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Sammendrag/anbefalinger:

Innledende forsgk har gitt indikasjoner pd at hgy innblanding av vegetabilske oljer i foret kan pavirke
regnbuegrretens helse og vekst, szrlig ved lave sjgtemperaturer. Hos laks har dette blitt satt i sammenheng
med gkt fettutskillelse fra lever, og dermed gkt fett i blodbanen som kan lede til hjerte-/karsykdommer. Det
ble derfor gjennomfgrt et forsgk finansiert av FHF, RFFNORD og Grieg Seafood der regnbuegrret i Finnmark
ble gitt f6r med hhv. 70% eller 30% innblanding av vegetabilsk forolje, og tilsvarende lavt hhv. hgyt EPA/DHA-
niva i foret.

Cellestudier pa hjerte og lever viste trend til positiv effekt av hgy innblanding av EPA/DHA i féret, men det ble
ikke pavist forskjeller i fettdeponering i lever. Videre ble det til tross for stor forskjell i EPA/DHA-niva i férene
ikke observert forskjeller i dpdelighet hos regnbuegrreten i Finnmark. En arsak kan veere at dgdeligheten var
meget lav (<4%) selv pa vinteren med sjgtemperaturer ned mot 3°C. En mulig forklaring pa manglende klare
negative effekter av lave EPA/DHA nivaer kan ha sammenheng med at vitale indre organer (spesielt hjertet)
hos regnbuegrreten i dette forsgket viste gkt evne til & akkumulere EPA/DHA fra f6ret nettopp ved lave
andeler av disse fettsyrene i foret. Saledes at 30% innblanding av marine oljer i dette prosjektet faktisk
dekket behovet for disse vitale fettsyrene mht & opprettholde funksjonaliteten av hjertet og hindre gkt
dpdelighet. Dette papeker mulig viktige forskjeller mellom laks og regnbuegrret i hvordan hgye niva av
rapsolje i for pavirker fettdeponering i lever, og antyder at regnbuegrret er mer tolerant for hgy innblanding
av vegetabilske foroljer/lave nivder av EPA/DHA i for, hvilket kan veere avgjgrende kunnskap i
oppdrettssammenheng. Samtidig viser dette behovet for oppfglgende (dose-respons)studier som kan
dokumentere hvor eventuelt nedre grense mht. disse vitale fettsyrene i foret gar.

Til tross for at det ikke ble pavist forskjeller i dgdelighet, ble det pavist en signifikant bedre tilvekst for
regnbuegrret gitt forsgksfor med gkt innhold av EPA/DHA. | tillegg hadde forsgksgruppa en klar trend til
bedre forfaktor enn kontrollgruppa. Dette antyder at selv om et hgyt nivda av marine oljer ikke reduserte
dgdeligheten sa kan det ha hatt en mulig helsegevinst som indirekte har gitt positivt utslag i form av gkt
tilvekst og forutnyttelse.
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1 Bakgrunn

Grieg Seafood har en betydelig produksjon av regnbuegrret pa sine lokaliteter i Honningsvag.
Beliggenheten i Finnmark og de ekstreme naturgitte miljgbetingelsene setter store utfordringer i a
drive oppdrett.

Vinteren 2009/2010 observerte Grieg Seafood Finnmark (GSFF) deforme hjerter, gkt dgdelighet,
vekststagnasjon og ekstremt darlig forutnyttelse pa regnbuegrreten i Honningsvag. Den gkte
dgdeligheten ble hovedsakelig observert av arteriosklerose. | denne perioden benyttet Grieg et
kommersielt for med et hgyt innhold av vegetabilske oljer (70 %). Hgy d@delighet, spesielt nar dette
ogsa inntreffer pa stor regnbuegrret, fgrer til gkte/hgye produksjonskostnader. Teoretisk sett er det
riktig @ blande inn rapsolje i fiskeféret, bade med tanke pa a oppna et mer optimalt smeltepunkt pa
forfettet, men ogsd med tanke pa baerekraftig férsammensetning. Men dersom vegetabilske oljer har
potensielt negative effekter pa regnbuegrreten, ma nivaet i foret balanseres opp i mot slik kunnskap.

GSFF har som mal @ vaere et kunnskapsbasert oppdrettsselskap med kontrollert og mest mulig
optimal produksjon gjennom hele produksjonsfasen. De ¢nsket derfor gkt kompetanse om
underliggende faktorer til de observerte utfordringene. Fgrst og fremst med hensyn til fiskevelferd
(redusere dgdeligheten og andel regnbuegrret med avvikende hjerteform), men ogsa med hensyn til
gkte produksjonskostnader og redusert forutsigbarhet i salgsinntekter og leveringsdyktighet. GSFF
tok derfor kontakt med Nofima i 2010 med @nske om et forskningssamarbeid for a8 opparbeide
kompetanse om underliggende faktorer til utfordringene med hjertefeil, gkt dgdelighet og redusert
vekst, og sette dette i sammenheng med mulighet for a utvikle et mer dynamisk férkonsept tilpasset
det ekstreme miljget i nord.

Et innledende skattefunn-prosjekt (ES467951) i tidsperioden mai-desember 2010, med Nofima som
FoU-partner, viste at deforme hjerter hadde lavere vekt, hgyere fettinnhold og en annen
fettsyreprofil enn normale hjerter. Med fallende sjgtemperatur hgsten 2010 ble det observert en
statistisk sikker lavere dgdelighet (dgdsarsak var arteriosklerose/areforkalkning i hjertet) hos
regnbuegrret gitt forsgksfor med et hgyere EPA/DHA nivd sammenlignet med det kommersielle
kontrollféret. Endringene i foret resulterte ogsa til gkt vekst, bedre férutnyttelse og hgyere
slakteutbytte.

Nofima har studier pa oppdrettslaks som viser at hgye nivaer av vegetabilske oljer i féret kan fgre til
fettdraper i indre organer, spesielt ved lave sjgtemperaturer ned mot 5 °C. (Snittemperatur over aret
hos Grieg Seafood i Honningsvag var i 2010 5,8 °C). Videre at fettinnholdet i leverceller var lavere for
laks gitt gkt EPA/DHA niva i foret. Planteolje, sammenlignet med marin olje, forte til gkt fettsekresjon
fra leverceller, som i stor grad bestemmer fettniva i blodbanen, som igjen kan indikere gkt risiko for
hjerte/kar sykdommer.

Basert pa resultatene fra forprosjektet sett i sammenheng med de lave sjgtemperaturene i Finnmark
om vinteren, gnsket derfor Grieg & fortsette arbeidet med a dokumentere om kombinasjonen hgyt
niva av vegetabilske ravarer (som na har blitt vanlig i fiskefér) og lave sjgtemperaturer pa lokaliteten,
gker risikoen for hjertelidelser, dgdelighet og gkte produksjonskostnader i oppdrett av regnbuegrret.

Et oppfelgende feltforsgk i kommersiell skala («<Hovedprosjektet») ble derfor giennomfgrt der fisken
ble fulgt fra ca 0,5kg rundvekt i august 2011 og fram til slakt vinteren 2012/2013. Feltforsgket var
hovedsakelig et skatteFUNN prosjekt med egeninnsats fra GSFF. Men da disse problemstillingene
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ikke er spesifikke for GSFF, men trolig er av stor betydning for oppdrett i de kalde nordomradene
generelt, gnsket Grieg apenhet om resultatene. Av den grunn ble FHF invitert til & delta i prosjektet,
bade for a sikre naeringsrelevanse av prosjektet, men ogsa som finansiell bidragsyter.

Videre spkte Nofima i den forbindelse regionale fondsmidler for dekning av ngdvendige og
omfattende analysekostnader der man bl.a. planla & dyrke celleprgver av grrethjerter ved ulike
temperaturer. Denne sgknaden ble innvilget av det Regionale Forskningsfondet i Nord Norge
(Prosjekt nr. 212376 — RFFNORD) med en total budsjettramme pa kr. 500.000 for perioden august
2011 til august 2012. Grieg Seafood bidro med 50 % av budsjettet i dette forskningsprosjektet.

Pa den maten var det et naert samarbeid mellom hovedprosjektet (feltprosjektet; som gjennomfgrte
den driftsmessige delen av foringsforsgket inkl. féranalyser, registreringer av avvikende hjerteform,
dedelighet og produksjonsdata) og det regionale forskningsprosjektet (analyser pa regnbuegrret).

Dette muliggjorde en evaluering av analyseresultatene fortlgpende opp mot registreringer av
avvikende hjerteform, dgdelighet og produksjonsdata i feltforsgket.

@kt kompetansen om lokale og varierende biologiske forhold, samt optimalisering av produksjonen
basert pa ny kunnskap vil veere viktig for & kunne opprettholde en stabil, forutsigbar og
kostnadseffektiv produksjon av regnbuegrret i Nord.

1.1 Resultater fra innledende forprosjekt pa regnbuegrret i 2010

Grieg Seafood Finnmark startet et innledende prosjekt varen 2010 (skattefunn-prosjekt ES467951:
"Kunnskap om avvikende hjerteform sett i sammenheng med redusert vekst og dgdelighet i
regnbuegrret”) pa lokalitet Misjona (senere ble grreten flyttet til lokalitet Storvika) i Honningsvag.
FoU-partner var Nofima marin. Hovedmalet var a undersgke en mulig sammenheng mellom
avvikende hjerteform, fettnivd og fettsyreprofil i hjertene, og dgdelighet relatert til lave
sjgtemperaturer. Et annet delmal var a fglge regnbuegrreten med manedlige uttak fra juni 2010 fram
til slakt vinteren 2010/2011, mht generelle produksjons- og kvalitetsparametere.

Hjerter fra 40 regnbuegrret som hadde fatt det samme foret med 70 % rapsolje (fgr introduksjon av
forspksfor) ble sortert i tre kategorier etter utseende (normale, middels og “poseformede” hjerter).
Vekten pa hjertene avtok med gkende grad av deformitet (Fig. 1A). Analyser av fettinnhold (Fig. 1B)
og fettsyreprofil (Fig. 1C) viste at de poseformede hjertene hadde hgyere fettinnhold enn normale
hjerter og en annen fettsyreprofil (lavere niva av Omega-3/DHA). At andelen av den flerumettede
omega-3 fettsyren DHA gar ned stemmer med at det er mer fett i disse hjertene. Mer fett er en gking
i lagerfett, dvs i triglyserider, som inneholder relativt lite DHA. Det kan ogsa tyde pa at fosfolipidene
(fettsyrer i celleveggen) i hjertet innholder mindre DHA, noe som i tilfelle kan vaere uheldig. | tillegg,
gkt niva av tungt nedbrytbare fettsyrer (spesielt C22:1) kan indikere at regnbuegrret med avvikende
hjerteform sliter med a forbrenne fettsyrene som tas opp i hjertet.
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Figur 1 A) Vekt, B) fettinnhold og C) innhold av omega-3 fettsyren DHA i fine hjerter og i avvikende
poseformede hjerter hos regnbuegrret tatt ut i juni i 2010

| forsgksperioden ble det benyttet to fortyper, begge med 50 % innblanding av rapsolje, ett
kommersielt kontrollfor og ett forsgksfér med bare marine proteinravarer og en gkt proteinandel
sammenlignet med kontrollgruppa. To merder (5105 og 5106) fikk kontrollfér og to merder (5107 og
5108) fikk forsgksfér. Pga. bruk av fiskemel i forsgksforet hadde dette foret et hgyere innhold av
EPA/DHA enn kontrollféret (Tabell 1).

Tabell 1 EPA/DHA-niva i foroljer og i kontroll og forsgksforet 2010

FORTYPE EPA/DHA % OLIE EPA/DHA % FOR
KONTROLL 7,9 2,8
FORS@K 11,6 4,1




| perioden etter start av det innledende forsgket i juni 2010 ble det observert fa regnbuegrret med
avvikende hjerteform. Imidlertid, sammenfallende med nedgangen i sjgtemperatur i november ble
det observert en stor andel hjerter med blodfylte arterier (Fig. 2) og enkelte med et synlig fettlag pa
utsiden. Det ble observert gkt dgdelighet ved fallende sjgtemperatur og i november var det en
statistisk sikker lavere akkumulert dgdelighet hos regnbuegrret gitt forsgksfor sammenlignet med
regnbuegrret som fikk det kommersielle kontrollféret (Fig. 3 og 4). Etter start av slaktingen i
desember var det ikke lenger statistisk grunnlag for @8 sammenligne gruppene.

Figur 2 Eksempler pG hjerter hos regnbuegrret med blodfylte atrier (kuttet i hjertet til hgyre skyldes en kniv)
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Figur 3 Utvikling i akkumulert dgdelighet hos regnbuegrreten i det innledende prosjektet fram til start av
slaktingen. F= Forsgksmerdene,K= Kontrollmerdene
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Figur 4 Oversikt over sjgtemperaturen pa lokaliteten(e) giennom forsgksperioden

Arsaken til dgdeligheten pa regnbuegrreten ble diagnostisert til & veere arteriosklerose.
Arteriosklerose er kjent fra kjsnnsmoden stillehavslaks (som dgr etter gyting) ved at det oppstar
omfattende nedbrytende forandringer i hjertemuskulaturen som fglge av tilstopping av blodarer som
forsyner den ytre del av hjertemuskelen med blod.

Nar det gjelder de produksjonsrelaterte resultatene sa ble det observert 6,5 % bedre vekst hos
regnbuegrret gitt forsgksfor enn i kontrollgruppa, i tillegg var forfaktoren bedre/lavere (Forsgk=1,38
vs. Kontroll=1,45) og slakteutbyttet noe hgyere (Forsgk=84,3 % vs. Kontroll=83,0 %). Siden
regnbuegrreten i det innledende forsgket ble slaktet til ulike tider, vil opplysninger om rundvekt ved
slakt bade veere avhengig av tid i sjg fram til slakt og veksthastighet. For a gi et best mulig objektivt
estimat pa hvor mye stgrre forsgksfisken ville vaert dersom kontroll- og forsgksgruppene hadde blitt
slaktet samtidig, ma man gjgre teoretiske beregninger der begge grupper starter pa samme vekt og
avsluttes pa samme tid (samme sum dggngrader, DGR). Dersom man teoretisk kan tenke seg at de
vekstfordelene vi paviste fra 2 kilo i juni 2010 ogsa gjelder hele sjgfasen, og vi starter med utsett av
50 grams regnbuegrret (som var snittvekten pa @rreten ved utsett hgsten 2008) og DGR er 4500
(snitt av de fire merdene i prosjektet), sa vil vektgkningen for gruppene som fikk forsgksforet veere
pa 488 gram (Forspk=3641 gram vs. Kontroll=3153 gram). For & illustrere den gkonomiske
betydningen av et gkt slakteutbytte pa 1,3 % sa vil det bety ca. 5 tonn ekstra slgyd regnbuegrret for
salg pr. merd (beregningene bygger pa et snitt av alle de fire merdene i det innledende prosjektet
mht nettovekt ved slakt og antall fisk). Til sist, forfaktorene var generelt hgye noe som kan tyde pa at
forutnyttelsen, i alle fall i perioder, var redusert.

1.2 Mulig arsakssammenheng mellom hjertelidelser og for

Skader og lidelser relatert til hjerte er ofte rapportert i oppdrett av atlantisk laks. Slike sykdommer
kan veere relatert til infeksjoner, men ogsa ha sin opprinnelse fra andre mer hittil ukjente
produksjonsrelaterte lidelser (Kongetorp m. flere. 2006; Lillehaug og Skrudland 2006). Sykdommen
"Hjerte og skjelettmuskel-betennelse” (HSMB) rammer hjerte og skjelettmuskelen. Sykdommen
starter som en subklinisk betennelse i hjertet, men pavirker i senere stadier ogsa andre organer. Som
for produksjonslidelser generelt, kan stress gjgre oppdrettsfisk mer mottakelig for slike sykdommer.
En slik sykdom/lidelse kan veere hjertespreng (CMS) som er karakterisert ved nedbryting av



hjertemuskelen og bortfall av vev, noe som kan fgre til akutt dgdelighet (Ferguson m. flere, 1990).
Dgdeligheten i det innledede forsgket var diagnostisert til 8 veere forarsaket av arteriosklerose pa
regnbuegrreten. Arteriosklerose er kjent fra kisnnsmoden stillehavslaks (som dgr etter gyting) ved at
det oppstar omfattende nedbrytende forandringer i hjertemuskelaturen som fglge av tilstopping av
blodarer som forsyner den ytre del av hjertemuskelen med blod. Disse forandringene skal ha mange
fellestrekk med arteriosklerose (areforkalking) hos mennesker, der avleiringer av fett og kolesterol
danner plakk (avleiringer) som kan fgre til tilstopping av arterier. Hos kaniner og gris er det vist at
behandling med den bioaktive fettsyren TTA, som bla gker fettforbrenningen, fgrer til mindre
innsnevring av arteriene (arbeid utfgrt ved Haukeland sykehus, Bergen). | Nofima er det gjennomfgrt
en PhD-grad pa effekten av TTA der det bla. ble dokumenter at tilsetning av denne fettsyren i for til
laks reduserer dgdelighet forarsaket av HSMB (Alne m. flere, 2009).

Oppdrettsfisk ser ut til & ha en noe mindre relativ hjertestgrrelse enn vill fisk av samme stgrrelse.
Avvikende hjerteform (poseform, som vi fant innledningsvis pa regnbuegrreten fra Honningsvag) ble
videre observert i denne studien. Plutselig dgd er ofte knyttet til aktiviteter som forarsaker stress
(transport, sortering, veiing, etc.) og er blitt tilskrevet “feil” i hjerte og sirkulasjonssystemet (Tgrud og
Hillestad 2004, Seierstad 2008), der en rekke faktorer (infeksjon, milj@, genetikk og erneering) er
ansett som risikofaktorer for kroniske hjertelidelser. | trad med kunnskap fra menneske er forets
innhold av fett, og spesielt forholdet mellom n-6/n-3 fettsyrene (som endres ved innblanding av
vegetabilske oljer), blitt foreslatt a spille en avgjgrende rolle i utviklingen av hjertelidelser hos laks.

Nofima har gjennomfgrt studier som viser at hgye nivaer av vegetabilske oljer i foret kan fgre til
akkumulering av fettdrdper i indre organer hos oppdrettslaks | et forsgk der effekt av sjgtemperatur
og innblanding av soyaolje i for til laks ble undersgkt viste Ruyter m. flere (2006) at laks ved 5 °C og
som hadde fatt 100 % soyaolje (SO) i foret hadde signifikant hgyere fettinnhold i leveren enn laks
som hadde fatt 100 % fiskeolje (FO) eller 50 % SO. Ingen slik effekt ble pavist ved en sjgtemperatur
pa 12 °C (Fig. 5).
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Fig. 1. Fat content (%) of the liver. Atlantic salmon were fed either
100% FO (100% fish o1l diet); 50% SO (50% soybean oil diet) or
100% SO (100% SO diet), and the fish were kept at 5 or at 12 °C.
Different letters mdicate significant differences ( £ <0.05). Data are
means + SEM (n=3).

Figur 5 Fettinnhold i lever hos laks féret ulike dietter — se tekst. Figur 1 fra Ruyter m. flere (2006)



Leversnitt fra disse fiskegruppene, farget med toluidin bld og alkalin fuksin som synliggjgr
fettakkumulering som en grgnn farge, viste ingen eller svaert lite grgnnfarge i lever hos laks holdt ved
12 °C (Fig. 6A), men sterk farge for fettakkumulering hos 100 % SO dietten (Fig. 6B) og mer moderat
for 100 % FO gruppa ved 5°C (Fig. 6C).

Fig. 4. Sections of liver from salmon fed either 100% fish oil (100% FO) or 100% soybean oil (100% SO) and kept at 5 or 12 °C. Staining with a
mixture of toluidine blue O and alkaline fuchsin gives lipid accumulations a green colour (arrowheads). Hepatocytes from both feeding groups
kept at 12 °C showed no or very little staining; an example from 100% SO fed fish is shown (A). Hepatocytes from fish fed the 100% SO diet
and kept at 5 °C were strongly stained for lipids (B), whereas hepatocytes from fish fed the 100% FO diet and kept at 5 °C were more
moderately stained (C). Bars=100 pm.

Figur 6 A, B, C. Leversnitt fra laks féret ulike dietter — se tekst. Figur 4 fra Ruyter m. flere (2006)

| denne forsgksserien hos Nofima ble det ogsa dokumentert at gkt fettavleiring ved hgy innblanding
av vegetabilsk olje kunne ha sammenheng til redusert niva av n-3 fettsyrene EPA og DHA i foret (Kjeer
m. flere 2008). | dette forsgket ble laks gitt fire ulike for, enten fiskeolje, rapsolje (RO), EPA-anriket
olje eller DHA-anriket olje. Ved @ bestemme fettarealet i leverceller innsamlet fra de ulike
fiskegruppene fant man hgysignifikant gkt fettareal hos laks som hadde fatt RO (Fig. 7A). De fant
ogsa et meget lavt fettareal i levercellene hos laks gitt olje anriket med EPA (Fig. 7A). Ved bruk av
elektronmikroskopi ble det videre pavist stgrst mitokondrie-areal hos laks som hadde fatt EPA-
anriket olje. Mitokondriene er "energifabrikken” i cellene og det ble pavist signifikant hgyere areal i
leverceller fra laks gitt EPA-anriket olje, sammenlignet med laks som hadde fatt rapsolje (Fig. 7B).
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Fig. 4. Lipid and mitochondrial areas in hepatocytes. Lipid and mitochondrial areas of hepatocytes were determined morphometrically. Three fishes per dietary group.
and an average of 15 micrographs were analysed per fish. The values shown are the areas of lipid or mitochondria relative to the total cell area (excluding the nuclei).
The values given are means=SEM (n=3). Different letters indicate significant differences (p <0.05). FO=fish oil diet; RO =rapeseed oil diet; EPA=EPA-enriched oil

diet; DHA=DHA-enriched oil diet.

Figur 7 A og B. Fett (lipid)- og mitokondrieareal i leverceller hos laks gitt fér med ulik olje. Figur 4 fra Kjeer
m. flere (2008)

Resultatene fra dette forsgket viste videre at fettsyresammensetningen i foret markert influerer den
endogene fettsyresammensetningen og fettinnholdet i leverceller hos oppdrettslaks. | tillegg var
sekresjonen av glycerolipider fra levercellene lavere hos laks féret med de anrikede EPA- og DHA-
diettene, sammenlignet med RO-dietten. Fettsekresjon fra lever til blodbanen bestemmer i stor grad
fettnivaet i blodbanen. Hgyt fettniva i blodbanen er vist 3 veere en meget viktig risikofaktor for
dannelsen av arteriosklerotiske plakk og forekomst av hjerte-karsykdom i mennesker. Denne
sammenhengen er forelgpig ikke pavist i fisk, men vare data (Kjaer m. flere, 2008, Vegusdal m. flere,
2005) viser at planteolje, ssmmenlignet med marine olje, fgrer til gkt fettsekresjon fra leverceller hos
laks, som igjen kan indikere gkt risiko for dannelse av arteriosklerotiske plakk. Sammenfattet tyder
resultatene pa at EPA og DHA har ulike fettregulerende egenskaper. Bade EPA og DHA inhiberer
syntese og sekresjon av fett (triglyserider), men det er bare EPA som gker antall mitokondrier og
dermed gir gkt fettforbrenningskapasitet.



2 Prosjektmal nytt feltforspk/hovedprosjekt med oppstart i 2011

2.1 Hovedmal

Hovedmalet med disse prosjektene er 8 dokumentere om og i hvor stor grad hgye nivaer av rapsolje i
foret, i kombinasjon med lave sjgtemperaturer, gker risikoen for hjertelidelser, dgdelighet og gkte
produksjonskostnader i oppdrett av regnbuegrret pa Grieg Seafood’s lokaliteter i Finnmark.
Prosjektene er en viderefgring av forprosjekt 21061 som ble ferdigstilt i 2010.

Slik kunnskap er avgjgrende for a kunne redusere utfordringene med deforme hjerter, gkt dgdelighet
og nedsatt forutnyttelse, og vil veere et viktig verktgy for oppdrettere under slike ekstreme miljger i
nordomradene til & forbedre produksjonen mht fiskevelferd, overlevelse, vekst og
kostnadseffektivitet.

2.2 Delmal

1) Dokumentere om et hgyt niva av rapsolje pavirker cellefunksjon i hjerte og lever (analysert som
fettforbrenningskapasitet og genuttrykk av stress- og betennelsesmarkgrer).

2) Dokumentere om et hgyt niva av rapsolje i for til regnbuegrret, kombinert med lave
sjgtemperaturer, gker risikoen for hjertelidelser og dgdelighet (fortrinnsvis forarsaket av
arteriosklerose).

3) Dokumentere om effekten av hgyt niva av rapsolje i for til regnbuegrret pa fett og fettsyreprofil i
lever og hjerte gker med fallende sjgtemperatur

4) Dokumentere eventuelle effekter pa produksjonsegenskaper sett i sammenheng med et hgyt niva
av rapsolje i foret.

5) Dokumentere endringer i pigment (viktig antioksidant), fett og fettsyreprofil i grretmuskel som
folge av forendringer.

6) @ke kompetansen hos alle ansatte om produksjon av regnbuegrret under de ekstreme
produksjonsmessige forholdene som eksisterer i Finnmark

2.3 Forventet nytteverdi

| dag produserer férleverandgrene stort sett de samme férene over hele Norge. Et viktig aspekt i
dette prosjektet blir derfor 3@ underspke om det arktiske miljget i Finnmark krever spesielle
produksjonsmessige lgsninger og en forsammensetning tilpasset dette miljget. Teoretisk er det riktig
a blande inn rapsolje i fiskeféret om vinteren for a fa et sa lavt smeltepunkt pa férfettet at dette ikke
"stivner” i tarmen pa fisken, men dersom vegetabilske oljer har sa negative effekter pa
regnbuegrreten som vare innledende studier kan tyde p3a, ma nivaet i féret balanseres opp mot slik
kunnskap.

Dersom prosjektet blir vellykket gnsker deltagerne i prosjektet, sammen med Nofima, a utvikle et
innovativt og klimatilpasset dynamisk forkonsept for oppdrett av regnbuegrret spesielt, men ogsa



oppdrett generelt. Vi mener at dette kan gi et viktig bidrag til verdiskapning i det naturgitte arktiske
oppdrettsmiljget i nord.

Prosjektet vil fremskaffe helt ny og apen kunnskap om samspillet mellom hjertelidelse, dgdelighet,
forutnyttelse og vekst pa den ene siden og forsammensetning og sjgtemperatur pa den andre siden. |
tillegg er prosjektet en forutsetning for & kunne gjennomfgre det innvilgede regionale
forskningsprosjektet mht. viktig grunnleggende forstaelse av hjertelidelser i nord relatert til
fettsyresammensetning i foret.

Implementering av denne nye kunnskapen i fremtidig produksjonsmetode vil utgjgre en stor
forbedring i form av en langt mer dynamisk og kostnadseffektiv produksjon av regnbuegrret i
Finnmark som er bedre tilpasset og mer i takt med lokale endringer i miljpet.

Innovasjonsgraden i prosjektet vil hovedsakelig veere & utvikle en bedre forstaelse av sammenheng
mellom vegetabilske forravarer i kombinasjon med ekstreme sjgtemperaturer mht regnbuegrretens
velferdsmessige, helsemessige og fysiologiske tilstand

2.4 Prosjektgruppe

Grieg Seafood Finnmark

Tor Eirik Homme, Direktgr For og Ernaering tor.eirik.homme@griegseafood.com

Randi Rydland, Produksjonssjef Finnmark randi.rydland@griegseafood.com
Nofima

Solveig van Nes, Seniorforsker solveig.van-nes@nofima.no
Kjell-Arne Rgrvik, Professor kjell-arne.rorvik@nofima.no
Bente Ruyter, Seniorforsker bente.ruyter@nofima.no
Tone-Kari Knutsdatter @stbye, Forsker tone-kari.ostbye@nofima.no
Jens-Erik Dessen, Forsker jens-erik.dessen@nofima.no

2.5 Styringsgruppe

Tor Eirik Homme, Grieg Seafood ASA tor.eirik.homme@griegseafood.com

(Leder for styringsgruppe)

Tommy Hansen, Nordlaks AS tommy.hansen@nordlaks.no
Harald Sveier, Lergy Seafood Group ASA harald.sveier@leroy.no
Merete Bjgrgan Schrgder, FHF merete.shroder@fhf.no

Fagsjef Fiskehelse, Sjgmat og Helse, er Observatgr i styringsgruppe
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3 Prosjektgjennomfgring

3.1 Gjennomfgring

3.1.1 Fiskegrupper, lokaliteter og tidsramme

Prosjektperiode: 2011.05.01 — 2013.05.31 (FHF: 2012.02.15 - 2013.05.31)

Fiskegrupper, lokaliteter og tidsramme

Prosjektet ble pabegynt med planleggingsaktiviteter og forberedelser varen 2011.
Feltforsgket ble gjennomfgrt pa lokalitet Laholmen beliggende i Lafjorden, Finnmark.

Det ble benyttet regnbuegrret som ble satt ut hgsten 2010. Feltforsgket/féringsforsgket med
forskjellig sammensetning av foroljer ble giennomfgrt i perioden uke 36 (september) 2011 og fram til
slakt vinteren 2012/2013.

3.1.2 Forsgksdesign

Det ble i prosjektet benyttet 6 merder: 3 opprinnelige merder ble splittet i 2, der grret i den
opprinnelige merden ble kontrollgruppa, mens grret overfgrt til ny merd ble forsgksgruppa. Slik ble
det totalt 3 kontrollmerder og 3 forsgksmerder per behandling/fértype (Fig 8). Dette for a gi
ngdvendig sikkerhet i den statistiske analysen og dermed gke forstaelsen av resultater/forskjeller
mellom grupper.

KONTROLL FORSZK

5040 5041

~ 1000 gr ~ 960 gr
5050 5051

~ 850 gr ~ 800 gr

5060 5061
~ 740 gr ~ 720 gr
FOROLJE:
70% 30%

Figur 8 Forsgksoppsett pd lokalitet Laholmen i Lafjorden. Tre opprinnelige merder er fordelt i 3 kontroll og
3 forsgksmerder med ulik innblanding av vegetabilske oljer
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Kontrollgruppa gikk i hele forsgksperioden pa standard foringsregime for GSFF med hgy innblanding
av vegetabilsk olje i forfettet (70% raps). Samtidig fulgte forsgksgruppa et optimalisert/endret
foringsregime (70% Ser Amerikansk olje og dermed betydelig hgyere nivaer av EPA/DHA i foret).

Fra og med midten av september 2012 ble det i tillegg gjort endringer i sammensetning av
hovednaeringsstoffer mellom grupper (Fig 9): Kontrollfisken fortsatte pa et standard vekstfor for
grret hos Grieg (34% protein og 37% fett), mens forsgksfisken gikk over pa et noe magrere for og
med hgyere andel protein (38% protein og 33% fett). Dette for & dreie forsgksgruppen i retning av
bedre vekst og slakteutbytte (mindre fett i fisk og indre organer) i den siste forsgksperioden.
Forskjellen i fettkilde/sammensetning av oljeblanding i foret ble opprettholdt, slik at
hovedproblemstillingen vedrgrende EPA/DHA ikke ble endret.
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Figur 9 Utvikling i sigtemperatur pa lokalitet Laholmen i forsgksperioden. Forskjeller i sammensetning av
féroljer ble pdbegynt i uke 36/september 2011. Endringer i sammensetning av hovednaringsstoffer
ble pdbegynt i midten av september 2012

3.1.3 Appetitt, tilvekst, vektutvikling og dgdelighet

Det ble utfgrt rutinemessige daglige registreringer av miljgdata (sjgtemperatur) og produksjonsdata
(utféring, dgdelighet) som ble rapportert ukentlig fra biologisk kontroller hos oppdretter til Nofima.
Basert pa tilsendte data predikerte Nofima akkumulert dgdelighet, appetitt/relativ utféring (SFR) og
tilvekst (VF3/TGC). Prediksjonene kunne indikere om forskjeller i sammensetning av féroljer hadde
en positiv effekt pa de nevnte produksjonsparameterene (Kap 4, Fig 10 t.o.m. 14).

3.1.4 Regelmessige uttak av fisk og analyser for dokumentasjon av effekter av ulik
oljesammensetning i for

Det ble gjort regelmessige uttak av 10 fisk per merd som representerte gjennomsnittlig rundvekt av
merd (Tab 3) for analyser/registrering av:
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1) Registrering utfgrt pa hel fisk:
- Rundvekt
- Slgydvekt
- Lengde
- Beregning av kondisjonsfaktor og utbytte/svinn

2) Analyse utfgrt pa muskel/filet:
- Fett i NKS-kotelett (viktig kvalitetsegenskap samt mal pa energiniva, malt med PhotoFish*)
- Farge og pigment (viktig kvalitetsegenskap, malt med PhotoFish*)

3) Analyse utfgrt pa hjerte:
- Hjertevekt i forhold til fiskevekt (cardiosomatisk index, CSI)
- Visuelle avvik i hjerteform (paere/rgr, normal)
- Visuelt synlig fettdeponering pa utside av hjerte
- Fettsyreprofil (kjemisk analyse, Folch)

4) Ved utvalgte tilfeller og ifm slakt ble det i tillegg utfgrt analyser av fettsyreprofil i muskel og
lever (viktig kvalitetsegenskap samt mal pa retensjon av EPA/DHA).

*PhotoFish = Digital bildeanalyse

Alle uttak til og med siste hgst (21.august 2012) ble utfgrt pa alle 6 merder (dvs. 3 forsgks- og 3
kontrollmerder). Det siste uttaket ble utfgrt pa 4 representative merder (2 forsgk og 2 kontroll).
Dette fordi slakt av kommersielle produksjonsarsaker matte pabegynnes pa de to merdene med
stgrst snittvekt allerede i november. Da det var gnskelig 3 gjgre det siste uttaket ved kaldest mulig
sjgtemperatur (se ogsa punkt 3.1.5), ble sluttuttaket utfgrt sa tett innpd utslakt av resterende 4
merder som mulig da forventet sjgtemperatur skulle vaere lavere i slutten av desember (se tabell 3 i
resultatdelen for uttaksdatoer og snittvekter).

3.1.5 Dokumentasjon av cellefunksjon i hjerte og lever ved lav sjgtemperatur

Lever- og hjerteceller ble isolert fra 6 grret fra hver forgruppe etter «fgrste vinter» i sjg (januar 2012,
1.5kg rundvekt) og ved inngang til andre vinter i sjg (desember 2012, 4,5kg rundvekt).

Cellene ble transportert til As og inkubert med radioaktivt substrat for in vitro studier av
forbrennigskapasitet som et mal pa lipidmetabolisme og cellefunksjon:

Leverceller ble dyrket med radioaktivt merket glyserol. Radioaktivt glyserol tas opp i leverceller og
benyttes som substrat i cellens produksjon av glyserolipider (fosfolipider, triglyserider og
monoglyserider). Glyserolipider kan enten lagres i cellen eller sekreres ut til cellemediet.

Hjerteceller ble dyrket med radioaktiv palmitinsyre (14C-16:0). Palmitinsyre er et godt substrat for
mitokondrienes fettforbrenning, men kan ogsa foresteres til mer komplekse lipider som fosfolipider,
triglyserider og monoglyserider i cellen.

Fra uttakene ble det ogsa isolert RNA fra leverbiopsier for & analysere uttrykk av gener involvert i
fettforbrenning.
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Dette ble gjort for 3 dokumentere hvorvidt et hgyt niva av rapsolje i for til regnbuegrret, kombinert
med lave sjgtemperaturer, pavirker hjertecellers og levercellers funksjon og pa sa mate kan vare
underliggende faktorer for utvikling av hjertelidelser og dgdelighet (fortrinnsvis forarsaket av
arteriosklerose).

3.1.6 For og kvalitetssikring

Anbefalt forsammensetning av forsgksfér ble i prosjektperioden fortlgpende avklart med operativt
ansvarlig driftsleder og i god tid fgr endringer i sammensetning skulle utfgres.

Det ble i prosjektperioden foretatt analyser av férene bade mht. hovedneeringsstoffer og
fettsyreprofil (se tabell 5, avsnitt 4.3.1 for oversikt).

14



4 Resultater og Diskusjon

a1 Produksjonsdata gjennom forsgksperioden (Basert pa tilsendte ukerapporter)

4.1.1 Dgdelighet

Utvikling i akkumulert dgdelighet viser at ukentlig dgdelighet var lav og stabil hos begge forgrupper
gjennom hele forsgksperioden, og uten paviselige forskjeller inntil pabegynt slakt i november (Fig
10). Dette antyder at ulik innblanding av foroljer i dette tilfellet ikke har vaert utslagsgivende for
overlevelse. Statistiske analyser basert pa slaktedata (Tabell 3) viser heller ingen forskjeller mellom
gruppene mht. dgdelighet (Kontroll: 4,9% vs. Forsgk: 5,3%, P=0,55). Den generelt noe hgyere
dgdeligheten for begge grupper basert pa slaktedata skyldes at slaktingen foregikk fram til slutten av
februar 2013, mens forsgksperioden ble avsluttet nar man begynte slakt pa fgrste merd i november
2012.
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Figur 10  Akkumulert dgdelighet i forsgksperioden

4.1.2 Forinntak, tilvekst og vektutvikling

Tilsendt ukentlige produksjonsdata gjennom forsgksperioden viste at regnbuegrreten i
forspksmerdene hadde noe lavere appetitt i ukene etter splitting av merdene. Vi ser imidlertid av
Figur 11 at lavere forinntak i forsgksmerdene startet fgr vi begynte med forsgksforet. Det er derfor
ingen grunn til & tro at nedsatt appetitt har noe med selve det marine forsgksforet a gjgre (for
eksempel smakelighet). Jfr. forsgksplanen ble tre opprinnelige merder pa lokaliteten splittet i to, der
regnbuegrreten som ble igjen i den opprinnelige merden ble kontrollgruppa, mens grret overfgrt til
ny merd ble forsgksgruppa. Siden redusert appetitt ble observert umiddelbart etter splitting kan
dette skyldes stress pafgrt forsgksfisken da det ble benyttet brgnnbat under splittingen og overfgring
til ny merd. Dersom dette er hovedforklaringen, viser tilsendte produksjonsdata fra lokaliteten at
sorteringsstresset fgrte til redusert foropptak i over to maneder og at tilveksten i denne perioden ble
redusert tilsvarende (Fig 12). Vare beregninger viser at den reduserte appetitten kan ha fgrt til en
tilvekstreduksjon pa stgrrelsesorden ca. 100 gram (Fig 13).
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En oversikt fram til begynnelsen av november 2012 (inntil sulting pa fgrste av de seks merdene ble
pabegynt) viser at tilvekst og vektgkning (Fig 12-14) er stabilt bedre for regnbuegrret gitt forsgksfor
med hgyt innhold av marine oljer sammenlignet med kontrollféret (endring i oljesammensetning
pabegynt medio september 2011, endring i protein/fett ratio pabegynt 4.september 2012). Det er
grunn til a tro at tilvekstforskjellene mellom forsgks- og kontroll-gruppene hadde veert stgrre dersom
begge grupper hadde vaert utsatt for samme behandling ved splitting av de opprinnelige merdene pa
lokaliteten.
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Figur 11 Relativt daglig férinntak (%) — SFR — i prosjektperioden. Data er presentert som et glidende snitt av
tre uker
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Figur 12 Tilvekst (TGC / VF 3) i prosjektperioden. Data er presentert som et glidende snitt av tre uker
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Figur 14  Estimert vektutvikling i prosjektperioden

4.1.3 Oversikt produksjonsdata med statistikk

Siden vi benyttet et fgrsgksopplegg hos Grieg der hver av de opprinnelige ngtene pa lokaliteten ble
splittet i to har vi hovedsakelig benyttet parvise t-tester ved den statistiske bearbeiding av

produksjonsdataene basert pa slaktedata. Saledes er resultatene fra merd 5040 testet mot
resultatene for merd 5041, merd 5050 mot 5051 og 5060 mot 5061 i en samlet test. Dette er mer

korrekt enn 3@ benytte en generell variansanalyse der alle merdene i utgangspunktet anses a veere

uavhengige.
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Rundvekt ved slakt er signifikant hgyere for regnbuegrret gitt forspksfor sammenlignet med
kontrollgruppa (Tabell 2). Vi legger merke til at begge grupper star oppfgrt med tilnsermet identisk
sum dggngrader (P=0.90) i forsgksperioden slik at den observerte forskjellen i slaktevekt i
utgangspunktet ikke kan bortforklares med ulik produksjonstid. Noe av vektforskjellene ved slakt kan
forklares ved en trend (P=0.08) til hgyere startvekt for regnbuegrreten i forsgksgruppa, men nar man
justerer for dette er det fremdeles en signifikant hgyere vektgkning hos regnbuegrret gitt forspksfér
med hgy innblanding av marine oljer (+ 430 gram, P=0.03).

Det endelige beviset for bedre vekst hos forsgksgruppa far man normalt ved a beregne vekstfaktoren
(TGC/VF3). Vekstfaktoren er utviklet nettopp for a korrigere for eventuelle ulikheter i fiskevekt og
sum dggngrader. Vekstfaktoren i seg selv sier altsa ikke noe konkret om hvor stor en fisk blir, men
bare hvordan den vokser relativt til stgrrelse og sjgtemperatur. Ved beregning av vekstfaktor og
giennomfgringen av de statistiske beregningene oppdaget vi at kontrollmerd 5050 skilte seg ut mht.
TGC, men ogsa mht. FCR, i forhold til de to andre kontrollmerdene 5040 og 5060. Siden dette avviket
langt overstiger krav til «uteligger» som er > 4 SD fra gjennomsnittet i kontrollgruppa, er beregnet
TGC og FCR for merd 5050 ikke representativ for kontrollgruppa. For at de resultatene vi produserer
skal vaere mest mulig reproduserbare for Grieg/naeringen har vi derfor valgt & utelate TGC og FCR fra
merd 5050 i de statistiske beregningene. Siden dette prosjektet benyttet tre paralleller pr. fortype er
det mulig a fjerne en «uteligger» og fortsatt gjennomfgre statistiske analyser. Vi ser av Tabell 2 at,
etter var mening, en objektiv tolkning av produksjonsdata viser en statistisk sikker (2,74 vs. 2,50,
P=0,01) bedre vekstfaktor (TGC) for regnbuegrret gitt forsgksfér med hgy innblanding av marine oljer
enn kontrollgruppa. | tillegg, en sterk indikasjon (1,31 vs. 1,41, P=0,07) pa at ogsa forutnyttelsen ogsa
har veert bedre for den marine fortypen.

Tabell 2 Oversikt over produksjonsdata basert pd slaktedata

STATISTIKK
P-verdi

ANTALL SEPTEMBER 2011 0,27
RUNDVEKT SEPT (Gram) 0,08
BIOMASSE SEPT (Kg) 0,52
FORFORBRUK (Kg) 0,73
ANTALL SLAKTET 0,28
RUNDVEKT SLAKT (Gram) 0,01
BIOMASSE SLAKT (Kg) 0,58
VEKT@KNING (Gram) 0,03
BIOMASSE@KNING (Kg) 0,59
Sum DGR 0,90
SFR (%) 0,20
SGR (%) 0,67
FCR biol 0,07
FCR gko 0,06
TGC (VF3)* 0,01
D@DELIGHET (%) 0,55

4.2 Kvalitetsegenskaper

Alle uttak av fisk til analyser til og med siste hgst (21.august 2012) ble utfgrt fra alle 6 merder (dvs. 3
forsgks- og 3 kontrollmerder). Det siste uttaket ble utfgrt fra 4 representative merder (2 forsgk og 2
kontroll) (Tab 3).
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Tabell 3 Oversikt over uttak av fisk for analyser. *Uttak nr. 1 representerer «nulluttaket» - dvs., uttak av fisk
er foretatt innen endringer i forsammensetning er pdbegynt

SNITT RUNDVEKT (g) UTTAK

UTTAK NR DATO ANT. MERDER FORS@K KONTROLL
1* 13.sep.11 6 723 871
2 24.jan.12 6 1804 1813
3 22. mai.12 6 2371 2499
4 21. aug.12 6 3478 3255
5 13. des.12 4 4350 4220

Figurene 15 — 20 representerer derfor gjennomsnitt av 3 (hel linje) henholdsvis 4 (stiplet linje)
merder.

Til og med kvalitetsmaling utfgrt 21.august 2012 har den eneste forskjellen mellom grupper veert
ulikt innhold av EPA/DHA i foret. Fra og med 4.september gikk forsgksfisken over pa et noe magrere
for med hgyere andel protein, mens den samme forskjell i fettsyreprofil ble opprettholdt.

4.2.1 Endring i pigment og muskelfett

@yensynlige forskjeller i Astaxanthin- og fett-niva i muskel fgr prosjektoppstart (Fig 15 og 16) kan
trolig forklares med forskjeller i snittvekt i selve uttaket (snittvekt i uttak fra forsgksgruppen var ca
150 gram/ 17 % lavere enn snittvekt i uttak tatt ut fra kontroll). @vrige uttak viste en jevn gkning i
fargekvalitet og muskelfett uten statistiske forskjeller mellom grupper.

Ved siste uttak i desember 2012 var @grreten generelt sett av god kvalitet mtp farge og fett; analysene
viste slank @rret (snitt muskelfett under 18 %) samt tilstrekkelig god fargekvalitet, men et
pigmentniva pa litt over 12mg astaxanthin/kg i en av kontrollmerdene (5060) er vel naer nedre
grense for hva man bgr ha i regnbuegrret (Fig 15). Trenden som viser bade hgyere farge og fett i
muskel i gruppen som har gatt pa en marin profil er imidlertid ikke signifikant (Tab 4). Arsaken til
dette er hovedsakelig ikke at forskjellene i gjennomsnittverdier er sma, men mer at det er for stor
variasjon mellom merder innen samme fortype.
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Figur 15  Madlt endring i muskelpigment over tid (venstre) og i forhold til rundvekt (hgyre)
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4.2.2 Endring i kondisjonsfaktor og slgyesvinn

Kondisjonsfaktor og slgyesvinn viste en sammenfallende gkning i uttaket utfgrt andre hgst i sjg
(21.august) i forsgksgruppa med marin profil. Fra uttaket i slutten av august og til uttaket i midten av
desember (13.desember) var det en klar nedgang i bade KF og slgyesvinn i begge grupper som trolig
kan tillegges en nedgang i innvollsfett (fettreserver). Trenden i forskjeller mellom grupper i
slgyesvinn og KF var ikke signifikante (Tab 4).
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Figur 17  Madlt endring i kroppsform over tid (venstre) og i forhold til rundvekt (hgyre)
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4.2.3 Endring i totalfett i hjerte

Analyser av totalfett i hjertet viste ingen forskjeller mellom grupper. Generelt sett var det en liten
gkning i fettinnhold i hjerte med gkende fiskestgrrelse, men ikke nevneverdig sammenlignet med
gkningen i muskelfett som er vanlig med gkende fiskestgrrelse. Pa sa mate kan det framsta som
fettinnhold i hjertet hos @rret varierer uavhengig av muskelfett, og at akkumulering av fett
reguleres/stabiliseres nar et fettinnhold pa 4-4.5 % er oppnadd. Det samme fettniva ble observert i
2010 (Fig 1B.)
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Figur 19  Madlt endring i totalfett i hjerte

4.2.4 EndringiCSI

Registreringer av utvikling i CSI over tid viste en liten nedgang med gkende fiskestgrrelse, hvilket er
«normalen» (Fig 20) Den markerte nedgangen i slutten av august/andre hgst i sjp sammenfaller med
hgyest registrerte kondisjonsfaktor (Fig 17) og slgyesvinn (Fig 18) i prosjektperioden. Dette antyder
at det trolig ikke er en faktisk nedgang i hjertevekt, men snarere at gkt overskuddsfett rundt innvoller
ledet til en hgyere kroppsvekt relativt til hjertet.
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Figur20  Madlt endring i kardiosomatisk index (CSl) i prosjektperioden
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4.2.5 Fettnivailever

Det ble funnet likt fettinnhold (8.2%) i leveren hos de to foringsgruppene ved avslutning av forsgket i
desember 2012. Det ble saledes ikke funnet antydning til hgyere fettdeponering i leveren til
regnbuegrreten som hadde fatt kontrollfor med 70% innblanding av raps olje sammenliknet med
regnbuegrret gitt forsgksfor med 70% innblanding av marin olje. Dette selv om kontrollgruppa i
tillegg i siste del av forsgksperioden (fra september 2012) hadde et hgyere fettinnhold i foret enn
forspksgruppa (36,5 % vs. 32,8 %; tabell 4).

Dette er innledningsvis ikke sammenfallende med hva Nofima tidligere har funnet for laks (se avsnitt
1.2). | et forsgk der effekten av sjgtemperatur og innblanding av soyaolje i for til laks viste Ruyter m.
flere (2006) at laks ved 5 °C, og som hadde fatt 100 % soyaolje (SO) i foret, hadde signifikant hgyere
fettinnhold i leveren enn laks som hadde fatt 100 % fiskeolje (FO) eller 50 % SO. Ingen slik effekt ble
pavist ved en sjgtemperatur pa 12 °C (Fig. 5). Flere studier har vist gkt fettinnhold i lever til laks nar
fiskeolje erstattes med hgye niva av rapsolje foret (Liland m. flere 2013, Mgrkgre m. flere., 2013). En
studie med grret har i motsetning til studiene med laks, vist at hgye niva av planteoljer ikke pavirker
opptak, transport og syntese av fett i lever til grret (Richard m. flere 2006). En studie av Polakof m.
flere (2011) har videre vist at karbohydrat i for og insulinniva i blod pavirker fettsyntese i lever til
grret. Forskjeller mellom laks og @rret nar det gjelder hvordan hgye niva av rapsolje i for pavirker
fettdeponering i lever, kan skyldes eventuelle artsforskjeller og andre miljgfaktorer. En mulig arsak til
at vi ikke fant gkt fettakkumulering i leveren i vart forsgk med regnbuegrret kan veere at
sjgtemperaturen pa 6 °C ved sluttuttaket ikke var lav nok. Imidlertid nar vi ser pa sjgtemperaturen
giennom hele forspket (Fig. 9) sa sees at sjptemperaturen aldri har vaert over 9 °C pa lokaliteten i
Nord. | tillegg var sjgtemperaturen vinteren 2012 3-4 °C i hele perioden februar-april. Det kan derfor
virke litt rart at det lave temperaturregimet i Nord ikke skulle fremprovosere fettakkumulering i indre
organer hos regnbuegrreten dersom innblandingen av vegetabilsk olje i foret hadde vaert hgy nok. En
arsak til at vi ikke fant gkt fettniva i leveren hos kontrollgruppa kan derfor vaere at 70 % innblanding
av rapsolje ikke er nok til & fremprovosere den forventede gkning i fettakkumulering. De samme
forene som ble benyttet i vart forsgk med regnbuegrret i Nord ble ogsa ble benyttet i et FHF-prosjekt
pa laks (FHF #900653, Mgrkgre m. flere 2013) pa Nofimas forsgksanlegg pa Mgre. | dette prosjektet
ble de to férene benyttet i perioden august 2011 til mars 2012. Gjennomsnittlig sjgtemperatur var
8,8 °C i hele forsgksperioden. Ved sluttuttaket i mars, ved 6 °C, ble det funnet ca dobbelt s3 hgyt
fettniva i lever til laks gitt 70 % rapsolje sammenlignet med i laks gitt 70% marin olje (ca 10 % vs 5 %
fett i leveren).

Man kan ikke konkludere utfra de sammenlikningene som er beskrevet over, men det er grunn til 3
underspke naermere om lave sjgtemperaturer, i kombinasjon med hgyt niva av vegetabilske oljer i
foret, ikke har samme negative effekt pa fettakkumulering i indre organer hos regnbuegrret som vist
for laks.
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4.2.6 Oversikt kvalitetsdata med statistikk

Tabell 4 Oversikt over kvalitetsdata basert pa sluttuttak fra merd (fire merder)
KONTROLL FORSGK KONTROLLI FORSOK |[FORSOK vs|STATISTIKK
MERD 5050 MERD 5060 | MERD 5051 MERD 5061 GJENNOMSNITT KONTROLL] P-verdi
RUNDVEKT (Gram) 4351 4088 4116 4583 4220 4350 130 0,78
KONDISJONSFAKTOR 1,75 173 1,85 199 [ 174 " 192 0,18 0,29
FETT | MUSKEL (%) 173 155 172 182 [ 164 " 1717 13 0,52
ASTAXANTHIN (mg/kg) 145 123 141 153 [ 134 ¢ 147 13 0,60
SLAKTEUTBYTTE (%) 832 865 849 842 [ 849 " 848 0,3 09
BUKVEGGTYKK. (mm) 16,9 16,3 17,4 161 [ 166 " 168 0,1 05
HJERTE; CSI 0,068 0,074 0075 0,072 P 0,071 z 0,074 0,002 0,75
LEVER; HSI 0,98 097 1,02 106 [ 098 " 104 0,07 0,20
4.3 Fettsyreprofil; EPA/DHA i for og vev
4.3.1 Analyserte verdier av EPA/DHA i for
Tabell 5 Oversikt over analyserte verdier av hovednaeringsstoffer samt EPA/DHA i f6r
UTFORING  ANALYSEDATO PELLETSTR FORTYPE PROTEIN (%) FETT(%) EPA/DHA % olje EPA/DHA % for
17.11.2011 7mm KONTROLL (A) 42 31,7 7,9 2,5
17.11.2011 7mm FORS@K (B) 42,3 31,9 17,6 5,6
07.02.2012 7mm KONTROLL (A) 41,8 31,1 7,9 2,5
SEP 2011 07.02.2012 7mm FORS@K (B) 41,7 31 17,6 5,5
- 07.02.2012 9mm KONTROLL (A) 34,6 35,7 8,8 3,1
SEP 2012 07.02.2012 9mm FORS@K (B) 34,4 37 18,8 7,0
31.05.2012 9mm KONTROLL (A) 33,8 37,5 8,4 3,2
31.05.2012 9mm FORS@K (B) 33,5 36,7 16,8 6,2
SEP 2012 - 29.11.2012 9mm KONTROLL (A) 35,1 36,5 9,4 3,4
NOV 2012 29.11.2012 9mm FORS@K (B) 37,3 32,8 20,1 6,6

4.3.2 Andel EPA/DHA av fettsyrer i for og vev i sluttuttak

Som forventet viste analyser av fettsyreprofilen i muskelen at andel EPA/DHA hadde stor likhet med
fettsyreprofilen av EPA/DHA i foret (Fig. 21). Imidlertid, nar det gjelder lever og hjerte sees av Figur
21 at andel EPA/DHA gker utover férniva bade for kontroll og forsgksgruppene, mest i hjertet. Vi
legger videre merke til at den relative gkning er stgrst for kontrollgruppa med lavest innhold av
EPA/DHA i foret. Hos denne gruppa var EPA/DHA-andelen i leveren litt over dobbelt av nivaet i
kontrollforet, mens i hjertet var denne andelen gkt ytterligere til tre ganger nivaet i kontrollforet. Vi
fant ogsa at vitale indre organer hos regnbuegrreten akkumulerer en stor andel EPA/DHA fra foret og
relativt mest hos de som far minst tilgang til disse vitale fettsyrene gjennom féret.

Videre viste analysene av fettsyreprofil at det i for og muskel var mer mettet fett enn EPA/DHA,
samtidig som det i hjerte og lever ble akkumulert mindre mettet fett enn EPA/DHA.
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Figur21  Andel EPA/DHA av fettsyrer i vev/fér (venstre) for forsgksgruppe med marin profil sammenlignet
med kontrollgruppe med vegetabilsk profil. Hgyre graf viser samme fettsyreprofil inkludert mettede
fettsyrer (N-0)

Ved & beregne gram EPA/DHA pr. 100 gram muskel (Fig. 22) sees at fettsyreprofilen gjenspeilet helt
tydelig den ulike sammensetningen av féroljer mellom férene/gruppene og var i henhold til planen:
Forspksgruppen hadde ca. dobbelt s& mye EPA/DHA som kontrollgruppen i foret hvilket er omtrent
det samme forholdet som vi fant igjen i filet.
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4.3.3 Oversikt fettsyreprofil med statistikk

Tabell 6 Oversikt over fettsyreprofil i vev basert pd sluttuttak (4 merder)

| FORS@K vs | STATISTIKK

GJENNOMSNITT KONTROLL P-verdi

EPA/DHA HJERTE T ; 555 0,025

EPA/DHA LEVER 6,05 0,005

EPA/DHA MUSKEL 1,34 0,013

N-0 HIERTE 465 0,001

N-0 LEVER 3,20 0,001

N-0 MUSKEL 1,14 0,023

4.4 In vitro studier av cellefunksjon og studier av genuttrykk i hjerte og lever

4.4.1 Analyse av lipidmetabolisme i leverceller fra grret

Tidligere er det vist at vegetabilsk olje stimulerer syntese og sekresjon av triacylglycerider (TAG) fra
lever, mens fiskeolje hemmer, bade i fisk og menneske. For a undersgke eventuelle effekter av ulike
foroljer ved kalde sjgtemperaturer pa fettomsetning i grret ble fettsyntese og utskillelse av fett
(lipidsekresjon) fra leverceller studert ved to ulike tidspunkter; januar 2012 og desember 2012.

TN v

Figur 23

Resultater fra begge prgveuttak tyder pa at leverceller fra forsgksgruppen, med hgyt niva av EPA og
DHA, har tendens til lavere niva av fettsyntese (lavere intracelluleert nivda av radioaktivt
glyseromerkede lipider) og redusert sekresjon (utskillelse) av glyserolipider til dyrkingsmediet
sammenlignet med kontrollgruppen med lavt niva av disse marine fettsyrene (Fig 24). Dette antyder
at leveren i gruppen som har gatt pa en marin profil har en hgyere fettforbrenningskapasitet grunnet
hgyere innslag av EPA i foret.

Disse resultatene er i overensstemmelse med tidligere resultater fra atlantisk laks, hvor sekresjonen
av glyserolipider fra levercellene var lavere hos laks foret med dietter anriket med EPA og DHA,
sammenlignet med rapsolje diett (Kjeer m. flere, 2008, Vegusdal m. flere 2005).
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Totalt niva av 3H merkede glycerolipider i ca 2 kg grret (Januar Totalt niva av 3H merkede glycerolipids i ca 4 kg grret
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Figur 24  Syntese (intracelluleert) og utskillelse (sekrert) av lipider (fett) i leverceller isolert fra 2 og 4 kg grret
hhv. januar 2012 og desember 2012

Figur 24 tyder pa en relativt hgyere kapasitet for fettsyntese i leverceller til 2kg grret (2 nmol)
sammenlignet med 4 kg grret (6-8 nmol), samtidig som sekresjonen av lipider var relativt lik ved de
to tidspunktene. Det er ikke klart hva som forarsaker forskjellene i fettsyntese ved de to stgrrelsene
av grret, men ser man dette i sammenheng med funnene fra hjerteceller i figur 27, ser man at
fettforbrenningen i hjertet er hgyere i 4 kg @rret enn i 2 kg grret. Dersom fettforbrenningen er
tilsvarende hgyere i lever, sa vil det kunne forklare lavere niva av radioaktivt syntetisert lipid i denne
gruppen pga at mer lipid gar til forbrenning.

Levercellene ble ogsa analysert for uttrykk av gener involvert i fettforbrenning, og resultater fra
januar 2012 viser signifikant gkt niva av disse (cpt1, aco, pparA og pparB) i forsgksgruppen (Fig 25).
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Figur 25  Uttrykk av gener involvert i fettforbrenning i leverceller (aco, cptl, pparA og pparB)
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4.4.2 Analyse av lipidmetabolisme i hjerteceller fra grret

| atlantisk laks er det tidligere vist at EPA og DHA kan stimulere fettforbrenningskapasiteten i
leverceller (Kjeer m. flere, 2008). | denne studien gnsket vi derfor 3 teste ut hvorvidt en diett med
enten hgyt eller lavt innhold av EPA/DHA ville pavirke fettforbrenningskapasiteten ogsa i hjerteceller
fra regnbuegrret.

Figur 26  Isolering av hjerte celler og dyrking av hjerte celler

Resultater fra analyser av hjertecellemetabolisme tyder ogsa pa gkt fettforbrenning i forsgksgruppen
med hgyt omega-3 nivd sammenlignet med kontrollgruppen med lavt omega-3 niva. Hjerteceller fra
bade januar 2012 og desember 2012 viser tendens til gkt fettforbrenning (Fig 27). Samtidig ser man
en tendens til gkt fettforbrenning i 4 kg @¢rret sammenlignet med 2 kg.

% oksidasjon av 14C-16:0 i forhold til opptak i hjerteceller fra % oksidasjon av 14C-16:0 i forhold til opptak i hjerteceller fra
2 kg grret (Januar 2012) ca 4 kg grret (Desember 2012)
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Figur 27  Oksidasjon av 14C-16:0 i forhold til opptak i hjerteceller isolert fra 2 og 4 kg @rret hhv. januar 2012
og desember 2012

Forestring av 14-C 16:0 i ulike komplekse lipider viser liknende mgnster i kontrollgruppen og
forsgksgruppen ved januar 2012 og desember 2012 (Fig 28). Palmitinsyre blir hovedsakelig
inkorporert i fosfolipider (50-70 %) og triglyserider (10-20 %) ved begge uttak.
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14-C merkede lipider i hjerteceller fra ca 2 kg grret (Januar 2012) 14-C merkede lipider i hjerteceller fra ca 4 kg grret (Desember
2012)
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Figur 28  14-C merkede lipider i hjerteceller isolert fra 2 og 4 kg @rret hhv. januar 2012 og desember 2012

4.4.3 Konklusjon cellekulturer

Da det ble observert lav dgdelighet innledningsvis i forspket ble det bestemt at det siste uttaket ogsa
skulle utfgres ved lavest mulig sjptemperatur og pa sterst mulig fiskevekt for a etterprgve den gkte
dgdeligheten i denne perioden for det innledende prosjektet i 2011.

Oppsummert ser det ut til at forsgksgruppen med hgy andel fiskeolje i féret har antydning til
redusert syntese og sekresjon av lipider i lever, ved begge prgvetidspunkter. | tillegg viser resultatene
antydning til gkt fettforbrenning i lever (genuttrykk) og hjerte. For gvrig ser det ut til at fisk pa 2 kg
prioriterer & benytte mer fett til lagring i triglyserid og mindre til forbrenning enn i fisk ved 4 kg hvor
man ser en hgyere fettforbrenning og lavere fettsyntese.
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5 Oppsummering og konklusjoner

Til tross for stor forskjell i EPA/DHA-niva i de to férene som ble benyttet i dette prosjektet ble det
ikke observert forskjeller i dgdelighet hos regnbuegrreten i Finnmark. Dette selv om forskjellene
mellom EPA/DHA-niva mellom grupper var stgrre i dette forsgket enn i 2010 (Tab 1 og Tab 5). En
arsak kan veere at dgdeligheten var meget lav. Akkumulert dgdelighet gjennom hele forsgksperioden
var mindre enn 4 % hos begge grupper (Fig 10). Selv ikke pa vinteren med sjgtemperaturer ned mot
3°C (Fig 9) var det antydning til gkt dgdelighet hos kontrollgruppen som hadde fatt for med 70 %
innblanding av rapsolje, og dermed lave omega-3 nivaer.

Nar det gjelder de omfattende cellestudiene av lever og hjerte sa ble disse utfgrt i to perioder ved
lave og fallende sjgtemperaturer (januar og desember 2012). Det ble ikke pavist statistisk sikre
forskjeller mellom forgruppene mht. syntese og utskillelse av lipider (fett) i leveren, eller
fettforbrenning i hjerte pa cellenivd. Den eneste signifikante observasjonen som ble registrert var
gkt fettforbrenning i leveren hos regnbuegrret gitt 70 % innblanding av hgy omega-3 marin olje, malt
som gkt genuttrykk, fgrste vinter i sjg (januar 2012).

For gvrig antydet resultatene fra cellestudiene at fisk pa 2 kg (januar 2012) prioriterer a benytte mer
fett til lagring i triglyserid og mindre til forbrenning enn i fisk ved 4 kg (desember 2012) hvor man ser
en hgyere fettforbrenning og lavere fettsyntese. Dette kommer ogsa overens med den observerte
nedgangen i kondisjonsfaktor og slgyesvinn siste vinter i sjg (Fig 17 og 18).

Selv om cellestudiene ikke klarte a pavise statistisk sikre forskjeller mellom forgruppene var det i
begge de analyserte vinterperiodene med lave sjgtemperaturer en trend til positiv effekt av hgy
innblanding av EPA/DHA i foret pa alle analyserte parametere relatert til kjente mekanismer knyttet
opp mot en hjertelidelse som arteriosklerose. En mulig forklaring pa at vi observerer kun positive
trender og ikke statistisk sikre responser pa det marine forspksforet nar det gjelder regnbuegrret kan
til en viss grad forklares gjennom de utfgrte analysene av fettsyreprofilen til EPA/DHA i for, muskel,
lever og hjerte (Fig 21). Som forventet viste analyser av fettsyreprofilen i muskelen at andel EPA/DHA
hadde stor likhet med fettsyreprofilen av EPA/DHA i foret. Imidlertid, nar det gjaldt lever og hjerte
pkte andel EPA/DHA utover nivaene i féret bade for kontroll og forsgksgruppene, og mest i hjertet.
Den relative gkning var stgrst for kontrollgruppa med lavest innhold av EPA/DHA i féret. Som omtalt i
resultatavsnittet var EPA/DHA-andelen i leveren litt over dobbelt av nivdet i kontrollforet, mens i
hjertet var denne andelen gkt ytterligere til tre ganger nivaet i kontrollforet. Vi legger altsa merke til
at vitale indre organer hos regnbuegrreten har gkt evne til 8 akkumulere EPA/DHA fra féret ved lave
andeler av disse fettsyrene i foret. | tillegg viste analysene av fettsyreprofil at det i for og muskel var
mer mettet fett enn EPA/DHA, samtidig som det i hjerte og lever ble akkumulert mindre mettet fett
enn EPA/DHA. Arsaken til positive trender men manglende statistisk sikre effekter hos @rret, som
Nofima tidligere har dokumentert i cellekulturer fra laks, kan derfor veere at for at celleveggene i
vitale indre organer skal kunne opprettholde sin funksjonalitet (spesielt ved lave sjgtemperaturer)
har regnbuegrreten evne til gkt opptak og akkumulering av EPA/DHA i fosfolipidfraksjonen i
cellemembranene. Videre, at 30 % innblanding av marine oljer denne gangen var tilstrekkelig for a
opprettholde funksjonaliteten av hjertet og hindre gkt dgdelighet pga arteriosklerose. En viktig
observasjon i denne sammenhengen er ogsa at analyser av totalfett i lever i sluttuttaket siste vinter i
sjp ikke viste forskjeller i fettdeponering i leveren mellom forgrupper. Dette er i motsetning til
tidligere funn hos Atlantisk laks, der gkt innblanding av vegetabilske foroljer har blitt satt i
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sammenheng med gkt fettutskillelse fra lever, og dermed gkt fett i blodbanen som igjen kan lede til
hjerte-/karsykdommer.

Oppsummert antyder dette mulige forskjeller mellom laks og @rret nar det gjelder hvordan hgye niva
av rapsolje i for pavirker fettdeponering i lever og at regnbuegrret tolererer hgyere innblanding av
vegetabilske foroljer, hvilket kan vaere avgjgrende kunnskap i oppdrettssammenheng.

Samtidig viser dette behovet for oppfelgende (dose-respons)studier som kan dokumentere hvor
eventuelt nedre grense mht. disse vitale fettsyrene i féret gar.

Til tross for at det ikke ble pavist forskjeller i dgdelighet, ble det pavist en signifikant bedre tilvekst
for regnbuegrret gitt forsgksfor med gkt innhold av EPA/DHA (Tabell 3). | tillegg hadde forsgksgruppa
en klar trend (P=0,06/0,07) til bade bedre biologisk og pkonomisk férfaktor enn kontrollgruppa. Siden
begge gruppene hadde tilnsermet samme férinntak (SFR), ma det bety at fordgyeligheten har veert
noe bedre for det marine forsgksforet med hgyt innhold av omega-3 og/eller at mer av
energiforbruket er blitt benyttet til vekst. Siden tilsetning av gkt rapsolje reduserer smeltepunktet i
foret og som kan vaere en fordel spesielt ved lave vintertemperaturer er det liten grunn til 3 tro at gkt
EPA/DHA har veert fordelaktig mht fordgyelighet av fettet i féret. Vi har ingen god forklaring pa
forskjellen i tilvekst mellom gruppene annet enn at selv om et hgyt nivd av marine oljer ikke
reduserte dgdeligheten sd kan det ha hatt en mulig helsegevinst som har gitt positivt utslag pa gkt
tilvekst.
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