020) A two-enzyme constituted mixture to im-
prove the degradation of Arthrospira platensis microalga cell wall for monogastric di-
ets. J. Anim. Physiol. Anim. Nutr. 104:310-321. d0i:10.1111/jpn.13239

Dallaire V, Lessard P, Vandenberg G, La Notue J de (2007) Effect of algal incorporation on
growth, survival and carcass composition of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
fry. Bioresour. Technol. 98:1433-1439. doi:10.1016/j.biortech.2006.05.043

Dietz C, Sunder A, Liebert F (2020) Does genetic background of Rainbow trout impact on
growth and feed utilization following fishmeal substitution by partly defatted insect
meal (Hermetia illucens) or microalgae powder (Arthrospira platensis)?; 74rd confer-
ence 3rd - 5th March 2020 in Gottingen. DLG-Verlag, Frankfurt, Germany

Einen O, Roem AJ (1997) Dietary protein/energy ratios for Atlantic salmon in relation to fish
size: growth, feed utilization and slaughter quality. Aquac. Nutr. 3:115-126.
doi:10.1046/j.1365-2095.1997.00084.x



3 Veroffentlichungen 137

Elvevoll EO, James DG (2000) Potential benefits of fish for maternal, foetal and neonatal nu-

trition: a review of the literature. Food Nutr. Agric.:28-39

Estrada JEP (2001) Antioxidant activity of different fractions of Spirulina platensis protean
extract. Farmaco 56:497-500. doi:10.1016/s0014-827x(01)01084-9

Gregory MK, Collins RO, Tocher DR, James MJ, Turchini GM (2016) Nutritional regulation
of long-chain PUFA biosynthetic genes in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Br.
J. Nutr. 115:1721-1729. doi:10.1017/S0007114516000830

Guillaume J, Watson J (2001) Nutrition and feeding of fish and crustaceans. Springer, London

Hata M, Hata M (1974) Studies on Astaxanthin Formation in some Freshwater Fishes.

Tohoku journal of agricultural research 24:192-196

Hixson SM, Parrish CC, Anderson DM (2014) Changes in tissue lipid and fatty acid composi-
tion of farmed rainbow trout in response to dietary camelina oil as a replacement of
fish oil. Lipids 49:97-111. doi:10.1007/s11745-013-3862-7

Isler O, Gutmann H, Solms U (ed.) (1971) Carotenoids. Birkhduser Basel, Basel, Stuttgart

Jafari SMA, Rabbani M, Emtyazjoo M, Piryaei F (2014) Effect of dietary Spirulina platensis
on fatty acid composition of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fillet. Aquac. Int.
22:1307-1315. doi:10.1007/s10499-013-9748-0

Jensen C, Birk E, Jokumsen A, Skibsted LH, Bertelsen G (1998) Effect of dietary levels of
fat, a-tocopherol and astaxanthin on colour and lipid oxidation during storage of fro-
zen rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and during chill storage of smoked trout.
Eur. Food Res. Technol. 207:189-196. doi:10.1007/s002170050317

Kassambara A, Mundt F (2020) factoextra: Extract and Visualize the Results of Multivariate

Data Analyses. https://CRAN.R-project.org/package=factoextra

Larsson T, Koppang EO, Espe M, Terjesen BF, Krasnov A, Moreno HM, Rarvik K-A,
Thomassen M, Markare T (2014) Fillet quality and health of Atlantic salmon (Salmo
salar L.) fed a diet supplemented with glutamate. Aquaculture 426-427:288-295.
doi:10.1016/j.aquaculture.2014.01.034



138 3 Veroffentlichungen

Le Boucher R, Dupont-Nivet M, Vandeputte M, Kerneis T, Goardon L, Labbé L, Chatain B,
Bothaire MJ, Larroquet L, Médale F, Quillet E (2012) Selection for adaptation to die-
tary shifts: towards sustainable breeding of carnivorous fish. PLOS ONE 7:1-7.
doi:10.1371/journal.pone.0044898

Legezynska J, Kedra M, Walkusz W (2014) Identifying trophic relationships within the high
Arctic benthic community: how much can fatty acids tell? Mar. Biol. 161:821-836.
d0i:10.1007/s00227-013-2380-8

Makkar HP, Tran G, Heuzé V, Giger-Reverdin S, Lessire M, Lebas F, Ankers P (2016) Sea-
weeds for livestock diets: A review. Anim. Feed Sci. Technol. 212:1-17.
doi:10.1016/j.anifeedsci.2015.09.018

Mustafa MG, Umino T, Nakagawa H (1994) The effect of Spirulina feeding on muscle pro-
tein deposition in red sea bream, Pagrus major. J. Appl. Ichthyol. 10:141-145.
d0i:10.1111/j.1439-0426.1994.th00153.x

Nandeesha MC, Gangadhar B, Varghese TJ, Keshavanath P (1998) Effect of feeding Spir-
ulina platensis on the growth, proximate composition and organoleptic quality of com-
mon carp, Cyprinus carpio L. Aquac. Res. 29:305-312. doi:10.1046/j.1365-
2109.1998.00163.x

National Research Council (2011) Nutrient Requirements of Fish and Shrimp. National Acad-
emies Press, Washington, D.C., USA

No HK, Storebakken T (1991) Pigmentation of rainbow trout with astaxanthin at different wa-
ter temperatures. Aquaculture 97:203-216. doi:10.1016/0044-8486(91)90265-9

Passi S, Cataudella S, Di Marco P, Simone F de, Rastrelli L (2002) Fatty acid composition
and antioxidant levels in muscle tissue of different Mediterranean marine species of
fish and shellfish. J. Agric. Food Chem. 50:7314-7322. d0i:10.1021/jf020451y

Pathare PB, Roskilly AP (2016) Quality and Energy Evaluation in Meat Cooking. Food Eng.
Rev. 8:435-447. doi:10.1007/s12393-016-9143-5

Petricorena ZC (2015) Chemical Composition of Fish and Fishery Products. In: Cheung PCK,
Mehta BM (ed.) Handbook of food chemistry. Springer Reference, Heidelberg, New
York, Dordrecht, London, p. 403-435

R Core Team (2020) R: A language and environment for statistical computing. R Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria



3 Veroffentlichungen 139

Rasmussen RS (2001) Quality of farmed salmonids with emphasis on proximate composition,
yield and sensory characteristics. Aquac. Res. 32:767—-786. doi:10.1046/j.1365-
2109.2001.00617.x

Roohani AM, Abedian Kenari A, Fallahi Kapoorchali M, Borani MS, Zoriezahra SJ, Smiley
AH, Esmaeili M, Rombenso AN (2019) Effect of spirulina Spirulina platensis as a
complementary ingredient to reduce dietary fish meal on the growth performance,
whole-body composition, fatty acid and amino acid profiles, and pigmentation of Cas-
pian brown trout (Salmo trutta caspius) juveniles. Aquac. Nutr. 25:633-645.
doi:10.1111/anu.12885

Rosas VT, Poersch LH, Romano LA, Tesser MB (2019) Feasibility of the use of Spirulina in
aquaculture diets. Rev. Aquac. 11:1367-1378. doi:10.1111/raq.12297

Rosenau S, Oertel E, Dietz C, Wessels S, Tetens J, Morlein D, Ciulu M (2021) Total Replace-
ment of Fishmeal by Spirulina (Arthrospira platensis) and Its Effect on Growth Perfor-
mance and Product Quality of African Catfish (Clarias gariepinus). Sustainability
13:8726. doi:10.3390/su13168726

Secci G, Mancini S, laconisi V, Gasco L, Basto A, Parisi G (2019) Can the inclusion of black
soldier fly (Hermetia illucens) in diet affect the flesh quality/nutritional traits of rain-
bow trout (Oncorhynchus mykiss) after freezing and cooking? Int. J. Food Sci. Nutr.
70:161-171. doi:10.1080/09637486.2018.1489529

Stats RO, R (4.10.2021) Multiple linear regression made simple. R-bloggers

Steven DM (1948) Studies on Animal Carotenoids. Journal of Experimental Biology 25:369—
387

Storebakken T, No HK (1992) Pigmentation of rainbow trout. Aquaculture 100:209-229.
d0i:10.1016/0044-8486(92)90372-R

Tasbozan O, Gok¢e MA (2017) Fatty Acids in Fish. In: Catala A (ed.) Fatty Acids. InTech, p.
143-159

Teimouri M, Amirkolaie AK, Yeganeh S (2013) The effects of dietary supplement of Spir-
ulina platensis on blood carotenoid concentration and fillet color stability in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 414-415:224-228. doi:10.1016/j.aquacul-
ture.2013.08.015



140 3 Veroffentlichungen

Teimouri M, Yeganeh S, Amirkolaie AK (2016) The effects of Spirulina platensis meal on
proximate composition, fatty acid profile and lipid peroxidation of rainbow trout (On-
corhynchus mykiss) muscle. Aquac. Nutr. 22:559-566. doi:10.1111/anu.12281

Teles AO, Couto A, Enes P, Peres H (2019) Dietary protein requirements of fish — a meta-
analysis. Rev. Aquac. 12:1445-1477. doi:10.1111/raq.12391

Torrissen OJ, Naevdal G (1984) Pigmentation of salmonids — Genetical variation in carote-
noid deposition in rainbow trout. Aquaculture 38:59-66. doi:10.1016/0044-
8486(84)90137-6

Verdal H, Komen H, Quillet E, Chatain B, Allal F, Benzie JA, Vandeputte M (2018) Improv-
ing feed efficiency in fish using selective breeding: a review. Rev. Aquac. 10:833—
851. doi:10.1111/raq.12202

Webster CD, Thompson KR, Muzinic LA (eds) (2004) 57th Annual Reciprocal Meat Con-
ference Aquaculture Nutrition and Product Quality. Aquaculture and Seafood Pro-

cessing

Welker C, Negro P de, Sarti M (2001) Green algal carotenoids and yellow pigmentation of
rainbow trout fish. Aquac. Int. 9:87-93. doi:10.1023/A:1012582426150

Wickham H (2016) ggplot2; Elegant graphics for data analysis. Springer, Cham, Germany

World Bank (2013) Fish to 2030: Prospects for Fisheries and Aquaculture. Agriculture and

environmental services discussion paper no. 3. Washington, DC, USA

Zheng J, Huang T, Yu Y, Hu X, Yang B, Li D (2012) Fish consumption and CHD mortality:
an updated meta-analysis of seventeen cohort studies. Public Health Nutr. 15:725-737.
doi:10.1017/S1368980011002254



3 Veroffentlichungen 141

3.4 Consumer Preference for Altered Color of Rainbow Trout (Oncorhyn-
chus mykiss) Fillet Induced by Spirulina (Arthrospira platensis)

Simon Rosenau®*”, Thiemo Wolgast!-*, Brianne Altmann?, Antje Risius'?

! Department of Animal Sciences, University of Goettingen, 37077 Gottingen, Germany
2 Institut for Health Sciences, University of Education Schwibisch Gmiind, 73525

Schwaébisch Gmind, Germany

“ Correspondence: simon.rosenau@agr.uni-goettingen.de
T These authors contributed equally to this work.

Eingereicht am 11.07.2022 in Aquaculture (Elsevier).

Abstract: Growing global demand for fish in combination with stagnating capture fishery pro-
duction challenges aquaculture. Aquaculture is dependent on fishmeal which is criticized for
its overall environmental impact. Sustainable growth of aquaculture requires the integration of
alternative protein sources. Spirulina has been found to be a viable fishmeal substitute in vari-
ous fish species and it is known to elevate yellow pigmentation which results in an unusual
yellow color for trout fillets. For this reason, the influence of fillet color and other attributes
like, country of origin, price and feed claims have on consumer preferences for trout fillet was
tested. A discrete choice experiment was conducted to assess German consumer preferences
and willingness to pay for yellow fillet color compared to conventional white fillet. Results
indicate that spirulina-fed yellow fillet color had positive influence on preference and consum-
ers are willing to pay more compared to a white fillet. These results show that spirulina leads
to an improved product quality and value for trout fillets as perceived by consumers. Further-
more, respondents revealed the strongest preferences for fillets of domestic origin (Germany)
before Denmark and Turkey. In contrast, feed claims showed no significant effect, except for
the claim “fed with sustainable resources”, which had marginal impact. Marketing activities to
successfully integrate sustainable feeds like spirulina for rainbow trout into the German fish
market should foremost focus on consumers’ interest in domestic or nearby production. Never-
theless, it still seems valuable/important to raise consumers’ awareness of sustainable value

chains and production methods in aquaculture through effective transfer of information.

Keywords: fishmeal replacement, microalgae, product quality, pigmentation, sustainability,

choice.
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Highlights

e Spirulina improves product quality and value for rainbow trout fillets
e Spirulina-induced yellow fillet color is preferred to a more typical white fillet

e Consumers strongly prefer domestic rainbow trout fillets

e Claims related to feed sourcing had minor to no effect on consumer choice

1 Introduction

The global fish consumption increased at an annual rate of 3.1 % on average from 1961 to 2017,
exceeding all other animal protein foods, e.g. meat, dairy (FAO, 2020). This increase in con-
sumption is largely due to the rapid growth of aquaculture. Over the last decades, the aquacul-
ture sector has been one of the fastest-growing food-producing industries worldwide (Olsen
and Hasan, 2012); therefore requiring increasing amounts of fishmeal. Aquaculture has become
the main user of fishmeal (IFFO, 2022). Amidst stagnating yields of capture fisheries (FAQO,
2020) and ecological concerns regarding fishing techniques, high demand for energy and water
for fishmeal production, the search for alternative protein sources for fish nutrition seems inev-
itable (Garcia, 2003; Hall, 2010).

There are already several plant and animal protein alternatives to fishmeal on the feed market.
However, many of these resources are associated with disadvantages in terms of digestibility,
growth and health, due to undesirable compounds like anti-nutritive substances (Francis et al.,
2001). Furthermore, other alternatives such as, soybean meal are in direct competition with the
production of other livestock and are associated with land use changes (Masuda and Goldsmith,
2009).

Recently, cyanobacteria, often referred to as microalgae, have been discussed as a natural and
sustainable feed source (Becker, 2007), since they are the first trophic level in aquatic food
chain. Especially, Arthrospira platensis and Spirulina platensis (both species are summarized
under the term spirulina) have been successfully investigated as a feed source for various fish
species (Alagawany et al., 2021). Spirulina can have a positive influence on growth and health
(Rosas et al., 2019); yet new feed components can also lead to changes in product quality (Web-
ster et al., 2004). Spirulina is known to consist of substantial amounts of carotenoids like -car-
otene and xanthophylls (Deng and Chow, 2010; Habib et al., 2008). In a previous study, the

feeding of spirulina led to a higher pigmentation in rainbow trout, resulting in an increased
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yellow coloration of the fillet (Rosenau et al., 2022). Several other studies have reported this
effect for different fish species (Plaza et al., 2019; Roohani et al., 2019; Rosenau et al., 2021;
Teimouri et al., 2013). While Teimouri et al. (2013) described the coloration as a positive effect
for product quality, Welker et al. (2001) assume that yellow pigmentation of rainbow trout fillet
could be perceived as unusual and result in economic losses. Although the study from Teimouri
et al. (2013) describes that a more yellow pigmentation in rainbow trout could have positive
effects on consumers preference, to date there has been no study providing evidence and quan-
tifying the effects of coloration on consumer perceptions and preferences.

The visual appearance of food is evaluated by its color and thereby has a strong impact on
consumers perception of food quality (Ledn et al., 2006; Nisha et al., 2011). It is of great im-
portance to measure the consumer acceptance for fish fillets produced with spirulina as a protein
source to ascertain their marketability. Consumers are also progressively sensitive to production
processes in the food sector (Olynk et al., 2010) and therefore tend to consider different aspects
like ethics of food products, such as animal welfare and sustainability of the production system
(Garnier et al., 2003); claims and labels are an important information source for consumers to
evaluate sustainable qualities of aquaculture products (Feucht and Zander, 2015; Risius et al.,
2019; Stoll and Johnson, 2015). Sustainability claims and country of origin (COO) can have a

positive impact on consumers towards trout products (Risius et al., 2017).

Spirulina has the potential to replace fishmeal in aquaculture, but the success of spirulina-based
feed depends largely upon consumers’ preferences and their willingness to pay for these prod-
ucts. Since consumer choice depends not only appearance, but also claims and labels, by con-
ducting a discrete choice experiment (DCE) we tested the consumer acceptance for yellow
compared with white rainbow trout fillet, while including credence attributes. Rainbow trout
was chosen, as it is a well-established aquaculture product in Germany (Bramick, 2019; Feucht
and Zander, 2015; Risius et al., 2017). We hypothesized that consumer preference is influenced
by fillet color as well as other attributes like, COO, price and claims related to feed production

characteristics (feed-claim).
2 Materials and Methods

2.1 Ethical Clearance

All animal work followed relevant national guidelines. Good veterinary practice has been ap-
plied to all procedures whenever animals were handled. The study is in accordance with the

German legal and ethical requirements of appropriate animal procedures. The procedures in
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this study were approved by the Institutional Animal Welfare Body (no. T2-2019, 27.06.2019).
All respondents gave informed consent and were able to terminate their participation at any

time while filling out the survey.
2.2 Fish & Image Preparation

The experimental fish originate from a previous experiment, which focused on growth perfor-
mance and product quality (Rosenau et al., 2022). Rainbow trout with a mean weight of 100.80
+5.96 g were reared in a recirculation system and fed for ten weeks two isoenergetic and isoni-
trogenous diets, based on the recommendations for rainbow trout (National Research Council,
2011). The control diet contained 20 % of fishmeal and in the experimental diet, the fishmeal
was completely replaced by spirulina (Arthrospira platensis). After ten weeks, all fish were
stunned with a sharp blow to the head and killed by exsanguination. Fillets were cut, vacuumed-
packed in plastic bags and frozen at -80 °C until further process.

Fillets were thawed over 24 hours in a fridge at 7 °C. Thereafter, fillets were rinsed with water;
overlapping skin and residues of blood were removed. Fillets were photographed in pairs using
a reflex camera (NIKON D7200, Tokyo, Japan) mounted on a photographic bench and set up
with the lens aligned 44 cm from the fillet surface. Each photo contained either two white fillets
obtained from the control group, or two yellow fillets obtained from the spirulina group. All
photos were taken without flash against a white neutral background. Fillets were placed in the
same standardized plastic tray without plastic film seal to avoid undesired light reflections on
the foil. Sales tag and feed-claims were digitally added to photos using “GNU Image Manipu-
lation Program” (GIMP, version 2.10.30). The sales tag contained the name of the product,
country of origin, weight in kilogram, price per 100 g, total price and was placed in the lower
left corner. A feed-claim was added in the lower right corner (Figure 1). The final edited photos
were intended to mimic retail-ready fresh trout fillets packed in plastic trays, as consumers may

encounter them in retailers.
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Figure 1. Example retail-ready trout fillets as shown to respondents. A) 0.25 kg of yellow
Rainbow trout fillet from Germany with a price per 100 g of 3.19 €, an overall price of 7.97 €
and a feed-claim for sustainable feeding. B) 0.25 kg of white Rainbow trout fillet from Turkey
with a price per 100 g of 1.69 €, an overall price of 4.22 € and no claim stated.

2.3 Survey & Discrete Choice Experiment

The cross-sectional consumer survey was programmed using EyeQuestion survey data col-lec-
tion software (Elst, Netherlands). A commercial field research provider (Respondi AG, Co-
logne, Germany) distributed the survey to an online panel. Participants were invited based on
previously set age and gender quotas representative for German census data (Statistisches Bun-
desamt, 2022). Participants had to meet two main recruitment criteria: they had to be at least

18 years old and they had to buy fish fillet at least occasionally.

The questionnaire was divided into three parts: purchasing behavior, DCE, demographics. In
the first section, participants were asked about their fish fillet purchasing frequencies, pre-ferred
processing form, most frequent place of purchase and familiarity with spirulina. Af-terwards,
participants had to rate the importance of different product attributes i.e., price, production
method, labeling, organic production, color, freshness, and geographical origin. In the second
part of the survey, participants received the following written information on spirulina in aqua-

culture diets:

. The microalgae spirulina can be used as a fishmeal alternative in trout farming.
. The use of spirulina in the feed of aquaculture fish can reduce fishing pressure on

natural fish stocks (e.g., less fishing for fishmeal production, less bycatch).

. Fishing for fishmeal production deprives marine ecosystems of their primary food
base.
. Spirulina is a natural part of the aquatic food chain and it can be produced in aqua-

culture.



146 3 Veroffentlichungen

. The pigments (carotenoids) contained in spirulina give trout fillets an intense yel-

low/ orange color.

Subsequently a DCE was used to evaluate consumer preference and WTP for the attributes fillet
color, COO and feed-claim for rainbow trout fillets. In the third section of the questionnaire
sociodemographic data, including education, household size, household net income, diet (e.g.
pescatarian), and geographical residence was collected. The DCE imitated a purchase situation,
in which three different packages of fillets varied in four different attributes: color, feed-claim,
country of origin and price (Table 1). The participants were instructed to imagine being in a
supermarket, trying to decide for the product they would most likely buy. Subsequently, partic-
ipants completed nine choice-sets. Consumers could also decide for a “no buy” alternative in
each set to incite a more realistic choice scenario and to avoid bias as a consequence of forced
choice (Dhar and Simonson, 2003). The selection of attributes was based on literature
(Ankamah-Yeboah et al., 2019; Risius et al., 2017) and market inventory research.

Table 1. Design of the choice experiment with tested attributes and levels.

Attributes Levels
Fillet-color White
Yellow

Country of origin Germany

Denmark

Turkey
Price (per 100g trout fillet) 1.69 €
2.19€
2.69 €
3.19€
3.69 €

Feed-claim no claim

fed with sustainable resources
fed without fishmeal
fed on plant-based proteins
fed with spirulina

The fillets of the control group had a typical white to pinkish color and were referred to as
“white”. The fillets of the spirulina-fed fish had an intense yellow/orange color and were re-
ferred to as “yellow”, since the yellow color values increased stronger than the red color values

(Rosenau et al., 2022).
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The geographical origins were tested in the DCE based on their appearance on the German trout
market. Denmark and Turkey were included as attributes, representing an European Union
neighing country and a non-European Union country and both are the main import countries of
rainbow trout products in Germany (Risius et al., 2019; Risius et al., 2017). A label with “no
origin” was not applicable, since legislative regulations prescribe that the origin of fish must be
declared on product packages (Regulation (EU) No 1379/2013).

Five different price levels were included in the experiment. The offered price range was based
on market inventory in research prior to the consumer study at local discounters, supermarkets,
fish markets and farm shops in Lower Saxony and Hesse. A total of 42 prices was collected,
ranging from 1.30 € to 3.85 € per 100 g of rainbow trout fillet from conventional as well as
organic aquaculture. It was adjusted using the prices for rainbow trout fillet of large German
fish markets in Hamburg, Nuremberg, and Munich (Fischer und Teichwirt, 2021, 2020). Based
on a calculated average price of 2.72 € per 100 g rainbow trout fillet were offered at five price

levels ranging around 2.69 € per 100 g.

Four feed-claims with increasing levels of specificity informed consumers about the feed (and
indirectly sustainability) used to produce the fish. The four feed-claims were: “fed with sustain-
able resources”, “fed without fishmeal”, “fed on plant-based proteins”, and “fed with spirulina”.
In the design a restriction was integrated where the “fed with spirulina” claim could not be
combined with “white” fillet color, as it would represent an unrealistic product. We intention-
ally included vague claims, such as “fed with sustainable resources” to compare the effects of
different levels of claim specificity on consumer preferences. A no claim level was included,
where products did not receive a feed-claim. Combining attributes and levels resulted in 150
possible sets. The underlying experimental design is a reduced d-efficient design, created with
the NGene software (ChoiceMetics, 2012) which resulted in nine choice sets, relying on priors
based on studies of Risius et al. (2017) and (2019), also using trout fillet. To avoid confounding
effects, the order of the choice sets and the position of choices (top, middle, bottom) varied
randomly per respondent. Choice tasks were introduced with an information treatment regard-

ing fishmeal in aquafeed and spirulina as a potential substitute.

To ensure purpose and objectivity, the questionnaire and the choice experiment were pre-tested
using a 70-person sample group. The participants had the opportunity to give open ended feed-
back on the tasks and questions. Participants who chose the “no buy” alternative in every choice
situation were asked for their motivations in an open-ended question. The answers were used

to ensure a high-quality data cleaning.
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2.4 Econometric Model

A random parameter logit model (RPL) was applied to measure consumer preferences and WTP
for the above-mentioned attributes. RPL models refer to utility theory which assumes that the
utility of goods are determined by their attributes (Lancaster, 1966; Thurstone, 1927). The
model was developed based on McFadden’s (1973) utility theory and the conditional logit mod-
elling, which assumes that consumers have homogenous preferences. The RPL model (also
known as mixed logit model) overcomes this limitation of homogeneous preferences by assum-
ing that preferences vary among consumers (Revelt and Train, 1998). This means that the utility
U consists of an observable component X;;; (based on attributes and individual characteristics)
and an unobservable (random) component which is departed in an error term &;;;.and a random
term zq + ng, integrating distribution over individuals which depends on underlying character-
istics and thus is bound to individual preferences (‘taste heterogeneity’). &;;, is independent and
identically distributed over individuals i, alternatives j and scenarios s. f; is an attribute pa-
rameter vector, which is specific to the individual preference for this attribute. The utility re-
ceived by the individual i from alternative j (in this manuscript a package of rainbow trout

fillets) given choice scenario s is explained by:

(1) Uijs = BiXijs + €ijs

The observable component X; ;s is assumed to have a linear relationship with observed attribute

levels x of each alternative j and their weights £ with a positive scale factor o,,:

(2) Ujs = 0y Xie1 Bir Xisjie + €ijs

The marginal utility associated with attribute k for respondent i in choice situation s is repre-
sented by B;, (Hensher et al., 2015). Population parameter weights vary randomly around a
mean are estimated, where B, represents the mean of the distribution of marginal utilities de-
rived by the sampled population; 7, is the deviation of preferences among the respondents and
Z;. Stands for the random draws taken from a pre-specified distribution for each individual i

and attribute k:

() Bix = B + MiZik
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Based on the assumption that individuals try to maximize their utility the probability of indi-

vidual i to select alternative j in choice situation s is:

(4) Pijs = P(Usjs > UpesV k # )

A respondent’s utility is specified for choosing one of the three rainbow trout fillet packages or
the “no buy” option with a known price and product attributes. Fillet color, feed-claims, COO
were coded as dummy. In our model, price is in put as a continuous fixed variable in order to
align with microeconomic theory as well as ensure interpretable WTP estimates. All other at-
tributes were considered as random variables. The “no buy” option was modelled as the base
alternative (ASC). YELLOW corresponds with yellow fillet color. SUSTAIN represents the
“fed with sustainable resources” claim. NOFISH represents the “fed without fishmeal” claim.
PLANT represents the “fed on plant-based proteins” claim. SPIRUL represents the “fed with
spirulina” claim. GER corresponds with the COO Germany. DEN corresponds with COO Den-
mark. An exemplary choice set is shown in Table S1. The specification on our model is de-
scribes as followed:

(5) U; = B;PRICE + By; + B;YELLOW + B,SUSTAIN + B;NOFISH + B;PLANT +
B;SPIRUL + B;GER + B;DEN

(6) Uasens = PiNoBuy

WTP was estimated in preference space for the fillet color, COO and claims according to
Hensher et al. (2015). The negative ratio between the attribute and the price coefficient yields

the mean WTP for the respective attribute relative to the reference category.

(7) WTP = — Battribute

ﬁprl’ce

Currently, rainbow trout production depends on fishmeal-based feeds, which lead to a “white”
fillet color. Reference level Turkey is one of the major importers of rainbow trout to Germany
and based on the findings from Risius et al. (2017), we assume it to be the least preferred COO
in our experiment because it is geographically distant (Risius et al., 2017). Therefore, to deter-

mine marginal utility and WTP, attribute reference levels used were “white”, “no claim”, and

“Turkey”.
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2.5 Statistical Analysis

Choice data were prepared using R version 4.1.1 (R Core Team, 2021) with the “fastDum-
mies” package (Kaplan, 2020). Choice data were modelled using the panel-data mixed logit
choice model command using the package “cmxtmixlogit” from STATA (StataCorp., 2021),
while specifying the Halton sequence for integration using 3500 points and normal distribution
for random coefficients. The total sample was modelled along with split samples based on fa-
miliarity with spirulina. Respondents were considered familiar with spirulina when they re-
sponded positively to knowing about one or more spirulina product (first part of the question-

naire); all other respondents were considered to be unfa-miliar with spirulina.
3 Results

3.1 Sample Characteristics

A total of 741 people participated in the survey, of which 75.17 % (n = 557) of responses were
complete and considered for analysis. Data was quality checked based on attention checks em-
bedded in the questionnaire and respondents who did not pass the quality checks were not con-
sidered for analysis. As a consequence, 84 (11.34 %) responses were excluded from the analy-
sis. The other 98 (13.22 %) responses were incomplete and discarded. It turned out that 42
participants chose “no buy” in every presented set. Reasons for choosing the “no buy” option
were “too expansive” or “I do not buy packed fish” and “I only buy frozen fish”. Two of the 42
responses (0.27 %) were excluded, as they did not seem to understand the procedure of the
questionnaire. The respondents reasoned their decisions by “instructions are incomprehensible”
and “it is how it is”.

This study aimed to reflect market conditions as realistic as possible; therefore, we kept the
remainder of responses that opted out (“no buy”) even from respondents who opted out in all
choice sets. The fact that respondents decided against each of the products offered does not
exclude them as a potential market reflecting determinant. Respondents who made a reasonable

decision to opt out may also reflect realistic market conditions.

Respondents were asked if they had ever heard of or knew about spirulina products. The ma-
jority of the sample was not familiar with spirulina (66.25 %). Most of the respondents that

were familiar with spirulina stated that they knew spirulina tablets and flakes.
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3.2 Sociodemographic Characteristics

The sample consisted of 45.8 % female and 54.2 % male respondents aged 18 to 88 years old.
For analysis, the sample was divided into three age groups: 18 to 35 years, 36 to 56 years,
57 years and older. Most respondents belong to the age group from 57 years and above with
42.6 % (Table 2), which is a little over-represented compared to the current demographics
within Germany (approx. 30 %) (Statistiches Bundesamt 2020). This over-representation likely
arose due to the nature of the questionnaire, i.e. only persons who conduct grocery shopping
were questioned. The other age groups closely mirrored the general population. The sample
covered the main education and employment groups monitored in Germany; however, highly
educated and employed are over-represented within the sample. The largest share of the house-
hold net income was between 1,300 and 2,600 € and the proportion of high-income households
with more than 5,000 € was over-represented. Importantly, 83.3 % of the participants stated to

be the responsible person for shopping of the everyday commaodities in their household.
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3.3 Purchase Behavior

Generally, respondents bought fish fillet weekly (23.88 %), twice per month (25.13 %), or once
per month (18.13 %) (Table 3). A cumulative share of 30.96 % of the participants purchased
trout at least once per month, but most of the respondents bought trout products less than once
per month (46.50 %). Nearly a quarter (23.31 %) of the respondents stated that they never buy

trout products.

Table 3. Relative shares of fish fillet and trout purchasing frequencies (n=557). Participants
were asked how often they buy fish fillet and how often they buy rainbow trout.

Parameters Frequency of fish fillet Frequency of trout
purchase [%] purchase [%0]

Daily 0.72 0.36
Multiple times per week 5.92 0.72
Once per week 23.88 4.49
Twice per month 25.13 13.11
Once per month 18.13 11.49
Less 26.21 46.50
Never NA 23.34

Respondents stated purchasing their fish fillet in frozen (51.61 %) or fresh (28.01 %) forms at
the supermarket (54.4 %), followed by discounter supermarkets (25.31 %). The majority of
respondents (85.46 %) stated that the main reason for fish consumption is the taste (Table 4),
closely followed by respondents who characterize fish as a healthy food (74.69 %). Around
45.06 % of respondents considered fish fillet as easy to prepare and 36.09 % perceived it as a
natural product. Approximately 12 % of the respondents consider fish fillets sustainable and
affordable. Only 5.57 % were of the opinion that fillets are easy to find on the market. Respond-
ents categorized as familiar or unfamiliar with spirulina did exhibit minor differences in the
perception of affordability of trout fillets; 14.09 % familiar respondents, yet only 7.98 % of

unfamiliar respondents stated that fish fillets are affordable.
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Table 4. Relative frequency of most important fish fillet characteristics (n=557). Relative fre-
quency of most important fish fillet characteristics (n=557). Participants were able to select the
three most important items. Questionnaire item: “I buy fish fillet, because: a) it is healthy, b) it
is tasty, c) it is affordable, d) it is easy to prepare, e) it is easy to find, f) it is sustainable and g)

it is natural.”
Parameter Total Sample Spirulina familiar ~ Spirulina unfamiliar
[%] n=577 [%0] =369 [%0] n=188

Taste 85.46 87.26 81.91

Healthy 74.69 72.63 78.72

Easy to prepare 45.06 46.34 42.55

Natural 36.09 34.15 39.89

Sustainable 12.39 10.57 15.96

Affordable 12.03 14.09 7.98

Easy to find 5.57 5.42 5.85

The importance to respondents of different fillet attributes was investigated (Table 5). Fresh-
ness was considered as the most important attribute followed by the fillet color. Price, produc-
tion system, and label were considered to be of equal importance, closely followed by the label.

In comparison, COOQO, nutritional value, organic label and the brand were rated as less important,

nearing “neither important nor unimportant”.

Table 5. Fish fillet attributes and consumer importance in a purchase situation (n=557).

Attribute Mean Score!
Freshness 1.54
Fillet color 2.02
Price 2.14
Cultivation system 2.14
Label 2.16
COO 2.33
Nutritional value 2.41
Organic label 2.55
Brand 2.79

11 = very important; 2 = rather important; 3 = neither; 4 = rather unimportant; 5 = very unim-

portant.

3.4 Consumer Preferences

RPL model results (Table 6) were statistically significant (p < 0.001). Standard deviations of

the random attributes were also significant (p < 0.01) which underlines preference heterogene-

ity within our sample(s) (Hensher et al., 2015).
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As is consistent with utility theory, price had a linear negative and significant effect on the
participants choice (p < 0.001). Furthermore, respondents preferred to participate and choose a
fillet compared to refusing to buy one of the products. This is evident through the positive and
significant (p < 0.001) constant coefficients for the choices 1 through 3 (per choice set), and

where the base alternative was the “no buy” option.

Amongst the attributes under investigation, COO influences preferences to the largest degree,
based on the absolute size of the coefficients. Germany was highly preferred to Turkey (the
reference variable) by the respondents (p < 0.001), followed by Denmark (p < 0.001). Signifi-
cant SD values of the coefficients for Germany (p < 0.001) and Denmark (p < 0.001) indicate
that heterogeneity amongst respondents and their choices. Therefore, there is consistent pattern

of preference, but preferences for COO are respondent specific.

Given that the coefficient for yellow fillet color was positive and significant (p < 0.001), it can
be assumed that spirulina has a perceptible effect on appearance. The spirulina-induced altered
color of trout fillets was preferred by respondents. However, the large and significant SD re-
veals heterogeneity amongst respondents. Nevertheless, slight effects were observed between
respondents familiar with spirulina and those who were not. So, it cannot be assumed that all
respondents prefer the yellow color compared to the reference.

The feed-claims did not influence respondent choices to a great extent. The vage claim “fed
with sustainable resources” was preferred over no claim (p < 0.01). In contrast to the
participants who knew spirulina beforehand, this claim was only significant in the group who
did not know spirulina (p < 0.05). The other feed claims “fed without fishmeal”, “fed on plant-
based proteins” and “fed with spirulina” were neither significant in the total sample nor in the

groups (p > 0.05) and therefore did not effect respondent choice.
3.5 Willingness to Pay

Table 7 summarizes the marginal willingness to pay in preference space for each attribute level.
Unsurprisingly based on the coefficient sizes, COO is the most lucrative attribute. On average,
respondents would be willing to pay 2.44 € more per 100 g of rainbow trout produced in Ger-
many compared to fillets that are produced in Turkey. Fillets produced in Denmark would also
earn an average mark-up of 1.54 € per 100 g from Turkish fillets. Overall, yellow fillets are also
preferred, and respondents would be willing to pay 0.36 € more per 100 g, on average. Re-
spondents would be willing to pay 0.44 € more per 100 g for the “fed with sustainable re-

sources” claim, on average. As “fed without fishmeal”, “fed on plant-based proteins” and “fed
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with spirulina” claims had no significant effect in the model, they would neither result in a
possible price premium nor mark-down. In general, the specific feed-claims do not appear to
have a positive effect on consumer preference. Overall, the analysis shows only slight differ-
ences between participants who are familiar with spirulina and those who are not. Interestingly,
respondents familiar with spirulina have a higher willingness to pay for German and Danish
trout. The WTP calculated in these results is only for the global average; individual consumers
would have their own willingness-to-pay thresholds, which likely vary greatly based on the
preference heterogeneity found across all attributes (statistically significant coefficient standard

deviations) for all attributes.

Table 7. Willingness to pay in preference space for production attributes of rainbow trout fil-
lets.

Total sample n=557  Spirulina unfamiliar n=369 Spirulina familiar n=188

Variable
WTP Il ul WTP Il ul WTP Il ul
YELLOW 0.36™ 018 055 0337 011 054 0.43™" 0.07 0.78
SUSTAIN 0.44™ 014 0.74 042" 0.06 0.77 0.38 "= -0.23 0.98
NOFISH -0.11"s -043 0.22 -0.08" -046 029 -0.25"* -0.93 0.43
PLANT -0.10"™ -0.39 0.19 -0.24"s -0.57 0.10 0.06 "= -0.51 0.64

SPIRUL -0.20™ -0.56 0.15 -0.32"* -0.73  0.10 -0.03"* -0.73 0.67
GER 2447 198 2.90 215" 166 2.65 3.23™ 2.17 4.28
DAN  154™ 123 186 137™ 101 172 193™ 126 2.60

Significances levels: ™ p < 0.001, ™ p < 0.01, " p < 0.05, ™ not significant.

WTP: willingness to pay, ul: upper bounds, 11: lower bounds, YELLOW: “yellow fillet color”,
SUSTAIN: “fed with sustainable resources”; NOFISH: “fed without fishmeal”, PLANT: “fed
on plant-based proteins”, SPIRUL: “fed with spirulina”, GER: “Germany”, DEN: “Denmark”.

4 Discussion

As the first empirical study looking at consumer preferences for the color of fish fillet, COO
and utilitarian claims regarding production sustainability this research adds to the limited liter-
ature on consumer preferences for sustainably produced fishproducts (Asche and Bronnmann,
2017; Banovic et al., 2019; Bronnmann and Asche, 2017; Bronnmann and Hoffmann, 2018).
The heterogeneity in consumer preferences observed in our study corresponds with other stud-
ies providing information regarding production attributes in aquaculture (Bronnmann and
Asche, 2017; Bronnmann and Hoffmann, 2018). Despite heterogeneity, consumers still display
clear preferences towards fillet color and COO; however, the feed-based claims used in this

study had little effect on influencing consumer preferences, if at all.
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Our study confirmed that consumers display preferences regarding the color of fish fillet pro-
duced with spirulina as a feed. Our findings support those of Altmann et al. (2022) who observe
distinct consumer preferences for chicken breast produced with spirulina as a feed and add to
the discussion on the boundaries of consumer acceptance and willingness-to-pay for animal
productcolor (Altmann et al., 2022; Grebitus et al., 2013; Lusk et al., 2018). Specifically, the
discrete choice experiment carried out in this study conveys that German consumer prefer the
yellow fillet color corresponding to feeding spirulina in comparison to the status quo white
color derived from fishmeal-based feed. This aligns with the assumptions of Teimouri et al.
(2013) that consumers may prefer the color of fish fillet produced with spirulina as a feed and
rejects the uninvestigated hypothesis of Welker et al. (2001) that consumers reject will the prod-

uct based on its unfamiliar color.

Altered color resulting from spirulina feed can also be a way of transmitting credence attributes,
such as aspects of sustainability, into searchable attributes. This may be one of the reasons why
the yellow color was so highly preferred. Since the respondents were provided information that
spirulina can replace fishmeal, the altered color may have been perceived to signal sustainabil-
ity and therefore confounded the feed-claim effects. Color may have even been considered more
trustworthy, and therefore more strongly preferred, than the sustainability claims themselves.
The phenomenon of using search attributes to make assumptions regarding credence attributes
already exists in the realm of health and wellness; consumers are already trained to receive
information regarding health attributes through intrinsic search attributes, such as marbling (Ar-
deshiri and Rose, 2018).

Unlike as predicted by Welker et al. (2001) that an unfamiliar color could lead to economic
losses, our research shows that consumers are willing to pay a price premium (0.36 € / 100g)
for the yellow fish fillet. In other words, the feeding of spirulina could result in economic gains
for producers, not losses; this being dependent on spirulina prices in comparison to fishmeal.
Furthermore, in aquaculture, pigments (astaxanthin) are often supplemented in feeds to inten-
sify filletcolor (Lim et al., 2018; Storebakken and No, 1992). Astaxanthin is usually only added
to the finishing feed, because of the increased costs associated with its incorporation. Therefore,
incorporating spirulina into fish feed has an additional economic advantage; spirulina acts as a
pigment and replaces fishmeal as a protein source, both of which tend to be expensive compo-
nents to fish feed. A price premium and cutting costs by doing away with other expensive feed

ingredients will be necessary in order to make spirulina economically advantageous, since the
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price of spirulina still exceeds that of fishmeal (Benemann et al., 2018). Nevertheless, spirulina

remains a potential alternative presenting multiple advantages as an aquafeed ingredient.

Olsen (2004) state that freshness is a major determinant for the anticipated quality of sea-food.
This is confirmed by freshness being stated the number one criterion when purchasing fresh
fish in our study. Moreover, the color of food is often also taken into account when determining
freshness (Lee et al., 2013). Consequently, color is one of the most decisive attributes for the
consumer (Pathare et al., 2013) and likely the reason that color was stated as the second most
important criterion. Although, fillet color was stated as the second most important criteria (be-
hind freshness) while purchasing fish, COO played a much larger role in determining decisions
than fillet color. Color persisted to be an important criterion in the choice experiment. This
points to the strengths of conducting DCEs to elicit consumer preferences and behaviors com-

pared to direct questioning.

Even though consumers initially classified COO behind freshness and fillet color, the highest
preference and willingness to pay was shown for COO in the DCE. Consumers significantly
prefer German rainbow trout fillets, followed by products from Denmark compared to trout that
originated from Turkey. These results contribute to the findings of Risius et al. (2017) and
Ankamah-Yeboah et al. (2018) who found that German consumers attach great importance to
domestic trout products. In our study, German consumers were, on average, willing to pay 2.41
€ per 100 g more for rainbow trout fillets that originated in Germany compared to those origi-
nating from Turkey. These results suggest that German products have a competitive advantage
over products imported from Denmark and Turkey (Ankamah-Yeboah et al., 2018). Nonethe-
less, Denmark remains the largest import country of fresh rainbow trout fillet by market value
since 2016, while Turkey has emerged to be the world’s second largest producer of rainbow
trout from aquaculture behind Iran (FAO, 2021). Especially frozen rainbow trout products from
Turkey are common on the German market. In addition, imports from Turkey will likely be-
come increasingly important in the future, due to the collapse of the rainbow trout market in
Ukraine. The continued participation of Denmark and Turkey within the German market for
rainbow trout ensures that local producers can continue to benefit from local consumer prefer-
ences. Therefore, domestic production should be visually highlighted on packaging to make it

easy to find for consumers.

Finally, in our experiment respondents did not display strong preferences for the feed related
claims. As mentioned above, this may be due to the confounding information of color with

spirulina-fed fillets. The sustainable feed claim was the only significant claim across the total
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sample (p < 0.01). The claim remained significant (p < 0.05) for consumers familiar with spir-
ulina; however, “fed with sustainable resources” did not significantly influence consumers un-
familiar with spirulina. Although assumed to concisely communicate credence attributes and
therefore be easily understood (Grunert et al., 2014), all three (“fed without fishmeal”, “fed on
plant-based proteins” and “fed with spirulina”) of the singular-specific claims applied in our
experiment elicited no consumer preferences. This does not conform to the assumption that
specific claims are better at communicating utilitarian aspects of a product and are therefore
more accepted by consumers to be used as marketing tools (Davis, 1993). Succinct claims are
not always found to be the most credible and indicator of the highest product quality; they may
need to be elaborated to increase consumer acceptance (Ertz et al., 2017). Likely, the “fed with
spirulina” claim was weakly rejected to limited knowledge and familiarity of spirulina and/or
aquaculture production (Zander et al., 2018) and indicates limited consumer sensitivity toward
this succinct information (Simoes et al., 2015). Alternatively, confusion around claims, e.g.
difference between claims, information behind the claim, can result in negative associations
(Moon et al., 2017). The vaguest claim “fed with sustainable resources” was the only claim to
positively influence consumer preferences. This could partially be due to the fact that sustaina-
bility, as a more general concept, is a familiar for consumers (Hanss and B6hm, 2012). As in
the experiment of van Loo et al. (2014), our study depicts that consumers exhibit preference
hierarchies towards utilitarian claims on animal products, where the least specific is preferred

and the most specific was negatively perceived.

5. Conclusion

The development of alternative protein sources for fishmeal is essential for sustainable aqua-
culture production. Spirulina presents itself as a suitable alternative for fishmeal, yet affects
fillet pigmentation towards yellow coloration. The altered fillet appearance should not be taken
as a drawback, rather an opportunity to increase consumer perceived product quality. The re-
sults of this study show that a yellow fillet color, as produced with spirulina as a feed, increases
consumer preference for rainbow trout fillet. For this reason, spirulina is not only suitable as a
sustainable source of protein for fish, but at the same time increases the value of trout fillets.
Fillet color is stated as the second most important criterion, behind freshness, while searching
for fish fillet; yet discrete choice analysis shows that country of origin (COQ) is the most im-

portant attribute influencing consumer preference.
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When provided information on spirulina as a feed, on average a domestically produced product
with a yellow fillet with our German consumer sample. Feed-based utilitarian claims had lim-
ited to no effect on consumer preferences, yet. Marketing measures and information about sus-
tainable aquafeed could help to boost consumer orientation and acceptance, leading to a sus-

tainable transformation of the aquaculture sector.

6. Limitations of the Study

Although the yellow coloration of the fillets was perceived positively compared to white fillets,
it remains unknown how more traditional red fillets, as produced by feeding astaxanthin, would
be perceived in comparison to the yellow/orange fillets produced with spirulina. In addition,
other pigments in other species of algae, e.g. Lutein and Zeaxanthin in Cladophora glomerata
are responsible for fillet coloration and can lead to differing colors of end production. Finally,
the confounding effects of information on spirulina as fish feed, altered color and feed-claims
is something that cannot be disentangled from our design. We provided respondents with infor-
mation on spirulina as a fish feed, because we sided with Welker et al. (2001): that an unex-
plained unfamiliar color is likely not marketable. Spirulina-fed trout would likely be marketed

with providing information regarding color and benefits of the novel feed.

Therefore, although the results of this study could be extrapolated to other pink fish fed with
spirulina (and marketed as such), further research should confirm or deny our results and focus
on the acceptance of traditional white fish and fish fed other microalgae. It should be noted that
the effect of fillet color could also vary between countries; processing and storage forms of
yellow fillets, e.g. smoked rainbow trout, are very common in Germany (Zander et al., 2018)
and exposure and familiarity with yellow fillets may influence the positive consumer preference
observed in this study. Overall, studies are needed for countries outside Germany/Europe to
evaluate the preference for spirulina-fed fish. Finally, a split-sample study including blinded
and informed consumer groups is also needed to ascertain whether the spirulina fillets were
preferred in our study due to color alone or other associated credence attributes, i.e. sustaina-
bility.
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Supplementary Description
Table S1. Exemplary choice set of rainbow trout filets.

der Produkte entscheiden kdnnen, wahlen Sie bitte "Kein Kauf".

Entscheiden Sie sich bitte zwischen den folgenden Produkten. Wenn Sie sich flr keines

Hinweis: Wenn Sie ein Smartphone benutzen, drehen Sie es bitte ins Querformat.

Filet Regenbogenforelle
. frisch
Herkunftsland:

Tiirkei

Einwaage: 1,69€/100¢g
0,250 ¢

o 13300000000 Preis:
uzmnuﬂw:ull 422¢€

Filet Regenbogenforelle
frisch
Herkunftsland:
Deutschland
Einwaage: 2,19€/100g
g

Preis:

i T (_ ousnachhaltigerFiterung

Filet Regenbogenforelle
frisch
Herkunftsland:
Déanemark
Einwaage: 3,69€ /100 g
,250 g

38R I 3 Prels:

2217430003 e [' mit Spirulina erzeugt ]

Kein Kauf
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden grundlegende Aspekte der Nutzbarkeit von
Spirulina als Fischmehlsubstitut in der Ernahrung von kommerziell genutzten Fischarten unter-
sucht. Dabei wurde mit einer vollstdandigen Substitution von Fischmehl durch Spirulina gear-
beitet, um Effekte auf Ebene des Wachstums, der Futterverwertung, des Mikrobioms, der Pro-

duktqualitat und der Konsumentenakzeptanz zu untersuchen.

In Bezug auf das Wachstum und die damit assoziierten Parameter, wie Korpergewicht, Lange
und Futterumsetzungsrate, sind in erster Linie 6konomische ZielgroRen relevant. Deshalb
wurde bei Afrikanischen Welsen, Regenbogen- und Bachforellen sowie Saiblingen erforscht,
ob die experimentellen Diaten (Kontroll- und Spirulina-Diat) angenommen werden und wel-
chen Einfluss sie auf die Wachstumsleistung und Umsetzung des Futters ausiiben (Kapitel 3.2
und 3.3). In diesem Kontext wurde auch die Auswirkung auf die Bakterienzusammensetzung
im Darmtrakt untersucht, um mogliche Zusammenhéange zwischen Mikrobiom und Futterver-

wertung herzustellen (Kapitel 3.1).

Im Zuge der Literaturrecherche flr die geplanten Versuchsreihen wurde deutlich, dass Spirulina
als neue Didtkomponente einen potenziellen Einfluss auf die Produktqualitét besitzt. Aus die-
sem Grund wurden umfangreiche Untersuchungen zu Qualitdtsparametern wie der Haut- und
Filetfarbe, aber auch dem Kochsaftverlust und der Textur des Filets vorgenommen (Kapitel 3.2
und 3.3). Dartber hinaus liegt der Fokus auf der Zusammensetzung des Fettsauremusters im
Filet, die einen wichtigen Hinweis auf die ernahrungsphysiologische Qualitat des Produkts gibt.
Auf Grundlage der Ergebnisse wurde in einer weiterfihrenden Studie die Konsumentenakzep-
tanz von Regenbogenforellen-Filets mit der durch die Spirulina-Fltterung verursachten Gelb-
farbung gegenuber den Ublichen weil3en Filets verglichen (Kapitel 3.4). Die Ergebnisse dieser
Studien wurden zusammen mit weiteren Projektergebnissen zum Einsatz von Spirulina in der

Tiererndhrung als Kommunikationsartikel publiziert (Kapitel 9).

Die Ergebnisse der in dieser Dissertation enthaltenen Publikationen werden im Folgenden dis-
kutiert. Ergdnzend werden weitere Ergebnisse, welche nicht in die aufgefuhrten Publikationen
eingeflossen sind, behandelt. Dazu gehdrt ein Fltterungsversuch mit Tilapia (Kapitel 4.1) und

die Mikrobiomanalyse von Saiblingen und Regenbogenforellen (Kapitel 0).
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4.1 Wachstum

Eine der wichtigsten VVoraussetzungen fiir den Einsatz von Spirulina als Fischmehlsubstitut ist
die Akzeptanz der Fische gegentber der neuen Proteinquelle. In dieser Dissertation wurden
insgesamt funf Fischarten mit zwei experimentellen Diéten gefuttert. Die Kontrolldiét enthielt
Fischmehl, wahrend in der Spirulina-Diét das Fischmehl vollstdndig durch Spirulina ersetzt
wurde. Die entsprechenden Forschungsergebnisse fur Afrikanische Welse sind in Kapitel 3.2
und fur Salmonide in Kapitel 3.3 aufgefiihrt. Da die Spirulina-Diét lediglich von Regenbogen-
forellen, Saiblingen und Afrikanischen Welsen akzeptiert und gefressen wurde, sind fur diese
Arten Veroffentlichungen entstanden. Fur Tilapia und Bachforellen konnten aufgrund der Ab-
lehnung des Futters keine Wachstumsdaten erfasst und publiziert werden. Die Grinde dafur

werden im Folgenden diskutiert.

Der Futterungsversuch mit Tilapia musste nach zwei Wochen vorzeitig abgebrochen werden.
Urséchlich war vermutlich die geringe Besatzdichte der Aquarien sowie das zu geringe Aus-
gangsgewicht von 50 g, das dazu filhrte, dass die Fische nicht gesext? werden konnten. Folglich
kam es dann vorrangig unter den Mannchen zu verstarkten Revierkd&mpfen und einer stark re-
duzierten Futteraufnahme. Dadurch war eine Weiterfiihrung des Versuchs im Sinne des Tier-
schutzgesetzes nicht moglich. Bei Bachforellen wurde hingegen ersichtlich, dass die Fische das
Futtermittel komplett ablehnten. Vereinzelt wurde beobachtet, wie die Bachforellen die Spiru-
lina-Futterpellets aufnahmen und danach wieder ausspuckten. Dieses Verhalten konnte fur die
Kontrolldiat nicht beobachtet werden. Als Resultat zeigte sich fir die Spirulina-Gruppen nach
zwei Wochen eine Gewichtsabnahme. Der Versuch wurde daher ebenfalls aufgrund von Tier-

wohlbedenken abgebrochen.

Maoglicherweise kdnnte der Zusatz von Lockstoffen und Aromen helfen, die Futteraufnahme
von Bachforellen zu verbessern. Verschiedene Untersuchungen an pflanzenbasierten Futtermit-
teln weisen darauf hin, dass Aromen die Futteraufnahme steigern und dadurch die Wachstums-
leistung verbessern sowie die Fitterungsdauer reduzieren, was in einer geringeren Futtermittel-
verschwendung resultiert (Oliveira und Cyrino 2004; Dias et al. 1997; Kader et al. 2012; Nagel
et al. 2014). Allerdings muss erwahnt werden, dass die Futterzusatze meist aquatische Organis-
men wie z.B. Muscheln oder Tintenfische enthalten, was sich nachteilig auf marine Okosysteme
auswirken kann (Caccavo et al. 2021). Dennoch kann es eine Mdglichkeit darstellen die Sub-

stitutionsrate von Spirulina fiir Arten mit geringer Akzeptanz zu erhdhen.

2 Determinierung des Geschlechts (z.B. durch auRere Geschlechtsmerkmale)
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Insgesamt ist eine vollstdndige Substitution von Fischmehl durch Spirulina fir Afrikanische
Welse, Regenbogenforellen und Saiblinge mdglich, geht aber mit einer reduzierten Wachs-
tumsleistung und teilweise mit einer erhdhten FCR einher. Verantwortlich fur die verringerte
Verdaulichkeit konnte die Zusammensetzung der Mikroalge sein, denn Spirulina besteht zu
10 % aus — fir Nichtwiederkauer weitestgehend unverdaulichen — Zellwanden (Becker 2007,
Coelho et al. 2020). Durch den langen Darmtrakt herbivorer Arten und der damit verbundenen
langeren Passagezeit sind Bakterien in der Lage Cellulase durch die Sekretion von Cellulase zu
verdauen (Li et al. 2008). Bei Graskarpfen (Ctenopharyngodon idellus) und Tilapia (Oreochro-
mis mossambica) konnten Bacillus circulans und Bacillus megaterium als celluloseabbauende
Bakterien identifiziert werden (Saha et al. 2006). Aus diesem Grund ist die vollstandige Sub-
stitution nur fir herbivore Fische wie Karpfen moglich, ohne die Wachstumsleistung maligeb-
lich zu reduzieren. Daher wurde nach den Fitterungsexperimenten das Mikrobiom der Fische

untersucht, um mogliche Anderungen der Bakterienzusammensetzung zu erfassen (Kapitel 0).

Trotz der reduzierten Wachstumsleistung durch den vollstdndigen Austausch von Fischmehl
konnte in den Ftterungsexperimenten kein Effekt auf die Vitalitat und Uberlebensrate festge-
stellt werden. Somit zeigt sich, dass Spirulina auch bei einer vollstandigen Substitution die Ge-
sundheit der Fische nicht zu beeinflussen scheint. Diese Ergebnisse stimmen mit den vorange-

henden Versuchen, die bereits in Kapitel 2.3.6.1 ausfihrlich beschrieben wurden, tiberein.

Letztendlich missen fir die Feststellung des Potenzials einer kommerziell genutzten, vollstan-
digen Substitution von Fischmehl durch Spirulina weitere Forschungsbemiihungen unternom-
men werden. Dabei waren beispielsweise Untersuchungen zur AufschlieBung der Spirulina-
Zellwande durch technische (Makkar et al. 2016) oder enzymatische Verfahren (Cérdova et al.
2019) relevant. Weiterhin ist die Verdaulichkeit ein wichtiges Kriterium fir die Nachhaltigkeit
des Futtermittels, da unverdaute Futtermittelbestandteile ins Wasser gelangen und dessen Qua-
litdt beeinflussen (Kong et al. 2020) (Kapitel 4.6). Dartiber hinaus kdnnen ékonomische Ver-
luste aufgrund reduzierter Wachstumsleistung nur durch einen niedrigeren Marktpreis von Spi-
rulina im Vergleich zu Fischmehl oder durch einen hoheren Produktpreis der Fischerzeugnisse
ausgeglichen werden (Kapitel 4.5).

4.2 Mikrobiom

Seit Anfang des 21. Jahrhundert hat sich ein Trend zur Analyse des humanen Mikrobioms etab-
liert und spiegelt sich in der steigenden Anzahl an Publikationen sowie der Fordermittel wieder
(Jones 2013). Dieser Trend setzt sich nun auch in der Tierproduktion fort. Durch den Einsatz

neuer Sequenzierungsmethoden, wie beispielsweise der Next-Generation Sequencing (NGS)
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Technologie, wurde es moglich, das Mikrobiom ohne den Einsatz von Kulturmedien zu analy-
sieren. Eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Identifizierung von Mikroben ist die
16S rRNA Sequenzierung (Woese und Fox 1977). Dennoch ist die Anzahl von Veroffentli-
chungen tiber das Mikrobiom von Fischen im Vergleich zu Untersuchungen des humanen Mik-
robioms noch gering. Die Untersuchungen am Mikrobiom von Fischen fokussieren sich haupt-
séchlich auf Untersuchungen zum Einfluss von Futtermittelkomponenten und der Modulation
der Darmmikrobiota (Egerton et al. 2018), denn das Mikrobiom spielt eine Schlusselfunktion
flr die Erndhrung und das Immunsystem von Fischen (Romero et al. 2014; Llewellyn et al.
2014) und wird unter anderem von Umwelt (Sullam et al. 2012), Jahreszeit (Zarkasi et al. 2014),
geografischen Lage (Smith et al. 2015) und Genetik (Schmidt et al. 2016) beeinflusst.

Trotz der vielféltigen Einflusse sind bei Mikrobiomuntersuchungen vor allem Variationen des
sehr spezifischen und individuellen Mikrobioms Ursache fiir unregelméafiige Ergebnisse (Wu et
al. 2010; Wagner Mackenzie et al. 2015). In den Forschungsergebnissen des Kapitels 3.1 wird
diese Variabilitat des Mikrobioms ersichtlich. Die festgestellte Variabilitat innerhalb des Mik-
robioms einzelner Individuen deckt sich mit Ergebnissen anderer Autoren (Givens et al. 2015;
Wu et al. 2013). Die Untersuchungen von Lyons et al. (2017) und Plaza et al. (2019) zeigen
ebenfalls, dass beim Einsatz von Mikroalgen als Futtermittel eine hohe Variabilitat im Mikro-

biom zwischen einzelnen Individuen zu beobachten ist.

Infolge der hohen Variation zwischen den Individuen und der verhaltnismaRig kleinen Stich-
probe konnte im Rahmen der beschriebenen Versuche keine Anderung der Mikrobiomstruktur
festgestellt werden. Im Mittel reprasentiert die gefundene bakterielle Zusammensetzung aber
den in der Literatur beschriebenen physiologischen Aufbau des Darmmikrobioms von Fischen
(Yukgehnaish et al. 2020). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Plaza et al. (2019) bei der
Untersuchung von Tilapia, allerdings beinhaltete in dieser Publikation die Diat nur 3 % Spiru-
lina. Die in den Untersuchungen dieser Dissertation beobachtete leichte Erhéhung des Anteils
an Cetobacterium im Mikrobiom der Spirulina-Gruppen findet sich auch in den Ergebnissen
von Ma et al. (2022). Hier zeigten sich héhere Anteile an Cetobacterium im Mikrobiom von

Zebrabarblingen, die mit einer Spirulina-Diét gefuttert wurden.

Gleichwohl muss beim Vergleich der wenigen verfugbaren Studien berlcksichtigt werden, dass
allesamt Unterschiede in der Methodik aufweisen. Es ist bekannt, dass die Probensammlung,
die Behandlung der Proben und die DNA-Extraktion wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse

der Mikrobiomanalyse von Fischen besitzen (Hart et al. 2015). Bisher fehlt es an einheitlichen
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Protokollen fiir die Analyse des Darmmikrobioms, wodurch die Studien nur bedingt vergleich-

bar sind.

In der beschriebenen Veroffentlichung erschien es zur Sicherstellung der einheitlichen Behand-
lung der Proben aufgrund der schwankenden Zeitintervalle zwischen erster und letzter Proben-
ahme zutréglicher, diese zundchst auf Trockeneis zu gefrieren und dann am selben Tag im La-
bor zu verarbeiten. Diese Methode wird fir Mikrobiomuntersuchungen zwar haufig angewen-
det (Fouhy et al. 2015), jedoch muss beriicksichtigt werden, dass das Gefrieren von Proben und
auch die Lagertemperatur zur Verschiebung der bakteriellen Zusammensetzung, fiihren kann
(Carda-Diéguez et al. 2014; Larsen et al. 2015). Neuere Forschungsergebnisse lassen darauf
schlielen, dass geeignetere Methoden flr die Probenlagerung existieren. So kann beispiels-
weise 96-prozentiger Ethanol mit einer Darmmukusprobe vermischt werden, wodurch die
DNA-Quantitat und -Qualitat gegenliber dem reinen Gefrieren der Probe erhdht wird (Hildonen
et al. 2019).

Ebenfalls ist bekannt, dass unterschiedliche Extraktionskits (Tarnecki et al. 2017) oder DNA-
Extraktionsprotokolle (Larsen et al. 2015) einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse der
Mikrobiomstudien haben kénnen. Dazu kommt, dass das 16S rRNA-Gen etwa 1600 Basen-
paare und neun hypervariable Regionen umfasst, welche als V1 — V9 bezeichnet werden
(Stackebrandt und Goebel 1994; Tringe und Hugenholtz 2008; Wang und Qian 2009). Die ge-
nutzten Primer konnen immer nur bestimmte Regionen der bakteriellen DNA abdecken, was
einen Einfluss auf die erfasste Diversitat hat (Tarnecki et al. 2017; Bukin et al. 2019). In den
eigenen Untersuchungen wurde ein Primerpaar genutzt, welches Klindworth et al. (2013) zu-
folge im Vergleich zwischen 175 Primern und 512 Primerpaaren die hochste Gesamtabdeckung
von Bakterien und Archaeen bietet. Dadurch konnte das Risiko fur Verzerrungen von PCR-
basierten mikrobiellen Diversitatsstudien in den durchgefiihrten Versuchen minimiert werden.
Dieser Primer zielt auf die V3 — V4 Region ab und wurde bereits erfolgreich in vielen anderen
Mikrobiomstudien bei Fischen genutzt (Cerezo et al. 2021; Dehler et al. 2017; Rimoldi et al.
2018).

Der Primer fur die bakterielle DNA von Afrikanischen Welsen zeigte bei nahezu allen Fischen
sichtbare Banden nach der Gelelektrophorese bei 550 Basenpaaren (Kapitel 3.1). Bei Regenbo-
genforellen und insbesondere Saiblingen (Daten nicht veroffentlicht) waren die PCR-Produkte
nur bei der Kontrollgruppe sichtbar, aber nicht fur die Spirulina-Gruppe. Dieses Ergebnis
konnte auf mogliche, aus den Spirulinazellen stammende Inhibitoren hinweisen. Diese Inhibi-

toren, zu denen z.B. Humins&ure, Gallensalze und Polysaccharide zahlen (Schrader et al. 2012),
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kdnnten die PCR der extrahierten DNA der Spirulina-Gruppe beeinflusst haben. Weitere An-
passungen der Methodik, wie z.B. Aufreinigungsschritte, sollten erprobt werden.

Die Heterogenitat der Methoden von Mikrobiomstudien macht einen direkten Vergleich zwi-
schen einzelnen Untersuchungen nur teilweise moglich. Hinzu kommt, dass einzelne Studien
in ihrem Kontext zutreffend, ihre Schlussfolgerungen jedoch wegen unterschiedlicher Metho-
den nicht immer auf andere Studien tbertragbar sind (Pollock et al. 2018). Dennoch schreitet
die Forschung auch hier weiter voran und deshalb muss zwingend fiir zukunftige Experimente

die neueste Literatur stets herangezogen werden, um eine gute Vergleichbarkeit zu schaffen.

4.3 Produktqualitat

Der Verbraucher legt zunehmend Wert auf gesunde Produkte und deren Qualitat (VVanhonacker
et al. 2013). Dabei haben die eingesetzten Futtermittel einen maRgeblichen Effekt auf die
Produktqualitat und kénnen Geruch, Geschmack, Farbe, Textur, Festigkeit und Nahrstoffgehalt
beeinflussen (Webster et al. 2004). Die Auswirkungen der Substitution von Fischmehl durch
Spirulina auf die Produktqualitét sind in Kapitel 3.2 und 3.3 zu finden und werden im Folgenden
diskutiert.

Die Futterung von Spirulina fihrte in den beschriebenen Versuchen zu einer sichtbaren Ande-
rung der Filetfarbe von weil}/pink zu gelb/orange. Die Messung der Farbe des Fischmuskels
mittels Spektralphotometer erfasste erhdhte Gelb- und Rotwerte und konnte somit die optische
Wahrnehmung verifizieren. Dieser Effekt wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben und
wird durch die in Spirulina enthaltenen Karotinoide hervorgerufen (Kapitel 2.3.6.4). Darlber
hinaus konnten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass Spi-
rulina auch zu einer stirkeren Hautpigmentierung fiihrt. Da insbesondere die Anderung der Fi-
letfarbe einen potenziellen Einfluss auf die Kaufentscheidung von Konsumenten hat (Steine et
al. 2005; Alfnes et al. 2006), wurde getestet, ob der Kochprozess die Farbpigmente zerstért und
das Filet weniger gelb erscheinen lasst. Allerdings wurde die Gelbfarbung durch den Kochpro-
zess weiter erhoht, jedoch im gleichen MalRe wie fur die Filets der Kontrollgruppe. Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass die Karotinoide im Muskel bis mindestens 70 °C hitze-
stabil sind. Da die Gelbfarbung des Filets durch den Kochprozess nicht verringert werden
konnte, wurde in einem Folgeversuch die Auswirkung der veranderten Filetfarbe auf die Ak-

zeptanz des Konsumenten untersucht (Kapitel 4.4).

Die Untersuchung weiterer Qualitatsparameter wie die Hohe des Kochsaftverlusts, zeigten zwi-

schen Regenbogenforellen, Saiblingen und Afrikanischen Welsen gegensétzliche Ergebnisse.
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Wahrend sich bei Regenbogenforellen und Saiblingen ein héherer Kochsaftverlust in der Spi-
rulina-Gruppe ergab, zeigte sich bei Afrikanischen Welsen ein geringerer Kochsaftverlust in
den mit Spirulina gefutterten Gruppen. Auch die Scherkraftmessungen von Regenbogenforel-
len und Saiblingen zeigten zwischen den Versuchsgruppen und Arten gegenséatzliche Ergeb-
nisse. Verantwortlich kénnten hier die tendenziell steigenden Wassergehalte im Fischmuskel
sein, die durch die Spirulina-Fiitterung hervorgerufen werden. Auch Anderungen im Protein-
und Fettgehalt kdnnten einen Einfluss auf den Wassergehalt im Muskel haben (Kapitel 2.3.6.4).

Ein weiteres Kriterium der Produktqualitét ist das Fettsauremuster von Fischprodukten, da es
einen hohen Stellenwert fir die menschliche Gesundheit hat (Calder und Yagoob 2009). Dabei
ist insbesondere ein hoher Anteil an PUFA aus erndhrungsphysiologischer Sicht positiv zu be-
werten (Zarate et al. 2017). Gerade Spirulina hat durch einen hohen Gehalt an PUFA das Po-
tenzial wichtige essenzielle Fettsauren zu liefern (Remize et al. 2021). Bei einem vollstandigen
Austausch von Spirulina zeigte sich jedoch im Rahmen der in Kapitel 3.2 beschriebenen Studie
an Afrikanischen Welsen, dass wichtige PUFA wie EPA reduziert wurden. Dennoch konnten
fur die Gesamtmenge an SFA, MUFA und PUFA im Fischmuskel keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Kontroll- und Spirulina-Didt nachgewiesen werden. Infolge der Spirulina-
Futterung kam es ebenfalls bei Regenbogenforellen und Saiblingen zu einer Reduktion von
EPA und DHA. Gleichzeitig erhohte sich der Gehalt an SFA und MUFA. Mit einer Ausnahme
(Eicosadienséure) konnte fur das Fettsduremuster keine Interaktion zwischen Spezies und Diat
gefunden werden. Das bedeutet, dass die im Spirulina enthaltenen Fettsauren von beiden Arten
gleichermal3en in den Fischmuskel integriert werden — somit ist keine der beiden Arten im Hin-

blick auf die Akkumulation von wichtigen Fettsauren effizienter.

Wie bereits in Kapitel 2.3.6.4 beschrieben, kdnnen — abhangig von der untersuchten Fischart —
mit geringeren Substitutionsraten erhohte Gehalte an PUFA im Muskel festgestellt werden. Zu-
sammenfassend fiihrt die vollstandige Substitution von Fischmehl durch Spirulina zu Verénde-
rungen im Fettsduremuster des Produkts. Da sich das Verhéltnis von ®-6- zu w-3-Fettsduren
jedoch weiterhin im fir die Humanernahrung empfohlenen Bereich von unter funf bewegt (El-
vevoll und James 2000), kann davon ausgegangen werden, dass die erndhrungsphysiologische
Quialitat des Fettsauremusters durch die Spirulina-Futterung nicht vermindert wird. Es bedarf
weiterer Untersuchungen und Optimierungen der Didten, um einen moglichst groRen Teil der

essenziellen Fettsduren im Produkt zu akkumulieren.
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4.4 Akzeptanz des Konsumenten

Auch wahrend der COVID-19-Pandemie ist die Nachfrage nach Aquakulturerzeugnissen in
Deutschland weiter gestiegen (Schéfer et al. 2021). Bei der Lebensmittelauswahl von Konsu-
menten wirkt ein komplexes Zusammenspiel aus einer Vielzahl an Faktoren (Kdster 2009). Vor
allem das Abweichen von der Norm kann eine starke Ablehnung von Lebensmitteln bei Men-
schen hervorrufen, was auch als Neophobie bezeichnet wird (Pliner und Hobden 1992). Insbe-
sondere wird, aufgrund der durch die Spirulina-Futterung veranderten Filetfarbe, ein Effekt auf
die Konsumentenakzeptanz vermutet, da die Farbe zu den ersten Produktmerkmalen gehort, die
vom Konsumenten wahrgenommen werden. Die Filetfarbe stellt daher eine der wichtigsten Ei-
genschaft fiir den Konsumenten dar und kann darlber entscheiden, ob ein Produkt vom Ver-
braucher akzeptiert oder abgelehnt wird (Pathare et al. 2013). Fischprodukte werden in der Re-
gel verpackt verkauft, sodass die olfaktorische und haptische Wahrnehmung als Faktor flr das

Kaufverhalten des Konsumenten nicht ausschlaggebend ist.

Aufbauend auf den vorangehenden Untersuchungsergebnissen wurde im Rahmen einer fir
Deutschland reprasentativen Online-Studie mit 557 Teilnehmern die Praferenz und Zahlungs-
bereitschaft fiir die veranderte Filetfarbe ermittelt (Kapitel 3.4). Die Regenbogenforelle wurde
als am haufigsten konsumierte StiRwasserart in Deutschland fir die Studie ausgewahlt (Statista
2022a). Dabei stellte sich heraus, dass die Mehrheit (ca. 66 %) der Befragten Spirulina nicht
kannte. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen Kamenidou und Priporas (2012). Die Autoren berich-
ten, dass knapp 56 % der Befragten die Mikroalge nicht bekannt war. Generell scheint das
Wissen von Konsumenten tber Spirulina und deren Eigenschaften limitiert zu sein (Mellor et
al. 2022).

Das Discrete Choice Experiment zeigte einen Unterschied in der Préferenz von weil3en (Kon-
trolle) und gelben (Spirulina) Filets. Die Konsumenten préferierten nicht nur die gelbe Filet-
farbe, sie waren auch bereit 3,40 € pro kg mehr dafiir zu bezahlen. Dennoch war das Merkmal
der heimischen Produktion das wichtigste Kriterium fir die Kaufentscheidung. Auch Risius et
al. (2017) beobachteten in ihren Untersuchungen die stérkste Praferenz fir heimisch produ-
zierte Fischprodukte. Die Praferenz fir heimische Produkte wurde nicht nur fir Fisch- und
Aguakulturprodukte beobachtet, sondern auch im weiteren Lebensmittelsektor (Waterlander et
al. 2019; Steenhuis et al. 2011). Die verwendete Proteinquelle hatte hingegen kaum Einfluss

auf die Auswahl und die Kaufbereitschaft der Konsumenten. Lediglich der allgemeiner formu-
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lierte Claim ,,aus nachhaltiger Fiitterung* lie3 moglicherweise genug Spielraum zur Interpreta-
tion, sodass Konsumenten Produkte mit diesem Merkmal préferierten und auch die Zahlungs-
bereitschaft gesteigert wurde.

Verantwortlich fur die Ergebnisse kénnte ein hohes Vertrauen in die Qualitét deutscher oder
danischer Aquakulturerzeugnisse sein, oder auch ein zu geringes Verstandnis der Konsumenten
fur die Aquakultur und deren Produktion (Zander et al. 2018). Die Resultate bedeuten fir die
Aquakultur, dass der Einsatz von Spirulina als Fischmehlsubstitut zu einer Wertsteigerung von
Fischfilets fuhren kann. Diese Forschungsergebnisse kénnen als Grundlage fir die weitere
Etablierung von Spirulina auf dem Futtermittelmarkt dienen und somit zu einer nachhaltigeren
Gestaltung der Aquakultur beitragen. In diesem Fall sollte das Marketing in Richtung heimi-
scher oder sogar regionaler Produktion ausgeweitet werden. Zukunftig konnte die Bereitstel-
lung von Informationen, &hnlich wie bereits bei anderen alternativen Proteinquellen wie Insek-
ten nachgewiesen, zu einer weiter steigenden Akzeptanz unter den Konsumenten fiihren (Baldi
et al. 2021). Konsumenten mussen verstérkt ber die Aquakultur, die Fischproduktion und die
Einsatzmoglichkeiten von Spirulina informiert werden, um eine differenzierte Kaufentschei-

dung zu ermdglichen.

4.5 Okonomischer Nutzen

In Anbetracht der aus der vorliegenden Arbeit resultierenden Forschungsergebnisse einer voll-
stdndigen Substitution von Fischmehl durch Spirulina, muss auch die wirtschaftliche Tragfa-
higkeit der Futtermittelalternative betrachtet werden. Um eine moglicherweise verringerte
Wachstumsleistung (Kapitel 3.2 und 3.3) aus 6konomischer Sicht auszugleichen, ist eine wich-
tige Voraussetzung, dass Spirulina im Einkauf auf einem ahnlichen, bzw. niedrigeren Preisni-

veau als Fischmehl liegen muss.

Der Marktpreis flr Spirulina liegt bei einem Massenabsatz zwischen 10,00 und 30,00 US$ pro
kg (9,51 — 28,54 € pro kg; durchschnittslicher Umrechnungskurs Dollar in Euro aus 2018 (Eu-
ropean Central Bank 2022)) (Benemann et al. 2018). Dabei sind die Herstellungskosten stark
abhangig vom Anbausystem und variieren zwischen 3,86 und 9,59 € pro kg fur open pond Sys-
teme und 18,71 und 75,29 € pro kg flr Photobioreaktoren (Delrue et al. 2017). Dementgegen
steht jedoch ein verhadltnismaRig geringerer Fischmehlpreis von ca. 1,45 € pro kg fur das Jahr
2021 (Statista 2022b). Der hohe Preisunterschied macht den Einsatz von Spirulina somit un-
rentabel. Dennoch ist anzunehmen, dass durch die Optimierung von Produktionsprozessen die

Produktionskosten in Zukunft sinken werden. Verbesserungen der Produktionsprozesse sind
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beispielsweise im Rahmen der Steigerung der Produktivitat von Anbausystemen sowie der Op-
timierung der Energienutzung und der Nahrmedien moglich (Delrue et al. 2017; Tredici et al.
2016; Soni et al. 2017).

Ergénzend muss die Akzeptanz und Zahlungsbereitschaft in die 6konomische Analyse mit ein-
bezogen werden. In der zugehdrigen Untersuchung zeigte sich, dass die Verbraucher die Filet-
pigmentierung durch den Einsatz von Spirulina praferieren und zudem bereit sind einen hohe-
ren Produktpreis zu zahlen (Kapitel 3.4). In der Fischproduktion muss fir die Pigmentierung
des Filets dem Futter natlrliches oder synthetisches Astaxanthin beigemischt werden, welches
den Preis des Futtermittels erhéht (Lim et al. 2018; Storebakken 1988).

Zusammenfassend wird Spirulina zum jetzigen Zeitpunkt im Vergleich zu Fischmehl nicht ren-
tabel einsetzbar sein, doch weist der aktuelle Forschungsstand darauf hin, dass durch den opti-
mierten Anbau Produktionskosten gesenkt werden kénnen und sich die Preisspanne zu Fisch-
mehl verringern wird (Taelman et al. 2013). Dar(ber hinaus spricht sich ein potenziell besseres
Wachstum bei geringer Substitution in Kombination mit einer gesteigerten Konsumentenpra-
ferenz und Zahlungsbereitschaft fir die Pigmentierung des Filets fur den Einsatz von Spirulina
in der Diét von Fischen aus. Gegenwartig scheint die vollstdndige Substitution von Fischmehl
durch Spirulina noch nicht rentabel gestaltbar zu sein, weshalb sie in der Praxis noch keine

Anwendung findet.

4.6 Nachhaltigkeitsaspekte

Mikroalgen werden in der Literatur hdufig als nachhaltige Alternative fur Fischmehl beschrie-
ben (Nagappan et al. 2021; Ahmad et al. 2022; Gamble et al. 2021). Ein Vorteil von Mikroal-
gen, wie z.B. Spirulina, gegentiber den pflanzlichen und tierischen Proteinquellen ist, dass die
Produktion umweltfreundlich und ressourcenschonend ist. Aufgrund der hohen flachenbezoge-
nen Biomasseproduktivitdt mit geringem Wasser- sowie Ackerlandverbrauch bieten Mikroal-
gen ein sehr hohes wirtschaftliches Potential (Nagappan et al. 2021). Durch den geringen Was-
ser- und Platzbedarf finden die Anbausysteme Anwendung in Gebieten, in denen traditionelle
Landwirtschaft kaum oder nur begrenzt méglich ist (Ciani et al. 2021). Aus diesem Grund steht
die Mikroalgenproduktion in der Regel nicht in Konkurrenz zu anderen Feldfrichten.

Spirulina ist in Bezug auf die Nutzung von Lichtenergie effizienter als andere Nutzpflanzen
und kann im Wasser geltstes CO» aufzunehmen (Radmer und Kok 1977). Anbausysteme wie
offene und geschlossene raceway ponds kénnen durch die Produktion von Algenbiomasse zu

einer Reduzierung des Treibhausgaspotenzials fihren (Duran Quintero et al. 2021). Dennoch
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zeigen Smetana et al. (2017), dass Mikroalgen, abhéngig vom Anbausystem und Standort, einen
deutlich hoheren Energieverbrauch als andere traditionelle Proteinkonzentrate wie Soja oder
Erbsen haben kénnen. Ein Grof3teil der fiir die Produktion von Spirulina aufgewendeten Energie
wird laut Taelman et al. (2013) fiir die Kultivierung und die Trocknung der Mikroalgen bené-
tigt. Gerade in diesem Produktionsabschnitt erkennen die Autoren ein grof3es Einsparungspo-
tenzial, das durch die Optimierung der Anbausysteme und Prozessabldufe erreicht werden kann.
Insbesondere die Intensivierung der Produktion zeigte in der Studie ein deutliches Potenzial zur
Reduktion der CO2-Emissionen. Zusammenfassend kamen die Autoren zu dem Schluss, dass
durch die Hochskalierung der Produktion ein geringerer 6kologischer FulRabdruck von Mikro-

algen im Vergleich zu herkdbmmlichen Fischfuttermitteln erreicht wird.

In einer Untersuchung zu Umweltauswirkungen von Fischmehlsubstituten haben Draganovic
et al. (2013) mit Hilfe von Energie- und Exergieanalysen® sieben hypothetische Futtermittel-
formulierungen fiir Salmoniden, darunter eine auf Basis von Mikroalgen, evaluiert. Die Ana-
lyse umfasste alle Produktionsschritte vom Anbau bis hin zum fertigen Produkt als Fischfutter.
Die Produktion einer auf Fischmehl basierenden Dié&t verbrauchte rund 15 bis 31 % mehr Ener-
gie als eine pflanzenbasierte Diat und 9 % mehr als eine Mikroalgen-Diat. In Bezug auf die
Exergie benétigt Fischmehl sogar 24 bis 30 % mehr als eine pflanzliche und viermal so viel wie
eine Algendiat. Die Autoren schlussfolgern, dass insbesondere Mikroalgen als nachhaltige Pro-
teinalternative fur Fischmehl die Umweltkosten in Zukunft drastisch senken kdnnten.

Auch die Produktion von Spirulina in der Kreislaufwirtschaft erscheint aussichtsreich. Im Be-
reich der Aquakultur werden solche Konzepte als integrierte Aquakultursysteme bezeichnet. In
solchen Systemen werden Organismen unterschiedlicher Trophiestufe eingesetzt, um Abfall-
stoffe nutzbar zu machen und Ressourcen effektiver einzusetzen. Dabei kénnen wertvolle Ne-
benprodukte entstehen, die andernfalls in der Produktion ungenutzt bleiben und verloren gehen.
Han et al. (2019) zufolge ist es beispielsweise moglich Mikroalgen zusammen mit Fischen in
Teichen oder Becken zu kultivieren. Dabei konnen die Fische Mikroalgen als direkte Nahrungs-
quelle aufnehmen und zugleich nutzen die Mikroalgen die von den Fischen abgegebenen Stoff-
wechselprodukte, um diese in Biomasse umzuwandeln. Infolgedessen kénnen auf umweltscho-

nende Weise Futterkosten reduziert und die N&hrstofflast im Abwasser gesenkt werden. Zudem

3 Die Exergie beriicksichtigt auch den zweiten Hauptsatz der Thermodynamik, da zwischen Energie, die Arbeit
verrichten kann, und Energie, die als Warme an die Umgebung abgegeben wird, unterschieden wird. Energie
bleibt stets erhalten (erster Hauptsatz der Thermodynamik), wahrend sie bei der Verrichtung von Arbeit (oft als
Exergie genannt) unweigerlich verloren geht (zweiter Hauptsatz der Thermodynamik). Exergie ist definiert als
die Menge an Arbeit, die ein betrachtetes System verrichten kann, wenn es mit der Umgebung ins Gleichgewicht
gebracht wird.
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fihren die Autoren an, dass durch die Mikroalgen der Sauerstoffgehalt des Haltungswassers
erhoht wird und der Energieverbrauch fir technische Applikationen von Luftsauerstoff oder
technischem Sauerstoff reduziert werden kann. Aufgrund der verbesserten Wasserqualitat kann
wiederum Wasser eingespart werden. Eine weitere Mdglichkeit sehen Zhang et al. (2020) in
der Behandlung von Abwassern (einschlielich der Abwasser von Fischzuchtbetrieben). So
konnen beispielsweise in integrierten Systemen die Néhrstoffe aus Abwassern fir die Produk-
tion von Mikroalgen genutzt werden. Dadurch kdnnte die N&hrstofflast im Abwasser reduziert

und Futtermittel in Form von Spirulina produziert werden.

Insgesamt hat Spirulina ein hohes Potenzial, um als nachhaltige Alternative fur Fischmehl in
der Aquakultur Anwendung zu finden. Eine anteilige Substitution kann von Vorteil sein, da
diese meist nicht im Konflikt mit der Wachstumsleistung und Futterverwertung steht. Zudem
resultierten aus einer hohen oder vollstandigen Substitution bei karnivoren und omnivoren
Fischarten eine verringerte Wachstumsleistung und Verdaulichkeit. Dadurch kénnten unver-
dauliche Bestandteile von Spirulina wieder ausgeschieden werden, welche dann die Wasser-
qualitat beeintrachtigen und die Umwelteffizienz reduzieren. Das hat zur Folge, dass die Was-
serqualitdt von nachgelagerten, natiirlichen Gewéssern beeinflusst wird, denn die Hauptquelle
fur Nahrstoffbelastungen wie Stickstoff und Phosphor stammen aus den Futtermitteln (Jega-
theesan et al. 2011).

Verdaulichkeitsstudien zeigen, dass Spirulina zwar die Lipidverdaulichkeit verbessern, es aber
auch zu einer reduzierten Verdaulichkeit von Aminosauren kommen kann (Jiang et al. 2022;
Yang 2011; Sarker et al. 2016; Sevgili et al. 2019). Sevqili et al. (2019) vermuten, dass sich
eine zu hohe Substitution negativ auf das Aminosauregleichgewicht auswirkt und es dadurch
zu einer schlechteren Verwertung einzelner Aminoséuren kommt. Allerdings wurden die Ami-
nosauremuster der Versuchsdiaten im Rahmen der vorliegenden Dissertation ausbalanciert,
weshalb der zuvor beschriebene Effekt fir diese Untersuchungen vernachléssigt werden. Das
beobachtete verringerte Wachstum ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nicht alle Be-
standteile von Spirulina flr den Fisch verdaulich sind.

Der Einsatz von Spirulina als Fischmehlsubstitut mag zwar das FIFO-Verhéltnis verbessern,
der Anteil an Fischél ist in den vorgestellten Untersuchungen aber nicht reduziert worden. Vor
allem fur Salmonide misste der Anteil an Fischol mittels adaquater Alternativen ersetzt werden,
um einer Reduktion von wertvollen w-3-Fettsduren im spéteren Produkt vorzubeugen (Twibell
et al. 2020).
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Auf der einen Seite hat Spirulina als Proteinquelle das Potenzial durch Verbesserung des An-
baus die Aquakultur mit nachhaltigem und hochwertigem Futterprotein zu versorgen, auf der
anderen Seite missen die Diéten auch an die Anspriiche der Fischarten angepasst sein. Insbe-
sondere flr herbivore Arten scheinen deutlich hohere Substitutionsraten ohne Nachteile fir
Wachstum und Futterverwertung maglich zu sein. Es sollte besonders darauf geachtet werden,
dass durch den Einsatz von Spirulina die Verdaulichkeit des Futtermittels nicht herabgesenkt
wird, da dies zu erhdhten Emissionen an Né&hrstoffen wie Stickstoff und Phosphor flhren

kdnnte.
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5 Limitationen

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation beschranken sich auf die hier untersuchten Fisch-
arten. Da aber die Verwertung und Akzeptanz von Spirulina, wie bereits mehrfach beschrieben,
artspezifisch ist, sind die Untersuchungen nur begrenzt auf andere Fischarten tbertragbar. Des
Weiteren muss erwahnt werden, dass die in dieser Dissertation genutzten Fischarten Uber viele
Generationen unter konventionellen Aquakulturbedingungen gehalten und reproduziert wur-
den. Alle Fische sind somit an konventionelle Futtermittel, welche Fischmehl als Hauptprotein-
quelle enthalten, adaptiert. Ein interessanter Ansatz ware die gezielte Selektion und Untersu-
chung von an Spirulina adaptierten Fische, tiber eine oder mehrere Generationen. Laut Le Bou-
cher et al. (2012) konnte bei Regenbogenforellen, die mit einer vollstandig pflanzlichen Diét
gefittert wurden, bereits nach einer Generation die Mortalitit gesenkt und das Wachstum ge-
steigert werden. Sollte sich Spirulina in Zukunft als Proteinquelle durchsetzen, sind Konzepte
fur eine zielgerichtete Selektion auf spirulinaadaptierte Zuchtlinien essenziell fiir eine effiziente

und 6konomisch vertragliche Aquakulturproduktion.

Weiterhin muss beachtet werden, dass nur ein vollstandiger Austausch von Fischmehl gegen
Spirulina erforscht wurde. Dies war in Belangen der Mikrobiomanalyse zwar hilfreich, um ei-
nen moglichst starken Kontrast zur Kontrolldiat zu erlangen, doch fur den Vergleich der Wachs-
tumsleistung und Verdaulichkeit zwischen unterschiedlichen Spezies hatte sich eine Abstufung
der Substitutionsraten durchaus angeboten. In diesem Kontext héatten dann Aussagen Uber die
maximale Austauschrate von Fischmehl getroffen werden kénnen, bei dem keine Reduzierung
der Wachstumsleistung beobachtet werden kann. Damit verbunden ware auch eine ékonomi-
sche Betrachtung flr die groR skalierte Aquakulturproduktion sinnvoll. Um das Futtermittel
noch nachhaltiger zu gestalten, sollte in einem darauffolgenden Schritt auch der Anteil des Fi-

schols durch vegetarische Alternativen herabgestuft werden.

Eine weitere Limitation stellt der auf zehn Wochen begrenzte Zeitraum der experimentellen
Futterung dar. Langzeitstudien tber den Produktionsablauf vom juvenilen bis zum adulten
Fisch sollten infolgedessen auch Aufschluss tber den optimalen Einsatz von Spirulina in allen
Lebensstadien bringen und sind besonders fur die spatere Praxis in der Aquakultur von groRer

Bedeutung.

Eine wesentliche Limitation der Konsumentenbefragung ist die Tatsache, dass die Ergebnisse
sich nur auf deutsche Konsumenten beziehen. Die Praferenz fur die Filetfarbe kann zwischen
Landern und Verarbeitungs- und Lagerform variieren. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen
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zwar, dass die gelbe gegenuber der weiRen Filetfarbe bevorzugt wurde, doch auch die Rotfar-
bung, vergleichbar mit der Farbung von Lachs oder Lachsforelle, wird vom Kunden préaferiert.
Daher sollte im Rahmen der weiteren Untersuchungen auch die Konsumentenpréferenz von
weilen, gelben und roten Forellenfilets verglichen werden. Vor allem fir die nachhaltige Ge-
staltung der Lachsindustrie, die in Europa einen sehr hohen Stellenwert hat, waren die Ergeb-
nisse relevant. Sollte sich dabei eine geringere Akzeptanz fiir die aus der Spirulina-Futterung
resultierenden verénderten Filetfarbe von Lachsen ergeben, waren weitere Untersuchungen not-
wendig, um zu erforschen, wie die Gelbfarbung verhindert oder ggf. durch andere Pigmente
ausgeglichen werden kann. Dabei kénnte dann ein finishing feed mit Astaxanthin zum Einsatz
kommen, oder erprobt werden, inwieweit Astaxanthin auch in eine Spirulina-Di&t eingemischt
werden kann, um dadurch die rote Pigmentierung zu erhdhen. In diesem Kontext muss erforscht
werden, ob sich die gelbe Filetfarbe im Produktionsprozess ausgleichen lasst, wie lange dieser
Prozess dauert und welche Ressourcen sowie Anderungen im Prozessablauf dafiir benotigt wer-

den.
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Spirulina stellt insgesamt eine geeignete Proteinquelle flr eine Vielzahl von Fischarten dar und
kann Fischmehl vollstandig in der Diat von Afrikanischen Welsen, Saiblingen und Regenbo-
genforellen ersetzen. Dennoch gehen mit einer vollstandigen Substitution eine verringerte
Wachstumsleistung und zum Teil reduzierte Futterverwertung durch die genannten Fischarten
einher. Hinzu kommt, dass die Akzeptanz gegenuber der Spirulina-Diat artspezifisch ist und
ggf. zur Verringerung oder Einstellung der Futteraufnahme fuhren kann. Eine geringe Akzep-
tanz konnte beispielsweise fir Bachforellen beobachtet werden. Hier konnten Lockstoffe und
Aromen zum Einsatz kommen, um die sensorische Wahrnehmung des Futters zu verbessern.
Dementsprechend missen artspezifische Limits fir die Substitution von Fischmehl durch Spi-
rulina weiter erforscht werden, um die Ressource rentabel und ohne Nahrstoffverluste in der

Fischerndhrung einzusetzen.

Eine vollstandige Substitution kann Auswirkungen auf die Produktqualitat haben. Die Spiru-
lina-Futterung fuhrte bei den Fischen zu einer starkeren Haut- und Filetpigmentierung. Insbe-
sondere die damit verbundene Gelbfarbung der Filets wurde vom Konsumenten gegentber ei-
ner weillen Filetfarbe praferiert und steigerte die Zahlungsbereitschaft. Die Untersuchung des
Fettsduremusters im Endprodukt zeigten eine Reduktion von PUFA durch die Spirulina-Sub-
stitution. Dennoch blieb das Verhéltnis von ®-6- zu w-3-Fettsauren in einem fur die Humaner-

nahrung empfohlenen Bereich.

Der kommerzielle Einsatz von Spirulina im Fischfutter ist demnach von vielen Faktoren abhan-
gig. Besonders der Marktpreis von Spirulina im Vergleich zu anderen Futtermittelkomponenten
wie Fischmehl wird einen entscheidenden Einfluss auf die 6konomische Bewertung haben. Mo-
mentan wird eine vollstandige Substitution infolge einer reduzierten Wachstumsleistung nicht
rentabel eingesetzt werden kénnen. Zundchst mdisste sich der Marktpreis fur Spirulina dem von
Fischmehl angleichen. Gleichzeitig sollte auch die moégliche Wertsteigerung des Produkts
durch eine starkere Filetpigmentierung berticksichtigt werden. Dartiber hinaus muss Spirulina
zu jeder Zeit in grofRen Mengen fiir die industrielle Futtermittelherstellung verfiigbar sein. Sollte
sich der Trend der steigenden Nachfrage weiter fortsetzen, wird dies voraussichtlich zu einer
Produktionssteigerung und einem damit verbundenen Absinken des Marktpreises von Spirulina

fuhren.

Die Mdglichkeit eines wirtschaftlichen Einsatzes von Spirulina wére wiinschenswert, da Spiru-
lina eine nachhaltige Alternative zu Fischmehl darstellt. Spirulina ist zum einen effektiv in der

Biomasseproduktion, zum anderen steht der Anbau meist nicht in Konkurrenz mit anderen
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Nutzpflanzen und ist je nach Produktionssystem energiesparender. Zusatzlich ermdglicht die
Fischmehlsubstitution eine Entlastung der Meere und deren Fischpopulationen. Auch inte-
grierte Aquakultursysteme mit Spirulina kénnten zielfihrend fir eine nachhaltigere Aquakul-

turproduktion sein.

Zusammenfassend bietet der Einsatz von Spirulina in der Fischerndhrung ein hohes Potential
fur eine nachhalitgere Aquakultur. Gleichwohl wird Spirulina aufgrund der beschriebenen Her-
ausforderungen noch nicht im groRen Mal3stab fiir die Produktion von Fischen eingesetzt. Es
missen zundchst weitere Optimierungen, vom Anbau und der damit verbundenen Senkung der
Produktionskosten, bis zur Ermittlung der optimalen Einsatzmenge fiir die artspezifische Er-
nahrung, vorgenommen werden, damit sich der Einsatz nicht nur 6kologisch, sondern auch

O0konomisch rentiert.



7 Zusammenfassung 187

7 Zusammenfassung

Eine nachhaltigere Produktion von Nutztieren steht immer starker im Fokus der Konsumenten.
Durch die voranschreitende Uberfischung der Weltmeere wird auch die Aquakultur als Haupt-
abnehmer fur Fischmehl kritisiert, denn die Produktion dieser Ressource kann nicht nur das
Okosystem und Fischpopulationen nachhaltig schadigen, sondern verbraucht zudem viel Ener-
gie. Als Resultat steigen die Preise flr Fischmehl seit Jahren an und die Suche nach einer ge-

eigneten nachhaltigeren Alternative scheint unumganglich.

Die Mikroalge Spirulina (Arthrospira platensis) hat sich bereits in mehreren Studien als geeig-
nete Proteinquelle fur Fische herausgestellt. Ein anteiliger Austausch von Fischmehl gegen Spi-
rulina kann forderlich fir das Wachstum und die Gesundheit der Fische sein. Im Gegensatz zu
Fischmehl kénnen Mikroalgen in Abhangigkeit von Produktionssystem und Standort deutliche
Vorteile im Bereich der Nachhaltigkeit aufweisen. Ziel dieses Promotionsvorhabens war es da-
her, die Eignung von Spirulina als vollstdndiges Fischmehlsubstitut zu erproben. In diesem
Kontext wurden vier Studien durchgefiihrt und die Auswirkungen der Substitution auf das
Wachstum, das intestinale Mikrobiom, die Produktqualitit sowie die Konsumentenakzeptanz

untersucht.

In der ersten Studie wurde der Effekt eines vollstdndigen Austauschs von Fischmehl gegen
Spirulina auf das Darmmikrobiom von Afrikanischen Welsen (Clarias gariepinus) mittels
16s rRNA-Sequenzierung untersucht. Aus den Sequenzierungsdaten konnten keine statisti-
schen Unterschiede in der bakteriellen Vielfalt gefunden werden. Insgesamt dominierten
Fusobakterien als einzige Taxa aus der Gattung Cetobacterium. Im Mikrobiom der Fische der
Kontrolldiat war hingegen vorwiegend das Bakterium der Gattung Romboutsia zu finden. In
den Spirulina-Gruppen konnten vermehrt Bakterien der Gattung Plesiomonas und Bacteroides
gefunden werden. Dennoch wurde die Gesamtstruktur der mikrobiellen Gemeinschaft des

Darms durch die experimentellen Diaten nicht beeinflusst.

Die zweite Untersuchung beschaftigte sich mit den Auswirkungen einer vollstandigen Substi-
tution von Fischmehl durch Spirulina auf das Wachstum und die Produktqualitat von Afrikani-
schen Welsen (Clarias gariepinus). Die Welse wurden tber zehn Wochen mit einer Diat auf
Fischmehlbasis (Kontrolldiat) und einer Diét, in der das Fischmehl vollstandig durch Spirulina
ersetzt wurde, geflttert. Dabei zeigte sich in den Spirulina-Gruppen eine abnehmende Wachs-
tumsleistung, wahrend sich die Futterverwertung der beiden Didten nicht unterschied. AuRer-
dem zeigten mit Spirulina gefitterte Fische eine intensivere Gelbfarbung der Haut sowie des

rohen und gekochten Filets. Die Analyse der Fettsduren ergab hohere Anteile von Palmitinsaure
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und Linolsdure, aber abnehmende Gehalte an Lignocerinsdure und Eicosapentaensaure bei
Welsen, die mit Spirulina gefuttert wurden. Insgesamt wiesen die Gruppen die gleiche Gesamt-
menge an geséttigten, einfach ungesattigten und mehrfach ungeséttigten Fettsduren auf. Die
Ergebnisse fuhrten zu dem Schluss, dass eine Optimierung der Spirulina-Diat notwendig ist,

um wirtschaftliche Verluste in der Produktion von Welsen zu vermeiden.

Die dritte Studie erforschte den Effekt einer vollstandigen Substitution von Fischmehl durch
Spirulina auf das Wachstum und die Produktqualitit von Bachsaibling (Salvelinus fontinalis),
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und Bachforelle (Salmo trutta fario). In einem
zehnwdochigen Fitterungsversuch wurden zwei Versuchsdidten verwendet, die entweder Fisch-
mehl (Kontrolldi&t) oder Spirulina als Hauptproteinquelle enthielten. Es wurden Unterschiede
zwischen den Arten in der Akzeptanz und Verwertung von Spirulina festgestellt. Mit Ausnahme
der Bachforellen nahmen alle Fischarten die Spirulina-Diat auf. Da die Bachforellen die Ver-
suchsdiat ablehnten, wurde der Fitterungsversuch fir diese Art aufgrund von Tierwohlbeden-
ken abgebrochen. Bei Saiblingen und Regenbogenforellen resultierte die Fltterung von Spiru-
lina in einer Abnahme der Wachstumsleistung sowie einer reduzierten Futterverwertung. Au-
Rerdem fiihrte die Spirulina-Didt zu einer Zunahme von gelben und roten Pigmenten im rohen
und gekochten Filet und wirkte sich zudem auf das Fettsauremuster der beiden Arten aus. Ins-
besondere der Anteil an geséttigten und einfach ungesattigten Fettséuren stieg durch die Spiru-
lina-Futterung an, gleichzeitig reduzierte sich der Gehalt an mehrfach ungeséttigten Fettsauren.
Insgesamt geht der vollstandige Ersatz von Fischmehl durch Spirulina mit einer verringerten
Produktionsleistung und Auswirkungen auf wichtige Produktqualitatsmerkmale wie die Filet-

farbe und das Fettsduremuster einher.

Auf Grundlage der Ergebnisse der dritten Studie wurde die gelbe Filetfarbe von Regenbogen-
forellen, die aus der vollstandigen Substitution von Fischmehl durch Spirulina resultierte, hin-
sichtlich ihrer Akzeptanz durch den Konsumenten untersucht. Die zugrundeliegende Hypothese
lautete, dass die Filetfarbe neben anderen Attributen wie Herkunftsland, Preis und Futtermittel-
angaben die Akzeptanz der VVerbraucher beeinflussen wirde. In einem Discrete Choice Expe-
riment wurde die Pré&ferenz und die Zahlungsbereitschaft deutscher Verbraucher fiir die geén-
derte Filetfarbe untersucht. Die empirische Analyse basierte auf einer reprasentativen Online-
befragung mit 557 Teilnehmenden. Die Ergebnisse zeigen, dass die gelbe Filetfarbe einen po-
sitiven Einfluss auf die Praferenz der Verbraucher hatte und zu einer hdheren Zahlungsbereit-
schaft fiihrte. Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann angenommen werden, dass Spirulina so-
wohl die Produktqualitat verbessert als auch zu einer Wertsteigerung von Forellenfilets fiihrt.
Zudem konnte eine starkere Praferenz der Verbraucher fur Filets aus heimischer Herkunft
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(Deutschland) gegenuber Filets aus Danemark und der Tirkei beobachtet werden. Produktin-
formationen wie "aus nachhaltiger Futterung™ einen positiven Einfluss auf die Kaufentschei-
dung. Im Gegensatz dazu hatten spezifische Futtermittelangaben wie "ohne Fischmehl geft-

tert”, "mit Spirulina gefuttert” und "mit pflanzlichen Proteinen gefuttert” keinen Einfluss auf
die Kaufentscheidung. Marketingaktivitaten zur erfolgreichen Vermarktung von Regenbogen-
forellen, die mit Spirulina gefuttert wurden, sollten sich auf die hohe Nachfrage der Verbrau-
cher fir inlandisch produzierte Produkte konzentrieren. Dariber hinaus ist es notwendig, das
Bewusstsein und die Akzeptanz der Verbraucher fir nachhaltige Produktionsmethoden in der

Aquakultur mittels Informationsvermittlung zu erhéhen.

Zusammenfassend zeigen die Forschungsergebnisse dieser Dissertation, dass Spirulina eine ge-
eignete alternative Proteinquelle fir den die vollstdndige Substitution von Fischmehl darstellt.
Sollte ein hoher Anteil an Fischmehl gegen Spirulina ausgetauscht werden, muss eine artspezi-
fische Optimierung der Didt vorgenommen werden, um reduzierten Wachstumsleistungen vor-
zubeugen. Ebenso muss beachtet werden, dass die erndhrungsphysiologische Relevanz der ver-
anderten Fettsdauremuster noch weiterer Forschung bedarf. Dennoch ist Spirulina geeignet, um
Produktqualitatsmerkmale wie die Pigmentierung der Filets zu verbessern, wodurch es zu einer
héheren Kauf- und Zahlungsbereitschaft der Konsumenten kommen kann. Zudem bietet der
Einsatz von Spirulina in der Fischerndhrung vielversprechendes Potenzial fir eine nachhalti-
gere Aquakulturproduktion, denn die Mikroalge bietet gleich auf mehreren Ebenen 6kologische
Vorteile. Allerdings mussen in Zukunft weitere Optimierungen der Anbauprozesse vorgenom-
men werden, damit der Marktpreis fir Spirulina sinkt und die Ressource in konstant hohen
Mengen verfugbar ist, sodass sich der Einsatz sowohl aus 6kologischer als auch aus 6konomi-
scher Sicht rentiert.
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8 Summary

The sustainability of livestock production is becoming increasingly important for consumers.
Due to increasing levels of overfishing of the world's oceans, aquaculture has also been criti-
cized for its role as the main consumer of fishmeal. Production of this resource not only causes
damage to the ecosystem and fish populations, but also requires high energy consumption. As
a result, the price of fishmeal has been rising over the last decade and the search for a suitable

and more sustainable alternative is inevitable.

The microalgae spirulina (Arthrospira platensis) has already been identified in several studies
as a suitable source of protein for fish. A proportional substitution of fishmeal with spirulina
can be beneficial for growth and health of fish. In contrast to fishmeal, microalgae can have
advantages in sustainability depending on the production system and location. The aim of this
dissertation project was therefore to test the suitability of spirulina as a complete fishmeal sub-
stitute. In this context, four studies were conducted to investigate the effects of substitution on

growth, the intestinal microbiome, product quality and consumer acceptance.

In the first study, the effect of a complete replacement of fishmeal by spirulina on the intestinal
microbiome of African catfish (Clarias gariepinus) was investigated using 16s rRNA sequenc-
ing. Analysis of the sequencing data showed no statistical differences for bacterial diversity.
Overall, in the Spirulina group Fusobacteria dominated as the only taxa from the genus Ceto-
bacterium. In contrast, the microbiome of the control group was dominated by bacteria of the
genus Romboutsia. In the spirulina group, bacteria of the genus Plesiomonas and Bacteroides
were found more frequent. Nevertheless, the overall gut microbiome structure was not affected

by the experimental diets.

The second study dealt with the effects of a complete substitution of fishmeal with spirulina on
the growth and product quality of African catfish (Clarias gariepinus). The catfish were fed
either a fishmeal-based diet (control diet) or a diet in which the fishmeal was completely re-
placed by spirulina for ten weeks. There was a reduction in growth performance observed in
the spirulina group, whilst no difference was observed in the feed conversion rates between the
two diets. In addition, Spirulina-fed fish showed a more intense yellow coloration of the skin
and of the raw and cooked fillet. Analysis of fatty acids revealed higher levels of palmitic and
linoleic acid but decreasing levels of lignoceric and eicosapentaenoic acid from the catfish fed
with spirulina. Overall, the groups had the same levels of total saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids. The results concluded that optimization of the spirulina diet is nec-

essary to avoid economic losses in catfish production.
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The third study investigated the effect of a complete substitution of fishmeal with spirulina on
the growth and product quality of brook trout (Salvelinus fontinalis), rainbow trout (Oncorhyn-
chus mykiss) and brown trout (Salmo trutta fario). In a ten-week feeding trial, two experimental
diets were used, containing either fishmeal (control diet) or spirulina as the main protein source.
Differences were found between species in the acceptance and utilization of spirulina. Except
for the brown trout, the spirulina diet was accepted by the fish. As the brown trout rejected the
experimental diet, the feeding trial for this species was terminated due to animal welfare con-
cerns. Spirulina feeding resulted in a decrease in growth performance and a reduction in feed
conversion for both brook trout and rainbow trout. In addition, Spirulina diet increased yellow
and red pigments in raw and cooked fillets, as well as also affecting the fatty acid pattern. In
particular, the proportion of saturated and monounsaturated fatty acids increased with spirulina
feeding, whilst concurrently the content of polyunsaturated fatty acids decreased. Overall, the
complete replacement of fishmeal by Spirulina is associated with reduced production perfor-
mance andd further effects on important product quality traits such as fillet color and fatty acid

pattern were determined.

Based on the results of the third study, the yellow fillet colour of rainbow trout resulting from
the complete substitution of fishmeal with spirulina was investigated with regard to its ac-
ceptance by consumers. The hypothesis was that the fillet color would influence consumer ac-
ceptance along with other attributes such as country of origin, price and feed information. In a
discrete choice experiment, the preference and willingness of German consumers to pay for the
changed fillet color was investigated. The empirical analysis was based on a representative
online survey with 557 participants. The results show that the yellow fillet color had a positive
influence on consumer preference and consumers were willing to pay more than for a white
fillet. These results, show that spirulina improves product quality and increases the value of
trout fillets. Moreover, a stronger consumer preference for fillets of domestic origin (Germany)
was observed ahead of Denmark and Turkey. Product information such as "from sustainable
resource” had a positive influence on the purchase decision. In contrast, specific feed claims
such as "fed without fishmeal", "fed with spirulina™ and "fed on plant-based proteins" had no
influence on the purchase decision. Marketing activities to successfully market spirulina-fed
rainbow trout should focus on the high consumer demand for domestic products. Furthermore,
there is a necessity to increase consumer awareness and acceptance of sustainable production

methods in aquaculture.

In summary, the research results of this dissertation show that Spirulina is suitable as an alter-
native for the complete substitution of fishmeal. If a high content of fishmeal is replaced by
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spirulina, a species-specific optimization of the diet should be carried out to prevent reduced
growth performance. It must also be noted that the nutritional relevance of the altered fatty acid
patterns still requires further research. Nevertheless, Spirulina is suitable to incease product
quality characteristics such as the pigmentation of the fillets, which can lead to a higher pur-
chase decision and willingness to and pay of consumers. In addition, the use of spirulina in fish
nutrition offers promising potential for a more sustainable aquaculture production, because the
microalgae has ecological advantages on several levels. However, further optimisation of the
cultivation processes will be necessary in the future so that the market price for spirulina de-
creases and the resource is available in constantly high guantities, so that its use is profitable

from both an ecological and economic perspective.
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Abstract: Increasing demand for protein, especially animal-based proteins and the large
amounts of protein feed inputs required for production, has largely driven the research on spir-
ulina as an animal feed. This short communication summarizes the results from two larger re-
search projects investigating spirulina as an animal feed. Overall, spirulina appears to be a pro-
spective protein source in poultry and pork production, as well as aquaculture. However, spir-
ulina as a feed can have implications for system productivity and end product quality, depend-
ing on animal production system. Neither swine productivity nor product quality was negatively
affected with spirulina as a feed, which is likely due to the low amounts of protein required in
swine finishing diets. Spirulina as a feed does negatively affect poultry and fish productivity as
well as alter product quality, primarily raw meat color. Therefore, future research focused on
sustainability analysis and product processing and acceptance should investigate the trade-offs

of incorporating spirulina into poultry and fish diets.

Keywords: microalgae; alternative protein source; animal nutrition; product quality; meat sci-

ence; soybean meal replacement; fishmeal replacement
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1. Introduction

Meat production requires large amounts of inputs and is therefore in many countries and
cultures considered a high value food product. Yet, due to increasing wages and a global
population, global demand for animal-based proteins continues to grow (OECD-FAQO 2021).
Spirulina (Arthrospira platensis) has moved into the spotlight as a sustainable source of protein
for direct consumption (Wang et al. 2021) as well as animal feed (Martins et al. 2021). The
attention on spirulina stems from its high crude protein content (> 60 % in dry matter content)
and as a source of essential amino (MiSurcova et al. 2014) and fatty acids (Gutiérrez-Salmeéan
et al. 2015). Furthermore, as a cyanobacteria, spirulina presents an interesting opportunity to
utilize resources otherwise not included in the food production system. Spirulina can be
cultivated free of arable land, in bioreactors or open ponds (Chen et al. 2016). Utilizing
alternative resources will be important in ensuring a sustainable development of food
production systems to meet growing global protein demands (R66s et al. 2017). As a part of
multiple larger research projects, the Department of Animal Sciences at the University of
Goettingen has thoroughly investigated spirulina as an animal feed ingredient. The project
“Sustainability Transitions in Food Production” investigated the opportunities and barriers of
spirulina transitioning into European animal production. In the project “Sustainable Trout
Aquaculture Intensification (SusTAlIn)” alternative proteins such as spirulina were investigated
for their possible effects on growth parameters and product quality traits in trout and other
commercially important fish species. This communication summarizes the findings of these

projects.
2. Spirulina in Poultry Feed

Through a series of feed trial, Neumann et al. (2018c) investigated the graded inclusion of spir-
ulina into broiler diets. The authors were successfully able to fully substitute soybean meal for
spirulina; experimental diets were supplemented and balanced according to animal amino acid
requirements (Neumann et al. 2018c¢). Although a successful substation and incorporation of
spirulina without adverse effects to animal growth was shown to be possible within numerous
studies (Neumann et al. 2018c; Velten et al. 2018a; Neumann et al. 2018a; Velten et al. 2018b),
lower live weights and decreased feed intake were observed when animal diets including spir-

ulina were not balanced according to amino acid requirements (Velten et al. 2018a).

Thereafter, the effect of spirulina as a feed on resulting meat quality was investigated. First,
Altmann et al. (2018; 2020) monitored meat quality using numerous physico-chemical param-

eters as well as sensory analysis. Perceivable differences in meat quality were identified in
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broiler chickens fed spirulina. In accordance with previous research (Toyomizu et al. 2001,
Venkataraman et al. 1994), Altmann et al. (2018; 2020) observed a more intense color of meat
produced with spirulina as a feed; both breast and thigh meat exhibits higher red (a*) and yellow
(b*) hues as recorded with the CIELAB color system. In other words, poultry meat turns an
intense orange color when spirulina is included at high rates as a feed ingredient (Altmann et
al. 2022). Based on this observation, research into implications regarding marketability was
conducted. A study on consumer preferences for poultry meat appearance found that consumers
will reject (not purchase) poultry meat produced with spirulina unless information explaining

the unfamiliar color is provided (Altmann et al. 2022).

Other subtler changes in meat quality included: increased umami and therefore chicken flavor
(Altmann et al. 2020) and decreased off-flavor (Altmann et al. 2018; Altmann et al. 2020) in
breast meat produced with spirulina as a feed. Although spirulina is often cited as an antioxidant
(Gutiérrez-Salmean et al. 2015), meat samples produced with spirulina as a feed exhibited
higher rates of lipid oxidation compared to other (soybean meal or insect meal) treatment
groups, especially when meat samples were packaged in highly oxygenated modified atmos-
phere packaging (Altmann et al. 2020). Evaluation of meat quality also included monitoring
fatty acid composition of intramuscular fat. Despite its reputation as a good source polyunsatu-
rated fatty acids (PUFA), particularly gamma-linolenic acid (GLA) (Gutiérrez-Salmean et al.
2015), spirulina as a feed did not result in higher GLA nor omega-3 levels in intramuscular fat,
when comparing with meat samples raised on soybean meal (Altmann et al. 2020). The reason
for stagnant levels of GLA remains unknown; even as GLA made up approx. 1% of fatty iden-
tifiable fatty acids in spirulina-based diets (Altmann et al. 2020). PUFA levels did not increase
compared to soybean meal because soybeans are also a good source of PUFA and levels were
similar across experimental diets (Altmann et al. 2020). Future research should focus on better

understanding the physiological uptake of spirulina-derived fatty acids.

Gkarane et al. also conducted in-depth analysis on the effect of spirulina as a feed on meat
aroma (Gkarane et al. 2020b) and flavor precursors (Gkarane et al. 2020a). Spirulina as a feed
decreased levels of endogenous bioactive compounds (i.e., anserine, creatine and carnosine);
whereas it increased amounts of flavor-related compounds (i.e., inosine and insosine-50-mono-
phosphate) (Gkarane et al. 2020a). Furthermore, the aroma profile of spirulina fed chicken was
found to be distinguishable from samples reared on other feeds; the profile was partially char-

acterized by compounds associated with lipid oxidation (Gkarane et al. 2020b).
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These above-mentioned studies illustrate that spirulina can be successfully incorporated into
poultry diets. However, due to amino acid requirements of poultry, spirulina is not sufficient in
itself as a protein source; amino acid supplementation is required. This has implications for use
in organic or low-input rearing systems. Furthermore, spirulina as a feed affects meat quality,
in ways that are subjectively positive (e.g., increased flavor compounds and perceptible flavor
and intensified color). Yet its effect as an antioxidant and its effect on improving fatty acid

composition remain contested according to the results of this study.
3. Spirulina in Swine Feed

Based on the research carried out in the “Sustainability Transitions” project, spirulina appears
to be a good candidate as a protein source in swine diets. Two studies investigated spirulina:

one from an animal nutrition perspective and the other from the product quality perspective.

In their feeding trials with piglets and barrows, Neumann et al. (2018) observed that soybean
meal could be completely replaced by spirulina (with appropriate lysine supplementation) in
swine diets without compromising overall protein quality. However, the authors also observed
that supplementing histidine in high amounts when in combination with lysine, methionine and
threonine improves protein quality of swine diets containing spirulina (Neumann et al. 2018).
In additional trials, spirulina as a feed did result in slightly lower carcass weights, however,

results remained insignificant compared to the soybean meal-fed group (Altmann et al. 2019).

Furthermore, Altmann et al. (2019) investigated the resulting product quality of barrows reared
on diets containing spirulina as a protein source. In their study, finishing diets completely sub-
stituted soybean meal for spirulina; spirulina composed 9.5% of the ration (Altmann et al.
2019). Physico-chemical parameters, such as meat pH, water holding capacity, proximate com-
position, meat and fat color, lipid oxidation in meat and fatty acid composition of backfat were
analyzed. Overall, spirulina at a rate of 9.5% of the finishing ration did not affect meat and fat
quality compared to the control diet containing soybean meal (Altmann et al. 2019). One ex-
ception is that the backfat of spirulina fed barrows had a marginally lower proportion of mon-
ounsaturated fatty acids (MUFA) and increased PUFA compared to the soybean meal-fed con-
trol (Altmann et al. 2019). Unlike in the poultry experiment (Altmann et al. 2020), a higher
proportion of GLA was also found in the spirulina-fed samples (Altmann et al. 2019). However,
the authors caution that these results should not be taken out of context; soybean oil was added
in greater amounts to the experimental diets containing spirulina, which also likely confounded

the effects of spirulina as a feed ingredient (Altmann et al. 2019).
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Sensory analysis was also conducted and showed that meat reared with a diet containing spir-
ulina increased the overall odor of loin meat; spirulina as a feed was also associated with an
increased astringent aftertaste in pork loin (Altmann et al. 2019). As results were marginal, the
authors came to the conclusion that spirulina does not lead to drawbacks in product quality

when included in swine feed (Altmann et al. 2019).

Although only two pieces of literature were published, both include multiple replicates and
different trials, illustrating the robustness of results. Spirulina can be included in swine feed at
high rates, with appropriate amino acid supplementation, without disadvantaging animal nutri-

tion or product quality.
4. Spirulina in Fish Feed

The use of spirulina has already been tested for various fish species, but high substitution levels
often lead to a reduction in growth performance and increase in feed conversion ratio in carniv-
orous fish (Ragaza et al. 2020). The objective of the SusTAIn project was to evaluate a whole
fishmeal substitution with spirulina in terms of animal growth and product quality. Therefore,
Dietz et al. (2020) developed two isoenergetic and amino acid balanced diets, based on the
recommendation from the National Research Council (2011) for trout. The control diet con-
tained fishmeal, but in the experimental diet fishmeal was completely exchanged by spirulina.
The authors tested the diets on different rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) genetic lines but
did not find significant interaction in growth parameters and feed conversion between breed
and diet.

In feeding trials with rainbow trout, brook trout (Salvelinus fontinalis), brown trout (Salmo
trutta fario) and African catfish (Clarias gariepinus), Rosenau et al. (2022; 2021b) investigated
the acceptance and performance of experimental diet containing spirulina. Overall, acceptance
for the diets was high across all species, with the exception of brown trout. The authors hypoth-
esized that this species may have rejected the spirulina diet due to an aversion to unfamiliar
flavor. Overall, the digestibility for both diets was high, but the feed conversion ratio was in-
creased for spirulina-fed rainbow trout and brook trout and resulted in significantly lower
growth rates in all species. A subsequent investigation of the intestinal microbiome in African
catfish, using 16S rRNA sequencing, found only slight changes for some bacterial genus, but
the overall microbial community structure was not affected by spirulina-diet (Rosenau et al.
2021a).

Rosenau et al. (2022; 2021b) also investigated the spirulina-induced changes in product quality.

The authors observed higher red (a*) and yellow (b*) coloration for skin and also for raw fillet,
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leading to a more yellow-orange coloration in spirulina treatment groups. This change in color
could have a major effect on consumer acceptance. Preliminary results of an online consumer
survey suggest that fish consumers are not put-off by the unfamiliar color. In fact, the orange-
yellow coloration may be preferred in trout fillet. These results contrast with results pertaining

to poultry consumers (Altmann et al. 2022) and are currently being prepared for publication.

Another important criterion for product quality is the fatty acid composition, which is strongly
influenced by diet. While in African catfish, the saturated fatty acids (SFA), MUFA and PUFA
showed no significant differences (Rosenau et al. 2021b), in salmonid fish, a significant reduc-
tion in PUFA was observed (Rosenau et al. 2022). Among the PUFA, important long-chain
fatty acids such as eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic (DHA) were reduced in
spirulina treatment groups (Rosenau et al. 2022).

These results show that advantages pertaining to sustainability and even consumer preferences
can be linked to spirulina substitution of fishmeal. However, animal growth and product quality,
especially food nutritional aspects, may come at a cost when fishmeal is completely replaced
by spirulina. In addition, the viability of replacing fishmeal with spirulina in fish production
and its implications are highly dependent on each species of fish and its trophic level. Spirulina
as a fish feed impacts fish production to a lesser extent in omnivorous rather than carnivorous

fish species.
5. Opportunities and Challenges

Using spirulina as an animal feed enables the nutritional quality of food to be improved so as
to meet human nutritional requirements. Although spirulina can be processed and consumed
directly (Grahl et al. 2018a; Grahl et al. 2018b), it is often rejected in Western cultures due to
unfamiliarity and organoleptic characteristics, i.e., flavor (Grahl et al. 2018a; Grahl et al. 2020).
In addition, spirulina does not meet all essential requirements for human development; although
it contains small amounts of vitamin B12, primarily pseudovitamin B12 is found in spirulina
(Watanabe et al. 1999). Including spirulina as a protein source in animal feed culminates in a
nutritional end product; meat contains numerous essential fatty and amino acids, as well as
vitamins, including vitamin B12 (Gille and Schmid 2015), important for human growth and
development. Overall, both meat reared using spirulina as a feed and direct consumption of
spirulina should be seen as part of a well-balanced diet.

However, before spirulina can become a mainstream animal feed ingredient, a few challenges
need to be overcome. Firstly, spirulina remains very expensive compared to other protein
feedstuffs, such as soybean meal (Chen et al. 2016; Ragaza et al. 2020). Although, due to the
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exorbitant cost of fishmeal compared to other protein sources, with improvements in production
efficiency and utilizing waste streams as production media, spirulina could quickly become
competitive on the market for fish feed (Ragaza et al. 2020). Secondly, the cultivation of spir-
ulina has remained, with few exceptions, small-scale and primarily for the nutritional supple-
ment sector (Ragaza et al. 2020). Thirdly, although spirulina is often heralded as a sustainable
source of protein, its environmental footprint is extremely variable based on the production
system and regional climate and comparable protein source (Ragaza et al. 2020). For example,
spirulina is not more sustainable to produce than soybean meal (Smetana et al. 2017); however
microalgae may be more sustainable than fishmeal, especially incorporated into salmonid diets
(Draganovic et al. 2013). Nonetheless, improvements are needed to make production more sus-
tainable. To this end, research continues to improve sustainability by including biogas effluent
(Hultberg et al. 2017) or wastewater (Olguin et al. 2003) as nutrient sources. As spirulina re-
quires warm temperature (35 — 37 °C) for cultivation (Habib et al. 2008), integrating waste heat
sources, such as is produced during biogas production, also has the potential to optimize culti-
vation facilities within Europe (Taelman et al. 2015). Upscaling and optimizing production will
play a big part in overcoming the challenges presented here. Finally, although spirulina has a
high proportion of crude protein, improvements to protein quality could be possible through
breeding and nutrition/production research, as has been the case for other feedstuffs, such as
soybean and faba bean (Stein et al. 2016).

There are two main aspects to consider when evaluating the advantages of spirulina as an animal
feed: first, production efficiency (animal growth) and meat quality; secondly, is its ability to
substitute less sustainable protein sources, i.e., fishmeal. As illustrated in this article, spirulina
can be incorporated into poultry and swine diets without largely forfeiting animal productivity
and product quality. The same holds mostly true for omnivorous fish species, such as the Afri-
can catfish. Regarding its sustainability potential, once optimized, spirulina could be produced
with high production capacities, small space requirement and low energy and water consump-
tion (Singh und Sharma 2012). This would grant it a leg up on replacing other protein sources
dependent upon arable land and fishmeal with its problems of bycatch and fossil fuel powered
ships. However, although spirulina may have the greatest sustainability potential through its
incorporation into carnivorous fish aquaculture, it also negatively impacts animal growth and
end product nutritional quality. Research needs to investigate these trade-offs further. In addi-
tion to these system-wide implications, research on product color and consumer preferences
highlights spirulina as a good possible pigment medium. The application of pigments may be

pursued to influence consumer liking and acceptance, as well as customize an intrinsic product
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attribute into a marker for extrinsic characteristics (Ardeshiri und Rose 2018), such as produc-

tion system or feed type.
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