Utredning: Effekter av endret fettsyre-
sammensetning i for til laks relatert til
fiskens helse, velferd og robusthet

"Fett for fiskehelse”

ﬂNofima

FISKERI- ©G HAVERUKSN/ERINGENS
FORSKNINGSFOND



http://www.nofima.no/
http://www.nifes.no/
http://www.fhf.no/

Prosjektgruppe og forfattere

Bente E. Torstensen, NIFES (Forskningsdirektar; Prosjektleder)
Bente Ruyter, Nofima (Seniorforsker, professor)
Nini Sissener, NIFES (Forsker)

Tone-Kari @stbye, Nofima (Forsker)

Rune Waagbg, NIFES (Forskningssjef, professor)
Sven Martin Jgrgensen, Nofima (Forsker)
Elisabeth Ytteborg, Nofima (Forsker)

Ida Rud, Nofima (Forsker)

Nina Liland, NIFES (Stipendiat)

Turid Markere, Nofima (Seniorforsker)

Jens-Erik Dessen, Nofima (Forsker)

Prosjektets styringsgruppe

Tor Eirik Homme, Grieg Seafood (leder av SG)
Leiv Tvenning, Marine Harvest.

Harald Sveier, Lergy Seafood Group ASA.
Bard Skjelstad, Salmar.

Merete Bjgrgan Schragder, FHF (observatar)

Kjell Naas, Norges forskningsrad (observatar)

Prosjektets referansegruppe
Grethe Rosenlund, Skretting ARC.
Sigurd Tonheim, Ewos.

Havard Jgrgensen, Biomar.




Innhold

o] o] oo H U U PP PUTOPOROPRTOP 5
(@] o1 3 1 .4 1= o 1o V- 6
Y= T T 0T oL o - AU POSTN 7
Oppsummering av kunnskapsstatus og FoU behov pa kort og lengre sikt ..........ccoveeceeeiiiieiiieeecieeennn. 8

Effekter av endret fettsyresammensetning i for til laks relatert til fiskens helse, velferd og robusthet

............................................................................................................................................................... 13
TaT 0] 1= oY o= S SURPPPRIR 13
Hva er kjent om minimumsbehov for omega-3 fettsyrer i laks 0g @rret ......cccceeeecieeeieciieeccciieeees 14

FErSKVaNNSTASEN ..ottt ettt ettt st sttt e b e e b e sbe e st e earean 14
YV 1010 1 = 1T PSS S 16
Hvordan definerer vi ernaeringsbehov i dagens intensive matproduksjon av laks og grret? ........... 18
Hvorfor er fett viktig for fiskens helse og velferd? Kort om funksjon av fett: ......cccccvveeeeiiiccnnnnnn.n. 19
N N Y=Y o F= e VR = i £V Y PP 20
Bioaktive fUNKSJONEr @V fELL ......ceii i e e e e e earee e e e araeas 22

DEL 1: Ernzeringsrelaterte helse- og velferdsutfordringer i oppdrett av laks og grret. ..........c.oec.......e. 26
Motstandsdyktighet mot infeksjoner inkludert inflammasjon ..........ccccoveeieciieicciee e 26
Katarakt 08 andre @YEelideISEr ........couiiiiiiiii ettt st sre e s e 28
BINNEISE ..ttt e re e s e e e 30

........................................................................................................................................................... 32
INNVOIISTETL. ...ttt sttt et e e bt e bt e shb e sab e et e e beebeesbeesbeesaeeentean 32
DKt fettdEPONEIING I IEVEN c..evivicteetecte ettt ettt et et eer e et r e et esbeebeeasesbeeasereeasennas 34
@kt fettdeponering FUNAE NJEITE .....ccuiceiericeeeecteeeeee ettt ettt er e et ebe et en e beereereebeennas 35

HIEIEE/KAI NISE....e ettt ettt b e et e et e e be e beesbeesbaeetbeeabeesbeebeesteesasesanenes 36

LI L 010 1= U OP ST TUROUSRPRION 37
Mikrobiota hos 1aKSEFISK........eiiiiiiiiee et 39

] 1 1= PSP TR 40

DEL 2; Samspill mellom fettsyresammensetning i for og andre faktorer komponenter i oljekilden.... 42

Samspill med andre NaeringsStOff i fOF ..o e e 43
Arvbare miljgeffekter - @Pigenetikk .........oocuiiii e e 45
DEL 3; Hvordan pavirker endringer av fett i for mengden i spiselig del........cccceeeeeieiiciiiieeeciiee e, 48
IMLEEEET FEEL. ettt ettt sttt st ettt e e bt e s bt e sat e sateeteebeesbeesaeesananas 50
ENUMETEET FOTE ..o ettt b e sttt e et e e b e sneesnne e 52



Forholdet mellom 0mMega-3 08 OMEEA-6......c..ueiiiiiiiieiciieee ettt e ettee e e e tte e e e e bte e e e e brae e e ebaeeeeeanes 54
Strategier for 3 optimalisere 1agring av EPA OZ DHA .........oooiiiiiieeeee ettt 57
Sesongvariasjoner i fTEtHIAGIING .......vei i a e 57
Optimalisering av fettsyrer i for for EPA 0g DHA retensjon ......c.veeeveciiieieiiiee et eeeeee e 58
Sluttforing far slakt (Finishing diet PEriod) ......c.cocceeecie e 59
Ressursregnskap for EPA 0g DHA ULNYEEEISE.....ccocuiiii ittt 60
Kan avl gi gkt kapasitet til 3 produsere og lagre EPA 0g DHA? .......occvviiiveiieecie e see s 60
GenNMOAIfiSEriNG AV fiSK ..o e e bee e e e et e e e e araeas 61
DEL 4; Sentrale hensyn som ma tas nar minimumsbehov for EPA og DHA skal bestemmes ............... 63
2] £T o T g =T o TP OO PSP P PRSP P TRUOPOTOPRPPPOINt 64

Foto: Helge Skodvin




Forord

Utredningen Effekter av endret fettsyresammensetning i for til laks relatert til fiskens helse,
velferd og robusthet (Robust fisk) “Fett for Fiskehelse” er finansiert av Fiskeri- og
havbruksneeringens forskningsfond (FHF) og er utfgrt av en prosjektgruppe bestdende av

forskere ved Nofima og NIFES.

En vitenskapelig prosjektgruppe med spesialkompetanse innen ernaring, fettomsetning hos
fisk, fiskehelse, metabolisme og -velferd ble ledet av forskningsdirektgr Bente E. Torstensen
(NIFES) i tett samarbeid med seniorforsker Bente Ruyter (Nofima). Prosjektgruppens
oppdrag var a sammenstille dagens kunnskapsstatus og identifisere kunnskapsbehov relatert
til  produksjon av robust fisk og fettsyresammensetning av spiselig del nar
fettsyresammensetning i for endres. En styringsgruppe og referansegruppe bestaende av
sentrale aktarer i for- og sjgmatnaringen ble opprettet for a sikre utredningens relevans for

naringen.

Prosjektet startet i mars 2013 og utredningen var ferdigstilt juni 2013. Det er gjennomfart to
telefonmgter med styringsgruppen undervegs i skriveprosessen i tillegg til dialog med
referansegruppen. Det har veert en god og apen dialog med representanter fra forindustrien
undervegs der alle har bidratt med upubliserte resultater og kunnskap relevant for
utredningen. 12.juni ble det gjennomfert et heldags arbeidsmgte ved NIFES med alle
involverte fra prosjektet og sjematneringen; forselskapene og sjgmatprodusentene, ogsa
representert ved FHL og NSL. Pa arbeidsmgtet ble utkast av utredningen grundig presentert
og diskutert. | tillegg har Merete Bjergan Schrgder (FHF) og Kjell Naas (Norges
forskningsrad) veert observatarer i arbeidet.

Da fettniva varierer i for er det presist a uttrykke mengden EPA og DHA fisken har spist som
% EPA+DHA i foret, og ikke som % EPA+DHA av total fett. Det er gjennomfart i denne

utredningen.

Bergen, 25.06.2013

Bente E. Torstensen



Oppsummering

Rapporten oppsummerer kunnskapsstatus for laks og errets minimumsbehov for EPA og
DHA. Det er fokusert pa minimumsbehov som sikrer optimal ytelse i form av vekst og
forutnyttelse, fiskehelse, -velferd og mengde omega-3 i fiskens filet. Nar mengden av de
marine ingrediensene i fiskefor gar ned ma de erstattes med andre fett og proteinkilder. Det er
derfor minst like viktig a fastsette gvre grense for omega-6, optimal mengde mettet fett,
enumettet fett og fytosteroler som pavirker fiskens vekst og forutnyttelse, helse, velferd og
mengde omega-3 i filet. Valg av alternative oljekilder i fremtidens for ber gjeres basert pa
laksens ernaringsbehov og toleransegrenser for ulike fettsyrer. Der kunnskapen er sprikende

eller mangelfull er det utredningens oppgave a identifisere kunnskapshull og FoU behov.

Det er forventet at endringer i fettsyresammensetningen i foret til laks og grret vil ha
konsekvenser for fiskens vekst, utvikling og helse. Grunnen er at fett og fettsyrer er helt
sentrale for en rekke biologiske funksjoner, som for eksempel regulering av cellenes
oppbygging, avlesing av  arvematerialet, og inflammasjonsrespons. Av de
fiskehelseutfordringene naeringen handterer i dagens havbruk, er fglgende fiskehelse og

velferdstilstander identifisert & bli pavirket av fettsyresammensetningen i foret:

*MOTSTANDSDYKTIGHET MOT VIRUS, BAKTERIER OG PARASITTER

*KATARAKT

*BEINUTVIKLING OG BEINHELSE

*HJERTE/KAR HELSE

*STRESSMESTRING

*TARMHELSE

*FETTLAGRING OG LAVERE-GRADS KRONISK INFLAMMASJION

Nar fettsyresammensetningen i foret endres blir ogsa mengden av EPA+DHA, omega-6 og
enumettet fett i spiselig del endret. Mettet fett derimot gker ikke i filet selv. om mengden i for
gker utover mengden en fiskeolje vil bidra med. Ved a optimalisere ulike strategier, som
genetikk, forets fettsyresammensetning og arstidsvariasjon kan ressursutnyttelsen av
EPA+DHA i foret optimaliseres slik at oppdrettslaks kan veere en netto produsent av EPA
og/eller DHA. Optimaliserte strategier kan bidra til at oppdrettslaks og arret fortsetter a veere

en god kilde for EPA+DHA for konsumenten nar minimumsbehovet til laksen er dekket.



English summary

This review focus current knowledge of minimum dietary requirement of EPA and DHA for
Atlantic salmon and rainbow trout related to optimal growth, feed efficiency, fish health and -
welfare and amount of EPA+DHA in the fillet. When marine ingredienses decrease in fish
feed they have to be replaced by other lipid and protein sources. It is therefore just as pivotal
to determine the upper tolerable limit of dietary omega-6 and fytosterols and optimal levels of
monounsaturated and saturated fatty acids which sustain optimal performance, robust fish and
optimal EPA+DHA in fillet. Such knowledge will enable future fish feed formulation to be
based on dietary requirements and upper tolerable levels of fatty acids. Where current

knowledge is vague or absent the report identify and describe knowledge gaps.

A major impact of dietary fatty acids on fish performance and health is expected since lipids
and fatty acids have several core biological functions in the body. They serve as the building
blocks of all cell membranes, they regulate the expression of genes, and they are precursors of
a range of bioactive substances that regulate inflammation, physiology and satiation. In this
report the following health and welfare challenges relevant for the aquaculture today, was

identified to be affected by changes in dietary fatty acid composition;

* RESISTANCE TOWARDS VIRUS, BACTERIAL PARACITE INFECTIONS

*CATARACT

*BONE DEVELOPMENT- AND HEALTH

*CARDIOVASCULAR DISEASES

*COPING WITH STRESS

*INTESTINAL HEALTH

*ADIPOSITY AND LOW-GRADE INFLAMMATION

When fatty acid composition of the diet changes, levels of EPA, DHA, omega-6 and
monounsaturated fatty acid in the fish and fillet is altered. In contrast, when dietary saturated
fatty acids increase fillet levels of saturated fatty acids does not increase beyond the levels
seen when fish are fed fish oil. By optimizing aquaculture strategies such as genetics, dietary
fatty acid composition and seasonal variation the retention of EPA+DHA can be optimized to
achieve a net production of EPA and/or DHA in farmed salmon and trout sustaining farmed

salmonides as a good source of EPA+DHA for human consumption.



Oppsummering av kunnskapsstatus og FoU behov pa kort og
lengre sikt

Hva er kjent om minimumsbehov for omega-3 fettsyrer i laks og grret

Samlet publisert materiale for regnbuegrret og laks i ferskvannsfasen, tyder pa at laks og
grret har behov for minimum 1% EPA og DHA i foret for & unnga redusert tilvekst. De fleste
studier sa langt tyder pa at laks i sjgvannsfasen tolererer hgye innblandingsnivaer av ulike
typer planteoljer eller planteoljemix (75-100% planteoljemix. Rafoamix bestar av 4:2:1
rapsolje:palmeolje:linfrgolje) i foret gjennom store deler av produksjonssyklusen uten at det
pavirker veksten negativt og at dgdeligheten er neglisjerbar og ikke pavirket av
fettsyresammensetning. Enkelte studier har for gvrig vist at hgye niva av planteoljemix
(rafoamix) i for i kombinasjon med lavt niva av fiskemel, kan ha negativ innvirkning pa
tilvekst og at det ofte kan forklares med redusert forinntak. Ett langtidsforsgk kan tyde pa en
mindre robust fisk nar fett i foret besto av 70% rapsolje. Dette er usikkert og ma stettes opp
med ny kunnskap, og er trolig i stor grad pavirket av forskjeller i foringredienser og ytre

miljgfaktorer.

Ernaringsrelaterte helse- og velferdsutfordringer i oppdrett av laks og erret (figur 1)
Det er behov for kunnskap om konsekvensene av en kraftig reduksjon i mettet fett for fiskens
helse, samt & definere et ”optimalt vindu” for innhold av mettet fett som tar hensyn til en

gvre grense for fordgyelighet og en nedre grense for helse.

Det er behov for kunnskap om gverste tolerable mengde av omega-6 i for til laks bade av
hensyn til laksens férinntak, vekst, helse og velferd og av hensyn til filetens bidrag av
omega-6 til et kosthold og betydningen av hvilken effekt det & spise laks vil ha pa folks helse

nar omega-6 bidraget gker i forhold til bidraget av omega-3.

Bade mengde omega-3 og omega-6 og forholdet mellom dem (omega-3/omega-6 ratio) har
betydning for en rekke biologiske prosesser. Optimalt forhold mellom omega-3 og omega-6

ma bestemmes samtidig med minimumsbehov og gvre toleransegrense.



Minimumsbehov for EPA og/eller DHA
Kan andre omega-3 fettsyrer dekke minimumsbehovet?
@vre grense for omega-6 og fytosteroler
Optimal mengde mettet fett
Samspill med andre forkomponenter

Y

| Fettlagring i lever og
konsekvens for fiskehelse

Katarakt

Stressmestring

Tarmhelse

Beinutvikling og helse

smitte (relevante virus, Fettlagring rundt indre

Hjerte/karhelse bakterier og parasitter) organ og kronisk lavere-
grads inflammasjon

Motstandsdyktighet for | Metabolsk syndrom

Sarbare livsstadier

ROBUST FISK

Figur 1; Oppsummert fiskehelse og velferdstilstander som er dokumentert pavirkes av fettsyresammensetning i
foret, og kunnskapsbehov for & sikre produksjon av robust fisk med endret fettsyresammensetning i foret.

Det er dokumentert at fettsyresammensetning i for pavirker infeksjoner og immunforsvar
hos laks. Her mangler kunnskap om hva som er optimal fettsyresammensetning for god
beskyttelse ~ mot  virusinfeksjoner.  Videre  mangler kunnskap om  optimal
fettsyresammensetning for fiskens evne til & handtere bakterieinfeksjoner eller lakselus. Det er
viktig @ gjennomfare mekanistiske studier parallelt for a forsta effektene av fettsyrer pa

patofysiologiske responser og gkt sykdomsmotstand.

Gjeldene kunnskap dokumenterer at smolt som spiser ned mot 2,5 % EPA og DHA av foret
frem til slakt ikke har gkt risiko for katarakt. Vi trenger kunnskap om kataraktutvikling ved
minimumsniva av EPA og DHA, gvre toleransegrense for omega-6, og om foring med lav
EPA+DHA og hgy omega-6 tidlig i fiskens liv er utslagsgivende for senere kataraktrisiko.
Interaksjonen mellom histidin og membranens lipider i utviklingen av katarakt ma

dokumenteres siden histidin bade fungerer som osmolytt, antioksidant, og buffersubstans.

For lite EPA og DHA og for mye omega-6 gir redusert beindannelse og endret utvikling i

tidlige livsfaser, men minimumsniva av EPA og DHA og et optimalt omega-3/omega-6
9



forhold for god beinutvikling i tidlige livsstadier er ikke er etablert. Pa senere livsstadier ser
det ut til at fisken takler gkte planteoljekonsentrasjoner i foret i form av rafoamix bedre og at
disse til og med kan ha positive effekter. Forsgkene som foreligger er ofte avgrenset til korte

perioder i fiskens liv og kunnskap om langtidseffekter gjennom produksjonssyklus mangler.

Fettsyresammensetning i for pavirker fettlagringsmgnster hos laks og erret. Motstridende
resultater tyder pa at utvikling av fettlever, gkt fettlagring rundt hjerte og indre organer styres
av mengde EPA og DHA, omega-6, mettet fett i foret, i samspill med en rekke andre faktorer.
Kunnskap om helseeffekter og motstandsdyktighet mot sykdom ved gkt innvollsfett
mangler hos laks og grret. Disse artene lagrer overskuddsfett bade rundt indre organer og i
muskelen, og om mengde og type lagringsfett kan fagre til en lavere-grad kronisk
inflammasjon hos laks og grret ber etableres. Videre er det enna ikke kjent om triploid laks,
tilsvarende som triploid grret, har gkt invollsfett og om det vil kunne pavirke fisken helse
negativt. Det er behov for kunnskap om langtidseffekter av lave EPA og DHA niva i for pa
fettlagringsmensteret koblet til motstandsdyktighet mot sykdom og samspillseffekter med

andre foringredienser og miljgfaktorer.

Det er godt dokumentert at laks utvikler arteriosklerose men ikke aterosklerose med alder
og at utviklingen ikke blir mer alvorlig nar mengden EPA og DHA gar ned mot 0,5 % i foret,
ei heller nar mengden omega-6 i foret er hgyt (med 80% soyaolje) nar mengden EPA+DHA
var 1,4 % av foret. Det er ikke kunnskap om et minimumsniva av EPA og DHA sammen med

hgy omega-6 eller hgy mettet fett vil gi ugnskede histologiske endringer i hjerte.

Det er ikke vist klart om fettakkumulering i tarmceller pavirker inflammasjon i tarm som
igjen kan pavirke fiskens helse og velferd. Det kan ogsa tenkes at fettakkumering som ikke er
kronisk, men som avtar over tid etter et maltid ikke har negative helseeffekter for fisken.
Kunnskap bgr fremskaffes som viser om fettakkumulering i tarmceller indusert av endret
fettsyresammensetning i foret gir negative konsekvenser for fiskens helse, og hvilke

minimumsniva av EPA og DHA som er optimalt for god tarmhelse.

Det dokumenteres stadig flere sammenhenger mellom diett, tarmflora og human helse. Hos
fisk forstar vi enna lite av interaksjonen mellom fettsyresammensetning i for, tarmflora og
fiskehelse. Et viktig verktay vil veere d benytte seg av de nyeste DNA baserte metodene, som
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ogsa kan gi informasjon om de ikke dominerende bakteriene, hvor betydningen for

fiskehelsen er uavklart.

Dagens kunnskap om effekten av fettsyresammensetning pa stressmestring er vag, selv om
studiene sa langt tyder pa at fettsyrene kan pavirke stressrespons og fiskens akklimatisering
etter stress, sannsynligvis gjennom cellemembranens fysiske integritet, eikosanoidsyntese og
hormonkontroll. Det er behov for & etablere hvor lave nivaer av EPA og DHA, og kanskje
spesielt hvor hgye nivaer av omega-6 fettsyrer som pavirker ulike typer stress og fiskens evne

til & h&ndtere stress.

Nar fiskeolje byttes ut med ulike planteoljer reduseres mengden kolesterol mens fytosteroler
introduseres i fiskefor. Forelgpige resultater tyder pa at en fytosterol:kolesterol ratio i for
over 1,7 kan pavirke fiskens metabolisme. Hva som er fytosterolenes effekt pa gkning i fett i
lever og plasma i forhold til mengde mettet fett gjenstar a bestemme og dermed kunne gi en
anbefalt gvre grense for fytosteroler og fytosterol/kolesterol ratio i for til laks og erret.

Fettkilder med sine variable og unike sammensetninger viser interaksjon pa flere omrader og
dette ma tas hensyn til i sammensetningen av fremtidens for. Minimumsbehov for EPA og
DHA, gvre grense for omega-6 og optimal mengde mettet fett ma bestemmes i sammenheng

med mineraler, vitaminer og andre fettlgslige komponenter i for til laks og erret.

Laks og grret har flere sarbare stadier i lgpet av livssyklus, som tidlig utvikling av egg og
juvenile, smoltifisering og kjennsmodning. Det er klare indikasjoner pa at ernzring er en
viktig faktor for epigenetisk regulering (endringer i DNA som uttrykkes i senere livsstadier
og overfares til neste generasjon) i laks som kan gke eller begrense tap i produksjon. Det er
behov for kunnskap om laksens behov for EPA og DHA, mettet fett og omega-6 i ulike og

spesielt i sarbare livsfaser.

Hvordan pavirker endringer av fett i for mengden i spiselig del (figur 2)
Siden 2005 har mengden EPA og DHA i laksefilet gatt ned, mettet fett har gatt ned og

mengden omega-6 har gatt opp. |1 2010 var bidraget fra 100 g laks 2,1 g EPA og DHA, noe
som er en veldig god omega-3 kilde for humant konsum. Det er godt dokumentert at nar
mengden enumettet og omega-6 fett i foret gker sa gker mengden tilsvarende i filet. Pa
samme mate reflekterer mengden omega-3 i filet mengden fisken har spist. Mettet fett,
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derimot, gker ikke nar mengden mettet fett i for gker. For omega-3 fettsyrene EPA og spesielt
DHA vet vi at mengden som lagres i hel fisk og filet gker nar fisken spiser lite EPA og DHA

fra foret.

Det er stort potensial til & optimalisere retensjon av EPA og DHA i laks, og laks og grret kan
veere en netto produsent av EPA og DHA nar forholdene og dietten optimaliseres for det

formélet.

Det trengs allikevel kunnskap om hva de optimale forhold er, og for & utnytte begrensede
mengder EPA og DHA pa en best mulig mate er det ngdvendig med studier som ser pa
ressursutnyttelse gjennom hele produksjonssyklusen. Hvordan en kan utnytte sesongmessige
variasjoner og ulike stadier i livssyklus, samt optimalisere foret og fiskens genetikk for a fa en
maksimal retensjon av EPA og DHA. Et framtidig mal bar vaere at oppdrett av laks og grret
skal veere en netto produsent av EPA og DHA, samtidig som man leverer et sunt produkt til

forbruker.

Minimumsbehov for EPA og/eller DHA
@vre grense for omega-6
Optimal mengde mettet fett
Samspill med andre férkomponenter

Ressursutnyttelse

Innholdi spiselig del av

EPOAog D:A Optimalisere lagring av
mega- :
Mettet fett EPA og DHA gjennom

Optimalisere for
Genetikk
Sesongvariasjon

Optimalisere EPA og DHA
lagring i fisk

Omega-3 fra nye kilder

FETTSYRER | FISK

Figur 2; Oppsummert kunnskapsbehov sammensetning av fettsyrer i filet og optimalisering av EPA og DHA
mengde i fisk ved endret fettsyresammensetning i foret.
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Effekter av endret fettsyresammensetning i for til laks relatert til
fiskens helse, velferd og robusthet

Innledning

Det er forventet at endringer i fettsyresammensetningen i foret til laks og grret vil ha
konsekvenser for fiskens vekst, utvikling og helse. Grunnen er at fett og fettsyrer er helt
sentrale for en rekke biologiske funksjoner, som for eksempel regulering av cellenes
oppbygging og avlesing av arvematerialet. Hvilke konsekvenser endringer i
fettsyresammensetning i foret har for fiskens helse og velferd avhenger blant annet av fiskens
egne minimumsbehov for EPA og DHA. Definisjon av minimumsbehov for neeringsstoff for
human helse har endret seg fra a definere minste mengde av f.eks omega-3 for & unnga
underutvikling av hjernen (alvorlig mangel) til minimumsbehov for & kunne forebygge
utvikling av ulike livsstilsykdommer, som hjerte/kar sykdom. Man kan trekke linjene fra
human ernering til fiskeernagring for definisjon av minimumsbehov, som bgr vare et trygt

laveste innhold som sikrer fisken god helse og velferd.

Fiskemel og fiskeolje har en optimal naringsstoffsammensetning for oppdrettsfisk og bidrar
blant annet med omega-3 fettsyrene EPA (eicosapentaensyre; 20:5n-3) og DHA
(docosaheksaensyre; 22:6n-3) i overskudd. | tillegg til & veere hovedingredienser i fiskefor
frem til for ca 10-15 ar siden, har fiskemel og fiskeolje gjennom historien blitt brukt som
brensel, som ingrediens til annet dyrefor og til 4 lage margarin ved & hydrogenere det
umettede fettet, med bakgrunn i at disse tidligere bade rimelige og lett tilgjengelige ravarer.
Dagens ravaresituasjon tilsier at det er vanskelig a videreutvikle en barekraftig produksjon av
laks og grret med et for som hovedsakelig er basert pa marine oljer (FAO 2004-2010). | dag er
fiskemel og fiskeolje produsert fra villfisk en stabil men begrenset ressurs. En global vekst i
sjpmatproduksjonen forutsetter lavere andel villfisk som ravare i fiskefor. En naturlig
konsekvens av en reduksjon av fiskemel og fiskeolje i for er en reduksjon av EPA og DHA i
fisk. Arsaken er enkel; i dag er det ingen reelle alternative kilder til EPA og DHA til bruk i
fiskefor. Noen ar frem i tid vil det veldig sannsynlig vere nok tilgjengelig EPA og/eller DHA
i form av oljer fra marine mikroalger og genmodifiserte planter som kan brukes i fiskefor.
Dagens realitet er at fiskens ernaringsmessige minimumsbehov for EPA og DHA for optimal
vekst, helse og velferd vil angi hvor lite fiskeolje og fiskemel foret kan inneholde. Noe som

igjen vil veere farende for vekstpotensiale for produksjonsvolum av laks og grret i akvakultur
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de nermeste arene. Det er derfor avgjerende i dagens situasjon med meget begrenset tilgang
av fiskeoljeressurser globalt & vite det trygge nedre minimumsniva av EPA og DHA i for til
laks og grret. En dimensjon som er like viktig som minimumsbehov for EPA og DHA er
hvilke andre fettsyrer foret bgr inneholde nar mengden av det marine fettet blir mindre. Da ma
vi tilsvarende som for EPA og DHA vite effektene pa fiskens vekst, helse og velferd av

omega-6, mettet fett, enumettet fett og andre omega-3 fettsyrer i foret.

Denne rapporten oppsummerer kunnskapsstatus for laksens og grretens minimumsbehov for
EPA og DHA. Det er fokusert pa hvilke minimumsbehov som sikrer optimal fiskeytelse i form
av vekst og forutnyttelse, helse, velferd og mengde omega-3 i fiskens filet som gar til konsum.
Videre er det et mal for rapporten & oppsummere kunnskapsstatus for fiskens vekst, helse og
velferd nar fiskeolje i foret erstattes med ulike alternative oljekilder som bidrar med andre
typer fettsyrer. Der kunnskapen er sprikende eller mangelfull er det rapportens oppgave a

identifisere kunnskapshull og FoU behov.

Hva er kjent om minimumsbehov for omega-3 fettsyrer i laks og arret

Ferskvannsfasen

Allerede i akvakulturnzringens spede begynnelse pa 1960 tallet, ble man klar over at grret
hadde behov for tilfarsel av visse fettsyrer via dietten for a oppna god vekst og overlevelse
(Lee et al., 1967, Owen et al., 1975). Dietter rike pad maisolje og soyaolje, og som dermed
hadde et hgyt niva av 18:2 n-6, gav en rekke uheldige effekter som darlig tilvekst og tydelige
mangelsymptomer som skader pa finner, gkt leverindeks, bleke levere, histologiske endringer
I hjertet og redusert overlevelse (Owen et al., 1975). @rret foret med en diett som inkluderte
omega-3 fettsyrer vokste raskere, med bedre forutnyttelse og lavere dgdelighet (Lee et al.,
1967). Disse tidlige studiene viste at omega-3 fettsyrer i foret er ngdvendig for & oppna god
vekst, mens tilskudd av 18:2 n-6 ikke gir bedre vekst. Dette er forskjellig fra coho salmon (Yu
og Sinnhuber 1979) og chum salmon (Takeuchi et al. 1979), hvor 18:2 n-6 gker veksten
betydelig. Tidlige studier har vist at gkende nivaer av omega-3 opp til 1% i foret til Atlantisk
laks i ferskvannsfasen gir bedret tilvekst, og fisk féret med blandingen av EPA og DHA
vokste hurtigere enn fisk foret med 18:3 n-3 som eneste omega-3 kilde (Ruyter et al., 2000a).
Disse tidlige studiene med Atlantisk laks viste fa markante mangelsymptomer, i form av
negative helse effekter, sammenlignet med de tidligste studiene fra grret. | foret til grret ble

det benyttet planteoljer med meget hgye niva av n-6 fettsyrer, mens oljekilden i behovsstudien
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til laks var kokosngttolje med lavt niva av n-6 fettsyrer. I tillegg til eventuelle artsforskjeller,
kan dataene tyde pa at ogsa andre faktorer kan pavirke helseeffekter, som n-6 fettsyrenivaet
og andre forskjeller i ernarings- og miljgfaktorer. Det er videre vist at laks foret med dietter
fri for omega-3 fettsyrer i hele ferskvannsfasen, i stor grad konserverer disse fettsyrene i
membraner (fosfolipider) og at nivaet kraftig reduseres i lagerdepotene (triglyseridene) nar
fisken vokser (Ruyter et al.,, 2000b). Stor evne til & konservere EPA og DHA i
membranlipider i sentrale vev og organer, nar det finnes lite av disse i foret, har antagelig stor

betydning for laksens helse.

De tidlige studiene ble gjennomfart med semi-syntetiske dietter med lavt fettinnhold i foret,
sammenlignet med det som er den aktuelle situasjonen i naringen i dag. En utfordring med &
bestemme behov nar semi-syntetiske dietter har veert benyttet, er darlig forinntak og relativt
lav tilvekst sammenlignet med fisk i kommersielt oppdrett (Ruyter et al., 2000a). Det finnes
ikke nyere publiserte behovsstudier fra ferskvannsfasen, hvor det er benyttet tilnermet
kommersielle dietter og hvor fisken har oppnadd god ytelse i form av tilvekst og forinntak.
Det er for gvrig nylig gjennomfart et forsgk med Atlantisk laks i ferskvannsfasen med bruk av
5% fiskemel i foret og hvor fiskeolje er erstattet med rapsolje. | overensstemmelse med
tidligere publiserte behovsstudier fra ferskvannsfasen, tyder forelgpige resultater pa at 1%
EPA og DHA i foret er tilstrekkelig for & oppna maksimal tilvekst under de aktuelle
forspksbetingelsene. Forsgket ma for gvrig verifiseres, da det er noe usikkerhet rundt

vekstdataene (Dominic Nanton (Ewos) pers. med.).

Samlet publisert materiale for regnbuegrret og laks i ferskvannsfasen, tyder pa at laks og
grret har behov for minimum 1% EPA og DHA i foret for & unngd redusert tilvekst
(oversiktsartikkel, Glencross 2009). Fortsatt er mye ukjent om behovet for individuelle
omega-3 fettsyrer (18:3n-3, 18:4n-3, EPA, DPA og DHA) i fisk med god ytelse (med forinntak
og tilvekst som forventet i kommersielt oppdrett), og hvordan behovet pavirkes av nye

foringredienser, n-6 fettsyrenivaet og miljefaktorer.
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Sjevannsfasen

Det mangler grundige behovsstudier i sjgvannsfasen fra smolt-stadiet til stor produksjonsfisk
for laks og grret. Nar behov skal fastsettes kreves det et basisfor uten omega-3 fettsyrer, noe
som betyr et basisfor uten fiskemel og fiskeolje. Erfaring fra behovsstudier fra
ferskvannsfasen tilsier at semi-syntetiske dietter uten fiskemel og fiskeolje gir lavere forinntak

og tilvekst, og vil dermed ikke gi et godt bilde av behov.

Selv om det ikke finnes klassiske behovsstudier fra sjgvannsfasen, finnes det en rekke studier
som har vist at fullstendig eller delvis utskifting av fiskeolje med en enkelt planteolje, for
eksempel rapsolje, palmeolje, linfrgolje, eller soyaolje, i deler av lakseproduksjonssyklusen,
og 75-100% utskifting av fiskeolje med en rafoamix (Rafoamix bestar av 4:2:1
rapsolje:palmeolje:linfrgolje), gjennom hele produksjonssyklusen, ikke pavirker veksten
negativt, men pavirker FA sammensetningen av den spiselige delen (Bell et al., 2002; Bell et
al., 2001; Bell et al., 2003a; Bell et al., 2003b; Regost et al., 2004; Rosenlund et al., 2001,
Torstensen, 2000; Torstensen et al., 2005; Torstensen et al., 2004b; Waagbg et al., 1991,
Waagbg et al., 1993c, Stubhaug et al., 2007, Sanden et al., 2011) som ogsa er oppsummert av
Turchini og kollegaer (2009). Videre gjenspeiles fettsyresammensetningen av foret i fiskens
organer (Bell et al., 2001; Bell et al., 2003b; Caballero et al., 2002; Nanton et al., 2007; Olsen
et al., 1999; Stubhaug et al., 2007; Thomassen & R@sjg, 1989; Tocher et al., 2003; Torstensen
et al., 2005; Torstensen et al., 2004a; Torstensen et al., 2004b; Torstensen et al., 2000;
Waagbg et al., 1991). | de fleste av studiene over falges fisken kun i kortere perioder i
sjgvannsfasen. For a kunne vurdere behov, er det derimot ngdvendig med studier av
langtidseffekter av lave omega-3 niva i foret. Det finnes kun noen fa publiserte livslgpstudier
med lave EPA og DHA nivaer i for (Torstensen et al., 2005, Torstensen et al., 2008). | studien
av Torstensen et al (2005) ble det benyttet 40 % fiskemel i foret, og nivaet av EPA og DHA i
planteoljemix-forene (Rafoa-mix) var 1,9 % (foringsforsgk gjennomfert i Skottland) og 0,5%
av foret (féringsforsgk gjennomfart i Norge) i sjgvannsdelen av livssyklusstudiet (sluttvekt
2,2 kg). Dadeligheten var neglisjerbar gjennom forsgkene, og lave niva av EPA og DHA i for
pavirket ikke tilvekst negativt i disse to langtidsstudiene. Tvert imot hadde laks som spiste
rafoamix-diett med 0,5% EPA+DHA av foret hgyere vekst i sjgvannsfasen (Torstensen et al
2005).

| en studie gjennomfart av Torstensen et al (2008) ble 80% av fiskemelet erstattet med
planteprotein (totalt 17% FM+Krillmel av foret) og 70% av fiskeoljen erstattet med

16



planteoljemix (Rafoamix) i for til laks gjennom 12 mnd i sjgvannsfasen (EPA og DHA niva i
for var ca 2,5%). Forsgket viste 17% lavere sluttvekt i fisk foret med hgyt niva av
planteingredienser sammenlignet med laks féret med marin profil, noe som ble forklart av

lavere forinntak i farste del av forsgket.

Nylig viste Liland et al (2013) at nar fiskemelinnblandingen var lav og konstant for alle
forgrupper (18% FM av resept) og med Skrettings Microbalance®, var det ingen signifikant
effekt pa vekst eller dgdelighet i lgpet av 6 mnd nar EPA og DHA i foret ble redusert fra 5,3%
(100% FO) til 1,4% (20% FO). Derimot ga hgy omega-6 fra soyaolje redusert forinntak og
lavere vekst (Liland et al, 2013).

Et pagaende prosjekt ledet av Skretting ARC har nylig gjennomfart et foringsforsek med kun
10 % fiskemel i for og bruk av Skrettings Microbalance®, og har vist god vekst i Atlantisk
laks foret med 0,5 — 1,8% EPA+DHA i foret i sjgvannsfasen, dog med en tendens til redusert
vekst i gruppen med laveste EPA og DHA niva i foret. Forelgpige analyser viste minimale
effekter pa helseparametere (Sissener et al, upubliserte resultater). Imidlertid er dette arbeidet

ikke avsluttet, slik at det er for tidlig & konkludere.

| et nylig avsluttet forsgk i sjg (Markare et al. FHF rapport 2013) gkte dgdelighet av laks som
fikk et for der oljefraksjonen bestod av 70% rapsolje (EPA og DHA, 2,8% av foret)
sammenlignet med 30% (EPA og DHA 7% av foret). Laksen ble handtert mye i lgpet av
forsgksperioden pa syv maneder, med gjentatte individveiinger og andre analyser (NIR,
lengdemaling) av bedgvd, levende fisk. Laksen som fikk hgy innblanding av rapsolje hadde
ogsa betydelig feitere lever (10% vs 6%), mer fettavleiring rundt innvollene og pa hjertet,
samt mer triglyserider i blod ved slakt i mars 2012 (slaktevekt 6 kg). Resultatene antyder at
70% rapsolje og 2,8% EPA og DHA niva i foret gjorde laksen mer sarbar for handtering. |
vinterperioden var desember-mars proteinnivaet i foret relativt lavt (standard 35%). Lav
sjstemperatur, kombinert med et lavt proteinniva i foret og hgyt niva av rapsolje har trolig

bidratt til gkt fettakkumulering i slaktefisken.

De fleste studier sa langt tyder pa at laks i sjgvannsfasen tolererer hgye innblandingsnivaer
av planteoljer i foret (75-100% enkeltplanteoljer eller mix av planteoljer) gjennom store deler
av produksjonssyklusen uten at det pavirker veksten negativt og at dedeligheten er
neglisjerbar og ikke pavirket av fettsyresammensetning. Enkelte studier har for gvrig vist at

hgye niva av planteolje i for i kombinasjon med lavt niva av fiskemel, kan ha negativ
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innvirkning pa tilvekst og at det ofte kan forklares med redusert forinntak. Ett langtidsforsgk
kan tyde pa en mindre robust fisk nar fett i foret var 70% rapsolje. Dette er usikkert og ma
stgttes opp med ny kunnskap, og er trolig i stor grad pavirket av forskjeller i type planteolje

og ytre miljgfaktorer.

Hvordan definerer vi ernaringsbehov i dagens intensive matproduksjon av
laks og grret?

Ubalanse i sammensetningen av naringsstoff kan veere en av flere mulige forklaringsfaktorer
for 10-20% tap av oppdrettslaks gjennom livssyklus. Arsakene til dgdelighet kan veere
vanskelig a fastslda pa grunn av mangfoldet av utfordringer i neeringen. Det er stor
kunnskapsmangel om minimumsbehovet for EPA og DHA gjennom ulike livsstadier i laks
som opprettholder viktige produksjonsegenskaper som rask vekst og lav forfaktor. Kriteriene
for fastsetting av ernaringsbehov er ikke klart definert. Hittil har ernzringsbehov hos fisk
stort sett veert definert ut i fra tilvekst og overlevelse, noe som er en for begrenset definisjon.
En definisjon for ernzringsbehov bgr ogsa omfatte informasjon om best mulig balanse
mellom ulike naeringsstoff /energikilder, og niva som gir optimal ytelse i henhold til en rekke
kriterier knyttet til vekst, fraveer av symptomer pa mangel, optimal fiskehelse (inkludert
motstandskraft mot sykdom). Det er viktig & definere noen tidlige symptomer pa omega-3
fettsyremangel, siden sub-optimale mangel tilstander antagelig kan fare til gkt helserisiko,
selv nar den ikke er manifestert ved dpenbare symptomer som redusert vekst og gkt
dedelighet. Dette er spesielt viktig under sub-optimale miljgforhold, som endringer i

vanntemperaturer, stress og infeksjoner.

Man kan trekke linjene fra fiskeernaring til human erngring der definisjon av
ernzringsbehov har endret seg fra a definere minste mengde av f.eks omega-3 for a unnga
underutvikling av hjernen (alvorlig mangel) til minimumsbehov av EPA og DHA for a kunne
forebygge  utvikling av  ulike
livsstilsykdommer, som hjerte/kar
sykdom. Tilsvarende for fisk bar
minimumsbehov veere et trygt laveste
innhold som sikrer fisken god helse og

velferd.




Hvorfor er fett viktig for fiskens helse og velferd? Kort om funksjon av fett:
Fett, som ogsa kalles lipider, er en gruppe organiske molekyler som ikke er lgselige i vann,
men i ulike organiske Igsemidler (metanol, etanol, kloroform osv.). Eksempler er
triacylglyerol (TAG), kolesterol og fosfolipider. Fett i form at TAG fungerer som energikilde
og energilager i kroppen, da det er det mest energitette av alle naringsstoffene og gir 9 kcal

per g fett.
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Figur 3; Fettdrape med triacylglycerol (TAG) i kjernen som lager for energi i form av fett.

Kilde: www.wikipedia.org
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I tillegg har fettet strukturelle roller blant annet i form av fosfolipider som er byggesteinene
sammen med kolesterol i alle cellemembraner. Fett er ogsa forlgpere for ulike hormoner og
signalmolekyler og fettsyrer kan binde til reseptorer i cellekjernen og regulere avlesing av
DNA.
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Figur 4; Fosfolipidenes strukturelle rolle i oppbyggingen av cellemembre, om bestar av

doble lag av fosfolipider med fettsyrene inn mot midten. Kilde: www.wikipedia.org

Navnsetting av fettsyrer

Fettsyrer er de viktigste byggesteinene i mange lipider. Fettsyrer er hydrokarbonkjeder med
varierende antall karbonatomer. Dersom karbonkjeden er mettet med hydrogenmolekyler, har
vi en mettet fettsyre. Hvis et hydrogen fjernes far vi en dobbeltbinding mellom to
karbonatomer og far en umettet fettsyre, disse kan deles inn i enumettede og flerumettede.
Fettsyrene navnsettes ut ifra hvor mange karbonatomer som er i karbonkjeden, hvor mange
dobbeltbininger som er i karbonkjeden og hvilken posisjon den farste dobbeltbindingen har
fra metylenden av karbonkjeden. Som eksempel har EPA 20 karbonatomer, 5
dobbeltbindinger og farste dobbeltbinding er i 3-posisjon fra metylenden; det vil si
navnsettingen blir 20:5n-3, og dette er en omega-3 fettsyre ogsa kalt en n-3 fettsyre (Figur 5).
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Figur 5; Navnsetting av fettsyrer
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Noen fettsyrer er essensielle, det vil si at de ma tilfares gjennom maten/foret, da de ikke kan
dannes i kroppen. For virveldyr er de flerumettede fettsyrene i omega-3 (18:3n-3) og omega-6
(18:2n-6) familien essensielle. | denne rapporten er det mest fokus pa de langkjedede omega-3
fettsyrene (>20 karbonatomer) EPA og DHA. Disse kan dannes i kroppen fra alpha-
linolensyre (ALA, 18:3n-3), som er den korteste omega-3 fettsyren med 18 karbonatomer og
tre dobbeltbindinger. Det varierer mellom ulike arter hvor effektiv denne omdanningen er, og
om det er ngdvendig & fa noe EPA og DHA direkte gjennom kosten for & fa dekket behovet
(Figur 6).
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EPA
Flgur 6; Syntese fra ALA (18:3n-3) til EPA (20:5n-3) og DHA (22:6n-3) gar gJennom erre

steg der dobbeltbindinger legges til (desaturering, ved hjelp av enzymene A5- og A6-
desaturase) og der kjedelengden gkes med to karbonatomer (elongering, ved hjelp av

elongase-enzymer) og til slutt en forkortelse av karbonkjeden vha beta-oksidasjon.
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Bioaktive funksjoner av fett

EPA som sitter i fosfolipider i cellemembranen fungerer som forlgper til en gruppe
signalstoffer i kroppen kalt eikosanoider (Figur 7), som f.eks inkluderer prostaglandiner og
leukotriener. Det dannes ogsa eikosanoider fra omega-6 fettsyren arakidonsyre (ARA, 20:4n-
6). Eikosanoider fra henholdsvis omega-3 og omega-6 familien har ulike og i en del tilfeller
motsatte biologiske effekter pa biologiske funksjoner som blodplateaggregering,
inflammasjon og immunrespons, dermed er balansen mellom EPA og ARA i

cellemembranene veldig viktig (Figur 8).
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Figur 7; Eicosanoid syntese i celler foregar via tre ulike enzymsystemer (cyklooxigenaser
(COX), lipoxigenaser (LOX), P450-systemet). Eicosanoider produsert fra disse tre systemene
har ulike navn; Prostaglandiner, prostacycliner og thromoxaner produseres via COX-
syntesevei. Leukotriener og lipoxiner produseres via LOX-syntesevei. Epoxider produseres

via cytochrom P450. Kilde: www.lipidlibrary.aocs.org
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Figur 8; Eicosanoider som dannes fra omega-3 fettsyrer har ofte en annen effekt pa helse
sammenlignet med eicosanoider dannet fra omega-6 fettsyrer. Her illustrert med eksempler
pa ulik effekt hos mennesker. Kilde:www.thenutritiondr.com.

DHA er spesielt en viktig strukturell fettsyre i nervevev. DHA finner vi mye av i vev som
hjernen, netthinnen i gyet, gonader og de rgde blodcellene. Bade EPA og DHA finnes i hgyest
konsentrasjoner i de polare lipidene som fosfolipider, og i mindre grad i lagringsfett (ngytrale
lipider; TAG). Dermed vil det ofte veere hensiktsmessig og skille mellom ngytrale og polare

lipider ndr man undersgker diettens pavirkning pa fettsyresammensetning i ulike vev.

Mettede, enumettede og flerumettede fettsyrer er alle vist & direkte kunne regulere avlesingen
av DNA i celler. Det skjer ved at en fettsyre binder til proteiner som dermed blir aktive og kan
binde til DNA i cellekjernen og regulere avlesing og produksjon av proteiner i cellene (Figur
9). En ubalanse i fettsyrer i cellene kan dermed gi et endret genuttrykk som kan ha

konsekvenser for helsen.
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Figur 9; Et eksempel som viser hvordan fettsyrer fra for kan binde til proteiner som dermed

blir aktive og regulerer avlesing av gener i DNA.

Lipider som inneholder omega-6 fettsyren ARA (20:4n-6) er forlgpere til endokannabinoider.
Disse er bioaktive stoff som er mye mindre beskrevet enn eicosanoider, men som man sa
langt mener regulerer matinntak, energiomsetning og inflammasjon hos gnagere. Nylig har

Alvheim et al (2013) vist at ogsa laks produserer endokannabinoider, og at det blir mer i vev

nar laksen spiser soyaoljebasert for med mye omega-6.

Fett og fettsyrer er de mest energitette naringsstoffene, og karnivore dyr som laks og grret
forbrenner fett effektivt for & produsere energi. Forsgk gjort pa stor laks tyder ogsa pa at de
fettsyrene som laksen har i overskudd i foret forbrennes mer effektivt (Stubhaug et al 2007;
2005). Enkelte fettsyrer, som mettet fett, antas likevel a veere foretrukket som energisubstrat.
EPA og DHA er vist i gnagere a gke dyrets evne til & forbrenne fett (Madsen et al, 1999)
Forsgk med leverceller fra laks tyder pa tilsvarende mekanismer gjelder ogsa for EPA og

DHA og fettforbrenning hos laks (Stubhaug & Torstensen et al, in prep).
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Figur 10; Fettsyrer transporteres inn i indre matriks av mitokondriene og blir brutt ned der
til acyl-CoA enheter som gar gjennom sitronsyresyklus (TCA cycle). Der produseres
NADH/FADH2 som gatr til elektrontransportkjeden i mitokondriemembranen og produserer

energi (ATP). Kilde: www.lipidlibrary.aocs.org.

Fett og ulike fettsyrer er helt sentrale for mange biologiske
funksjoner, og derfor er det naturlig at endringer i
fettsyresammensetningen i foret til laks og arret vil ha

konsekvenser for fiskens vekst, utvikling og helse.
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DEL 1: Erneringsrelaterte helse- og velferdsutfordringer i
oppdrett av laks og grret.

Motstandsdyktighet mot infeksjoner inkludert inflammasjon

A

Sammenlignet med andre komponenter i for (pre/probiotika, vitaminer, generelle
immunomodulanter/stimulanter), finnes mindre informasjon om effekt av fettsyrer pa
infeksjoner i laksefisk. Smitteforsgk med Aeromonas (furunkulose agens) og Vibrio
(kaldtvannsvibriose agens) bakterier har vist enten positive, negative eller ingen effekter av
forets EPA+DHA innhold, forhold mellom EPA og DHA eller forhold mellom omega-3 og
omega-6 (Erdal et al, 1991, Kiron et al, 1995, Thompson et al, 1996, Brandsen et al, 2003,
Gjeen et al, 2004). In vitro studier gir et tilsvarende bilde (Salte et al, 1988, Bektas & Ayik,
2010, Kiron et al, 2011). Kontrollerte feltforsek mangler, og det eneste som er rapportert
(Rervik et al, 2003) viste gkt overlevelse mot bade furunkulose og kaldtvannsvibriose med
gkende EPA+DHA innhold i foret i kombinasjon med lave nivaer av jern. De varierende
resultatene kan skyldes mange faktorer, som at ulike fiske- og planteoljer er brukt som kan gi
svaert ulik mengde omega-6, enumettet fett, mettet fett og EPA+DHA, varierende
eksperimentell design og smittemodell (f eks ulik infeksigs dose). Samtidig kan det hevdes at
disse studiene har mindre relevans i dagens oppdrett grunnet effektive vaksiner som har gitt
god kontroll over disse sykdommene.

Effekter av fettsyrer pa dagens relevante virussykdommer er lite studert, men nylig publiserte
data viser at forets fettsyresammensetning kan redusere hjerteskade og dempe
betennelsesreaksjoner hos laks under smitteforsek med hjerte- og skjelettmuskelbetennelse
(Martinez-Rubio et al, 2012, 2013) og kardiomyopatisyndrom (S. Wadsworth, pers. komm.)
agens. Resultatene som viser at fettsyresammensetning i for pavirker immunresponser,
patogenese og klinikk for den aktuelle sykdom. Neste steg bar vere feltforsgk pa selekterte

lokaliteter med gjentatt sykdomshistorikk, for a studere effektene under kliniske utbrudd.

Det bgr ogsa fokuseres pa effekt av endret fettsyresammensetning i foret pa andre aktuelle
bakterieinfeksjoner (f eks Moritella viscosa (vintersar) og Tenacibaculum spp.) og lakselus,

som aldri har veert studert i denne konteksten.

Selv om en rekke in vitro studier har vist effekter av omega-3 og omega-6 pa ulike
immunresponser (Balfry et al, 2006, Bell et al, 1992, 1993, 1996, Gjgen et al, 2004, 2007,
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Henderson et al, 1992, Kiron et al, 1993, 1995, 2011, Puangkaew et al, 2004, Seierstad et al,
2009, Thompson et al, 1996), sier disse isolert sett lite om fiskens immunkompetanse under en
gitt sykdom. Det er avgjerende a forstd hvordan immunstatus fer og etter infeksjon pavirkes
av forets fettsyresammensetning, og hvordan det igjen pavirker faktisk utbrudd av
virussykdommer som pankreas sykdom og infeksigs pankreatisk nekrose. Parallelt med dette
trengs mer basal kunnskap om molekyleere og biokjemiske mekanismer for sentrale lipid-
inflammatoriske faktorer (f eks eicosanoider) og metabolske og immunoregulatoriske
responser pa individuelle fettsyrer og i samspill (DHA, EPA, ARA), bade ved bruk av in
vivo/ex vivo og nylig utviklete in vitro modeller (Todorcevic et al, 2008, 2009; Holen et al,
2011). Slik kunnskap ber integreres i sterre studier pa enkeltsykdommer med fokus pa
sykdomsrisikoperioder gjennom livssyklus, i lys av fiskens overordnete helse og fysiologiske

status og varierende miljgbetingelser (Tocher et al, 2000, Rarvik et al, 2007).

Det er dokumentert at fettsyresammensetning i for pavirker infeksjoner og immunforsvar hos
laks, men kunnskap om hva som er optimal fettsyresammensetning for god beskyttelse mot
virusinfeksjoner mangler. Videre mangler kunnskap optimal fettsyresammensetning for
fiskens evne til & handtere bakterieinfeksjoner eller lakselus. Det er viktig & gjennomfare
parallelle mekanistiske studier for a forsta effektene av fettsyrer pa patofysiologiske responser

og gkt sykdomsmotstand.
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Katarakt og andre gyelidelser

Katarakt, ogsa kalt gra steer, hos oppdrettsfisk er en lidelse som farer til blakking av gyets
linse, noe som i alvorlige tilfeller fgrer til blindhet og redusert foropptak. | forhold til sin
spesielle struktur far linsen ofte de samme forandringene etter ytre eller metabolsk stress
uansett darsak. Dette inkluderer svelling av linsefibrene (cellene), cellegdeleggelse og
epitelproliferasjon (Bjerkas et al., 2006). Skader i linsen medfarer tap av gjennomsiktighet og
lysspredning. Ved hjelp av en spesiell lupe (spaltelampe) kan man nsrmere undersgke
hvilken type, hvor mange fisk som er rammet og hvor alvorlig blakkingen av linsen er.
Alvorlighetsgrad blir undersgkt ved a score linsen fra O til 4 for hver linse, dvs 0 til 8 for

begge gyne, i forhold til hvor mange prosent av linsen som er blakket (Wall & Bjerkas, 1999).

Forsgk har vist at mangel pa utvalgte neeringsstoff i foret forer til katarakt hos oppdrettsfisk
(se review av Bjerkas et al., 2006). Foruten de klassiske erneringsmanglene, diskuteres ogsa
ulike relevante miljgbetingelser og erneringsinteraksjoner i moderne havbruk. @kte
oksidative forhold i linsen pd grunn av hgye tilskudd av mineraler, fettnivd og
vannoksygenering ser ut til  pavirke kataraktutvikling i oppdrettslaks (Waagbg et al., 2003;
2008). Utbrudd av katarakt i felt og i eksperimentelle studier viser ofte at katarakt er relatert
til rask vekst (Bjerkas et al., 1996, Breck og Sveier, 2001). Om dette gjenspeiler linsespesifikk
naringsstoffmangel eller andre fysiologiske begrensninger i perioder med hgye vekstrater ma

undersgkes.

Gjennom flere studier hos laksesmolt og stor laks er kataraktutvikling knyttet opp mot
suboptimale niva av histidin i foret (Breck et al., 2005; Waagbg et al., 2010), og det praktiske
behovet for histidin er funnet & vaere hgyere enn behovet for vekst i perioden etter sjgutsett
(Remg et al. Submitted 2013) og i perioder med hgy vanntemperatur (Waagbg et al., 2010).
Introduksjon av planteoljer (rafoamix) i for til laks har i noen tilfeller veert relatert til
kataraktutvikling hos voksen laks (Waagbg, 2004; RAFOA 2005, samme forsgk som
publisert i Torstensen et al 2005). Hos mennesker har forhgyede inntak av 18:2n-6 og 18:3n-3
gitt gkt risiko for uklarheter i linsen, mens en annen studie fra den samme gruppen
konkluderte med at hgyere inntak av EPA+DHA fra feit fisk kan bidra til forebygging av
katarakt (Lu et al. 2005a; 2005b). I to féringsforsek med laks gjennom hele livssyklusen, fra
starforing til slakting, ble det funnet hgyere innslag og mer alvorlig katarakt i gruppene som
fikk vegetabilsk oljemix sammenliknet med fiskeolje (75-100% erstatning av FO; RAFOA

2005). Til tross for linsens lave fettinnhold (0.5% av vatvekten) og at fettsyre- og
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fettklassesammensetning er ekstremt konservativ og lite pavirket av fettsyrene i foret, viser
studier at n-6 fettsyrene var signifikant hgyere i fisk gitt rafoamix (Waagbg et al., 2004; Remg
et al. 2011; submittet 2013). Flere foringsforsgk med laksesmolt (Remg et al. Submittet 2013)
og stor laks (to forsgk i EU prosjektet AQUAMAX) har i ettertid ikke kunnet bekrefte at
vegetabilske oljer gker risikoen for Kkataraktutvikling. Likevel viser etablerte
organkulturmodeller med linser fra fisk foret med rafoamix at komponeneter i planteoljene
som omega-6, enumettede fettsyrer og/eller EPA+DHA i foret kan pavirke osmoregulering i
linsen (TroBe et al., 2010), og at antioksidantforsvaret i linsen kan veere pavirket av oljekilde,
selv om det ikke ble funnet forskjeller i kataraktscore (Remg et al., 2011a). Nyere studier
viser store forskjeller i kataraktutvikling mellom regnbuegrret og laks av samme starrelse som
har fatt helt like eksperimentelle forhold (Remg et al., 2012; manuskript 2013). | forsgket
avdekket linsens globale metabolske profil (metabolomics) blant annet hgyere niva av 20:4n-6
i laks, noe som sammen med hgyere nivda av PGE, antyder en metabolsk signatur for

inflammasjon hos laks sammenlignet med grret (Remg et al., 2012; MS 2013).

Triploid laks har gkt risiko for utvikling av katarakt (Taylor et al., MS 2013). Det er mulig at
triploid laks med hell kan benyttes som modell bade i foringsforsgk og linsekulturstudier for a

avklare membranlipidenes eventuelle rolle i kataraktutvikling.

Gjeldene kunnskap dokumenterer at smolt som spiser ned mot 2,5 % EPA og DHA av foret
frem til slakt ikke har gkt risiko for katarakt. Vi trenger kunnskap om kataraktutvikling ved
minimumsniva av EPA og DHA, gvre toleransegrense for omega-6, og om sammensetningen
av fettsyrene i foring tidlig i
fiskens liv er utslagsgivende for
senere kataraktrisiko.
Interaksjonen mellom histidin og
membranens lipider i utviklingen
av katarakt ma dokumenteres
siden histidin bade fungerer som
osmolytt, antioksidant, 0g

buffersubstans.




Beinhelse

Fiskens beinhelse pavirkes av mange faktorer i oppdrettssituasjonen, herunder forets
sammensetning gjennom produksjonen fra yngel (Cahu et al., 2003; Waagbg, 2010; Hamre et
al., 2010; Moren et al., 2011) til voksne stadier (Brown & Nunez, 1998; Waagbg et al. 2005;
Lall & McCrea, 2007; Waagbg, 2006; 2008). Beindeformiteter hos laks har blitt karakterisert
og klassifisert i forhold til utseende og lokalisering (Kvellestad et al., 2000; Witten et al.,
2006; 2009) og ogsa beskrevet mer i detalj pa molekylerniva (Ytteborg et al., 2010 a, b, c).
Hovedfokuset for beindeformiteter hos laks og @rret har med rette veert knyttet til
mineralernaring og fosfor (review Baeverfjord et al., 2012), men ogsa andre naeringsstoff som
vitaminer (vitamin C: Sandnes 1991; Waagbg 2006; vitamin D: Lock et al., 2010; vitamin K:
Krossgy et al., 2011; vitamin A: @rnsrud et al., 2013) og fettsyrer (Gil-Martens 2012)
pavirker beinvevet og dets utvikling. Effekten av fettsyrer pa beinmetabolismen avhenger
bade av type fettkilder og konsentrasjonen av disse (review Watkins et al., 2001). | europeisk
havabbor er det vist at lave nivaer av EPA+ DHA gker andel fisk med beindeformiteter, mens
i atlantisk laks har man vist at gkt mengde planteoljer i foret kan redusere beindannelse og
gke forekomsten av deformiteter (Villeneuve et al., 2005; Villeneuve et al., 2006; Helland et
al., 2006). 1 tilsvarende forsgk der fiskeoljer ble erstattet med soyaolje (hey omega-6)
(Martens et al., 2010) ble det derimot konkludert med at lave niva av EPA og DHA i foret
(0.9 og 1.3 mg/g for) ikke hadde noen negativ effekt pa beinutvikling sammenliknet med
fiskeoljebasert for (6.6 mg EPA og 6.8 mg DHA/g for). Disse ulike resultatene tyder pa at det
kan veaere ulike behov avhengig av fiskens livsstadium og at det fortsatt er ukjente faktorer og
risikoer knyttet til minimumsniva av EPA+DHA og maksimumsniva av omega-6. | hovedsak
kan beinvevet deles inn i ulike typer beinceller, organisk matriks og mineraler, og alle
prosessene som vedgar disse kan i utgangspunktet pavirkes. Mange genmarkgrer innen
celluleere funksjoner og differensiering er etablert (Wargelius et al., 2010; Ytteborg et al.,
2010). Tilsvarende er beinmatriksen og mineraliseringsprosessen studert i beinvev og skjell
forhold mineraltilgang og regulering av ulike mineraliseringsprosesser (review Fjelldal et al.,
2012 og Beaeverfjord et al., 2012). Fettkilders pavirkning av beinhelse er studert med hensyn
pa deres innhold av spesifikke fettsyrer og fettlgselige vitaminer. Problemstillingene har veert
n-3 og n-6 fettsyrer som forlgpere til eikosanoider som regulatorer av inflammasjon og
fettlgselige vitaminers rolle i beinutvikling, kalsium- og fosforhomeostase, redoks-balanse og
koagulasjon (Hamre et al., 2010). Prostaglandiner blir produsert lokalt og kan pavirke bade

oppbygging og nedbryting av ben. Fettsyrer med n-6 gir f.eks. opphav til PGE, som kan
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stimulere beinresorpsjon mens motsatt effekt har veert vist for n-3. Ytteborg et al. (2010) viste
at tilsetning av DHA til beinceller i kultur kan redusere produksjonen av PGE,. | samme
forsgk ble det ogsa vist at DHA kan stimulere osteocalcin-produksjon, et viktig protein for
mineralisering av beinmatriks. Stor andel av PGE; kan videre fare til inflammatorisk tilstand i
fisken. Kronisk inflammasjon bidrar til redusert Ca-innhold i bein og dermed redusert
beinstyrke. Kvellestad et al. (2000) foreslo inflammasjon som riskofaktor for beindeformitet
hos laks. | et foringsstudie med fiskeolje eller soyaolje i for til lakseparr, kunne man ikke
pavise en klar ssmmenheng mellom fettkilde i foret og indusert inflammasjon pa utvikling av
beindeformiteter, verken i ferskvannstadiet eller etter oppfalging i sjgvann (Martens et al.,
2010).

Det er fortsatt uklarheter om fettsyrer eller -kilder pavirker beinhelsen, spesielt under rask
vekst og forhgyete temperaturer, men det er sannsynlig at ulike fettkilder inneholder andre
stoffer som kan pavirke beinhelsen positivt eller negativt. Forskning pa kombinasjoner og
konsentrasjoner av nearingsstoffer, tilstedevaerelse av antinaringsstoffer og samspillet mellom
disse er forelgpig pa et tidlig stadium. Forsgk tyder pa at fisken er mest sarbar for lav andel
EPA+DHA tidlig i livsfasen og at det ogsa pa disse tidlige tidspunktene kan ha mer alvorlige
konsekvenser for fiskens utvikling. P& senere stadier ser det ut til at fisken takler gkte
planteoljekonsentrasjoner i foret og at disse til og med kan har positive effekter nar

planteoljene er en Rafoamix (Fjelldal et al. 2010).

For lite EPA og DHA og for mye omega-6 gir redusert beindannelse og utvikling i tidlige
livsfaser, men minimumsniva av EPA og DHA og optimal omega-3/omega-6 forhold for god
beinutvikling i tidlige livsstadier er ikke er etablert. P& senere livsstadier ser det ut til at
fisken takler at 70% av fettet i foret er planteoljemix og at disse til og med kan ha positive
effekter. Forsgkene som foreligger er ofte avgrenset til korte perioder i fiskens liv og

kunnskap om langtidseffekter gjennom produksjonssyklus mangler.
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Fettdeponering som symptom pa omega-3 mangel — kan laks og grret
utvikle metabolsk syndrom?

Humane studier har vist at dersom energiinntaket er hgyere enn energibruken, og videre at
fettdepotene ikke har nok kapasitet til & lagre fettet fra dietten trygt, sa vil det kunne fare til

“fulle fettceller” og akkumulering av fett 1 andre vev og organer som hjerte, lever og muskel

(Figur 11) (Frayn 2002). @kt fettniva i ulike vev og

Ubalanse mellom energitilgang , energibruk og

'39”"9“"1*‘”““‘“ organer kan fare til gkt betennelsesfare og risiko for
S TEE utvikling av livsstilssykdommer som type-2-diabetes,
ity hjerte/kar lidelser, kronisk betennelseslidelser, hudlidelser
@kt muskelfett

Fulle fettceller m.m.. Hvorvidt dette ogsa kan skije i fisk er relativt ukjent,

: : men enkeltstudier og celleforsgk kan tyde pa at EPA,
Lipotoksiske effekter

betennelse

|

I Livsstilssykdommer

DHA og planteravarer pavirker fettdeponering og

| betennelsesstatus 0gsa i fisk.

Figur 11; Negative konsekvenser av fettlagring

Innvollsfett

Det er vist at niva av EPA og DHA i for kan pavirke mengde innvollsfett i Atlantisk laks
(Todorcevic et al., 2008a, Torstensen et al., 2011). In vitro forsgk har vist at fettsyrer som det
er mye av i planteoljer, som 18:1n-9, kan fare til hgyere lipidakkumulering og lavere
mitokondriell fettsyre [-oksidasjon i fettceller fra laks sammenlignet med EPA og DHA
(Todorcevic et al., 2008b). Videre er det vist at fettceller fra laks har immunfunksjon (Skugor
et al., 2010). Tilsetning av bakterielt lipopolysakkarid (LPS) til fettceller fra laks induserte
betennelsesfremmende cytokiner som TNF-a samt cytokin reseptor IL-1B, mens DHA
tilsetting til cellene gav gkt uttrykk av IL-10, et velkjent anti-inflammatorisk cytokin (Ruyter
etal., 2012)

De fa studiene fra laks, er i overensstemmelse med tallrike studier fra pattedyr som har vist at
fiskeoljer rik pa EPA og DHA kan redusere fettdeponering i vev og organer (Belzung et al.,
1993, Hainault et al., 1993, Ruzickova et al., 2004, Flachs et al., 2005). De ngyaktige
virkningsmekanismene for hvordan EPA og DHA kan ha en anti-fedme effekt er fortsatt i stor
grad ukjent, men fglgende mekanismer kan vere involvert; EPA og DHA hemmer viktige

enzymer i lipidsyntesen (slik som fettsyre syntase (FAS) og stearoyl-CoA-desaturase-1), gker
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mitokondriell fettforbrenningskapasitet, reduserer fettsyreopptak i fettceller og er i noen

studier vist & indusere fettcelleded (apoptose) (Li et al., 2008).

@kt innvollsfett hos gnagere og folk gir kronisk lavere-grad inflammasjon som har klare
negative helseeffekter. Det er sannsynlig at andre fettsyrer, som omega-6 og balansen mellom
omega-3 og omega-6 pavirker fettdeponering hos fisk som den er vist & gjere i gnagere
(Alvheim et al 2012; 2013). Det kan til dels forklare de motstridende resultater som viser til
ingen effekt eller lavere fettdeponering i fisk nar fiskeolje erstattes med ulike planteolje i for
til laks (Bendiksen et al, 2003, Nanton et al., 2007). Vi har ogsa observert at samspill med
andre neringsstoff i foret sannsynlig samvirker med fettsyrer og pdavirker mengden
innvollsfett. Nar EPA+DHA i foret var 2,5% med 17 % fiskemel+krillmel og “gammel”
vitamin & mineralmix lagret laksen mer innvollsfett etter 12 mnd i sjg (Torstensen et al
2011). | kontrast til dette, ga 1,4 % EPA+DHA i foret sammen med 18% fiskemel og
Skrettings Microbalance® , som er tilpasset et lavt fiskemel-for, ingen skt mengde
innvollsfett, starre fettceller eller tegn til kronisk inflammasjon i fettvevet etter 6 mnd i sjg
(Rocha 2012, master oppgave NIFES/UiB).

Kunnskap om helseeffekter og motstandsdyktighet mot sykdom ved gkt innvollsfett mangler
hos laks og @rret. Disse artene lagrer overskuddsfett bade rundt indre organer og i muskelen,
og hvilke mengder og type lagringsfett som kan gi en lavere-grad kronisk inflammasjon hos
laks og grret bar etableres. Videre er det ikke enna kjent om triploid laks, tilsvarende som

triploid grret, har gkt innvollsfett og om det vil kunne pavirke fiskens helse negativt.

33



@kt fettdeponering i lever

Okt fettakkumulering i lever kan ha flere mulige &rsaker enn “lipid overload” hypotesen som
beskrevet over. En mulig arsak til gkt fettakkumulering i lever (fettlever) kan vaere generell
ubalanse mellom naringsstoff i dietten. @kt fettdeponering i lever er rapportert som en
essensiell fettsyremangelindikator i grret (Owen et al., 1975). En studie av Polakof et al.,
(2013) har videre vist at gkt karbohydrat i for og pafglgende gkt insulinniva i blod gker
fettsyntese og fettniva i lever til grret. Videre har flere studier vist gkt fettniva i lever til laks
nar fiskeolje erstattes med hgye niva av rapsolje eller mix som inneholder rapsolje i foret
(Liland et al., 2013, Torstensen et al 2011, Markare et al., 2013, FHF rapport), spesielt ved
lave vanntemperaturer (Ruyter et al., 2006, Jordal 2007).

I motsetning til studiene over, ble det ikke funnet effekt pa fettdeponering i lever til laks gitt
et palmeoljerikt for (Torstensen et al., 2000, Bell et al., 2002) eller et for med 1:1
rapsolje:linfrgolje mix ble benyttet (Tocher et al., 2001). En studie med grret viste at hgye
niva av en rafoamix i for (4:2:1, rapsolje:palmeolje:linfraolje) ikke pavirker opptak, transport
og syntese av fett i lever til grret (Richard et al., 2006). Forskjellen funnet pa fettdeponering i
lever kan muligens tyde pa at det er gunstig a ikke kun erstatte med én type planteolje i foret,
men heller en mix av ulike oljer for a unnga fettlever. Man vet forelgpig lite om eventuell

fysiologisk betydning/helseeffekt av gkt fettdeponering i lever til laks.

| menneske derimot, kan gkt akkumulering av fett i lever sees pa som en viktig tidlig
risikomarkgr for utvikling av metabolsk syndrom (Szczepaniak, et al., 2005). @kt fettniva i
lever er relativt utbredt, med en forekomst pa opptil 36% i den vestlige befolkning, og er
forbundet med gkt risiko for utvikling av insulinresistens og type 2 diabetes (Weisberg et al.,
2003, Xu et al., 2003). @kt fettniva i lever kan over tid fgre til utvikling av NAFLD (non
alchoholic fatty liver disease) og gi steatose og skrumplever (Szczepaniak, et al., 2005).
NAFLD er videre forbundet med

oksidativt stress, mitokondriedysfunksjon,

Oljedraper . '
TAG In_sulln '!'ype-2 ]
e resistens | %4 diabetes gkt betennelsesstatus og celledgd (Lavoie

og Pighon 2012).

Det er gkende bevis for at ogsa tarmen i
pattedyr kan bidra vesentlig til utviklingen

av diett-induserte fettrelaterte lidelser (de
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Wit et al., 2008, Drucker et al., 2007). Signalmolekyler fra mage tarm kanalen kan detekteres
i leveren og i perifere organer som fettvev, hvor de kan pavirke organfunksjon (Drucker et al.,
2007, Field et al., 2010, Jayasena et al., 2008). Eksempler pa slike signalmolekyler er gastrisk
inhibitorisk polypeptid (Gip), glukagon-lignende peptid-1 (GLP-1) og fibroblast vekstfaktor
19 (Fgf19). Disse faktorene er rapportert a pavirke lipid metabolisme-relaterte prosesser i
lever og fettvev (f.eks lipid oksidasjon, lipid lagring og lipolyse) og er koblet til utvikling av
fettlever. Foruten signalmolekyler fra mage/tarm kanalen er bakteriefloraen i tarmen av
betydning for human helse. Flere studier har vist at endringer i mikrobiell sammensetning i
tarm kan veare assosiert med fedme og fettakkumulering (Ley et al., 2010, Musso et al., 2011,
Turnbaugh et al., 2009). Hvorvidt forhold i tarmen pavirker fettdeponering i laksefisk er

relativt ukjent, for mer informasjon henvises til kapittel om tarmhelse.

@kt fettdeponering rundt hjerte

Overvektige har ofte mer fett i fettceller rundt hjertet som kan over tid pavirke hjertets
funksjon. Det er ikke publiserte data pa mengde lagringsfett i hjerte hos laks eller grret som er
féret med lite EPA+DHA eller ulike planteoljer. Men forelgpige upubliserte data fra laks viser
en tendens til gkt fettlagring rundt hjerte nar fiskeolje erstattes med ulike planteoljer (Remg et
al, in prep; Frayse et al, in prep) og videre tendens til gkt fettlagring i hjertet nar laks er foret
med dagens kommersielle hgyfettfor sasmmenlignet med et lavfettfér (Takle et al., 2012, FHF
rapport 900457). Rapporten av Takle et al. (2012) viste ogsa at fettlagringen i hjertet pavirkes
av fiskens aktivitetsniva. Hvilken helseeffekt en gkning i fettlagring rundt hjerte har for laks
og @rret i oppdrett er ukjent.

Oppsummert kunnskap er at fettsyresammensetning i for pavirker fettlagringsmgnster hos
laks og grret. Motstridende resultater tyder pa at utvikling av fettlever, gkt fettlagring rundt
hjerte og indre organer styres av mengde EPA+DHA, omega-6, mettet fett i féret, i samspill
med en rekke andre faktorer. Det behov for ny kunnskap om langtidseffekter av lave EPA og

DHA niva i for og samspillseffekter med andre féringredienser og miljefaktorer.
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Hjerte/kar helse

For mennesker er det godt dokumentert at EPA+DHA beskytter mot utvikling av hjerte/kar
sykdom, og spesielt beskytter de mot & dg av plutselig hjerteinfarkt. Dagens anbefalinger er at
friske folk ber spise 0,259 EPA+DHA daglig for & beskytte mot utvikling av hjerte/kar
sykdom, mens folk som allerede har hgyt blodtrykk eller forhgyet blodfett (TAG) anbefales sa
mye som 2-4 g EPA&DHA daglig for a redusere risikofaktorene (EFSA, 2011). | kontrast til
mennesker og gnagere er det ikke dokumentert en tilsvarende sammenheng mellom
EPA+DHA i foret og utvikling av hjerte/kar lidelser hos laks eller grret (Grisdale-Helland et
al., 2002; Seierstad et al., 2005; Seierstad et al., 2007). Det er ett studie av Bell og kollegaer
(Bell et al., 1993) som viste noe histologiske endringer i hjerter hos 5 av 11 fisk nar laks var
blitt foret hay omega-6 diett basert pa solsikkeolje i 12 uker fra smolt (85g). | etterkant er det
gjennomfgrt studier med stor laks foret hgy omega-6 og moderate EPA+DHA mengder (80-
100% soyaolje) (Grisdale-Helland et al, 2002; Frayse et al, in prep) og moderate omega-6
(rapsolje, olivenolje eller RAFOAmMIx) og lavt EPA+DHA ned til 0,5 % av for, og gjennom
hele produksjonssyklus (Seierstad et al., 2005; Seierstad et al., 2007) som alle viser entydig at
laks utvikler histologiske endringer i hjerte i gkende grad nar fisken blir eldre/starre, men at
innholdet av EPA+DHA i foret ikke har noen betydning ned til 0,5 %.

Koppang et al (2007) har vist at Atlantisk laks kan utvikle histologiske forandringer i hjerte
som ligner det man ser hos folk og gnagere og betegnes som aterosklerose (areforkalkning).
Hans arbeids antyder at de aterosklerose-lignende endringene kan skyldes inflammasjon og
oksiderte LDL partikler som hos mennesker. For & studere dette videre ble det i et nylig
avsluttet prosjekt (ledet av NIFES) undersgkt av Froyse og kollegaer ved Norges
veterinerhgyskole om mengden fytosteroler eller omega-6 fettsyrer fra ulike planteoljer i
foret kan pavirke utviklingen av histologiske endringer i hjerte nar mengden EPA+DHA var
1,4 %. Histologiske undersgkelser viser ingen endringer som kan skyldes forets

fettsyresammensetning (Frgyse, manuskript in prep; mgte abstract).

Det er godt dokumentert at laks utvikler arteriosklerose (stivhet/ redusert elastisitet i
arterievegg) men ikke aterosklerose (areforkalkning/avleiring av kolesterol i blodarene,
vanligste arsak til arteriosklerose hos mennesker) med alder og at utviklingen ikke blir mer
alvorlig nar mengden EPA+DHA gar ned mot 0,5 % i foret, ei heller nar mengden omega-6 i
foret er hgyt (med 80% soyaolje) nar mengden EPA+DHA var 1,4 % av foret. Det er ikke
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kunnskap om hvorvidt et minimumsniva av EPA+DHA sammen med hgy omega-6 eller hgy

mettet fett vil gi endringer i hjertehistologi som ligner aterosklerose.

Tarmhelse

Forelgpig vet man relativ lite om betydningen av lave niva av omega-3 fettsyrer og tarmhelse
i laksefisk, men essensiell fettsyremangel er vist a fare til lavere mineral (NA™) absorpsjon i
grrettarm (Nonnotte et al., 1987). Tarmen er videre vist & veere et viktig organ for omsetning
av omega-3 fettsyrer i regnbuegrret. | grret pa 4-15 gram fant man at 97% katabolisme av
18:3n-3 isotop og at tarmen (blindsekkene) var viktigere enn lever i denne omsetningen. Kun
en lav prosentandel av substratet ble omdannet til DHA (Bell et al., 2001, Bell et al., 2003).
Rollen til blindsekkene og tarmen i metabolismen av omega-3 fettsyrer i laksefisk har blitt
stettet av genuttrykksstudier som viser at gener involvert i syntesen av n-3 PUFAs, som A-6
desaturase, Elov5 og Elov2 er hgyt uttrykkt i tarmen, fulgt av lever og hjerne (Zheng et al.,
2005). Det er ogsa vist ekt uttrykk av A-6 desaturase gener i tarm til laks foret hgye niva av
planteoljemix (Zheng et al., 2009). | to ulike linjer med regnbuegrret, genetisk selektert for
ulik mengde muskelfett, fant man gkt chylomicron syntese og gkt n-3 PUFA syntese i tarm,
noe som kan indikere en genetisk predisposisjon for den fete genotypen til & deponere mer
gunstige flerumettede fettsyrer (Kamalam et al., 2013).

| flere fiskearter er det pavist gkt akkumulering av fett i form av lipiddraper i tarmceller
(enterocytter) nar fiskeolje er byttet ut med ulike planteoljer; dvs arktisk ragye (Olsen et al.,
1998, 1999, 2000), regnbuegrret Caballero et al., 2002; Olsen et al., 2003) og havabbor
(Caballero et al., 2003). En lipiddrape akkumulering tyder pa en endring i tarmcellenes
fettomsetning, som muligens gir en ubalanse i fettsyresubstrat for videre lipid og lipoprotein-
syntese. Olsen et al (1999, 2000, 2003) viste at transport av fett fra lipiddraper i tarmcellene er
avhengig av fosfolipider og mettet fett. Videre viste Ruyter et al (2006) at en diett rik pa
soyaolje farte til gkt fettakkumulering i tarm og spesielt pro-innflammatoriske n-6 fettsyrer
akkumulerer ved lave vanntemperaturer (Ruyter et al.,2006). En rekke humane studier har vist
at planteoljer rike pa n-6 fettsyrer kan veere betennelsesfremmende i tarm (Chapkin et al.,
2007). | et nylig avsluttet prosjekt (ledet av NIFES) ble det ikke pavist noen gkning av
inflammasjonsmarkerer i midttarm fra laks féret med 1,4 % EPA+DHA i foret sammen med
enten hgy enumettet fett eller omega-6 i 6 mnd (Torfinn Moldal, VI & Koppang, NVHS et al,

in prep). Dessverre var tarmsegmentene for pavisning av lipidakkumulering i tarm for darlige
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til histologiske analyser, sa vi vet ikke ennd om grunnen til at gruppene ikke viste endringer i

inflammasjon var pa grunn av at det ikke var forskjeller i fettakkumulering i tarmcellene.

| laks som spiste for som inneholdt ned til 0,5% EPA+DHA i féret sammen med Rafoa
planteoljemix (samme forsgk som publisert i Torstensen et al 2005) er det vist lavere
tarmcelleutskifting ved histologi og lavere uttrykk av visse gener relatert til stress og anti-
oksidantniva med planteoljemix i foret (Olsvik et al., 2007). Det er ikke entydig om en slik

endring er negativ for laksens helse og velferd.

Oppsummert er det ikke vist klart om fettakkumulering i tarmceller induserer negative effekter
pa inflammasjon i tarm som igjen kan pavirke fiskens helse og velferd. Det kan ogsa tenkes at
fettakkumulering som ikke er kronisk, men som avtar over tid etter et maltid ikke har negative
helseeffekter for fisken. Kunnskap bgr fremskaffes som viser om fettakkumulering i tarmceller
indusert av endret fettsyresammensetning i foret gir negative konsekvenser for fiskens helse,

og hvilke minimumsniva av EPA+DHA som er optimale for god tarmhelse.

Foto: Helge Skodvin
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Mikrobiota hos laksefisk

Fiskehelsen er ngye regulert av forsammensetning og tarmflora. Tarmfloraen hos fisk kan
bestd av opp til 107-10' bakterier/g tarminnhold (Nayak 2010), og bidrar med viktige
funksjoner som naringsopptak, utvikling av tarmepitelen og immunitet, og xenobiotisk
metabolisme (Bates et al 2006; Rawls et al 2004). Noen bakterier kan ogsa medfgre utbrudd
av sykdom. Probiotiske bakterier og prebiotika kan benyttes inn i fiskefor for a oppna positive
helseeffekter, via direkte eller indirekte modulering av tarmfloraen. Kunnskapen om
bakteriesammensetningen i fisketarm er dog kontroversiell, da de fleste tidligere studier har
blitt utfart med dyrkningsbaserte teknikker, som har vist seg a kunne vere veldig ungyaktige,
og ma tas med forbehold. Det er forelgpig et begrenset antall studier pa tarmflora i laksefisk
basert pA DNA fingerprinting analyser (Pond et al 2006; Kim 2007, Hovda et al 2007, 2012;
Liu et al 2008; Navarette et al 2009, 2010, 2012; Mansfield 2010, Desai 2012). En norsk
studie viser dominans av Lactobacillus spp., Lactococcus sp., Bacillus sp., Photobacterium
phosphoreum, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. og Vibrio sp (Hovda et al 2007) i atlantisk
laks. Faktorene som pavirker bakteriessammensetningen er ikke fullstendig klar, og det er i dag
lite kunnskap om hvilke effekter plantebasert for har pa tarmflora og fiskehelse. Det er nylig
blitt publisert to studier hvor dette har blitt adressert i regnbuergrret med
dyrkningsuavhengige teknikker (Desai et al 2012; Navarette et al 2012). Farstnevnte har
studerte effekten av diett inneholdende planteingredienser (erter, soyabgnner og raps), hvilket
resulterte 1 et hgyere Firmicutes:Proteobacteria forhold sammenlignet med kontrollen
(fiskefor). De konkluderte med at tarmfloraen delvis kan vaere arsak til den negative
pavirkningen av plantebaserte dietten. Navarette et al (2012) paviste at en plantebasert diett
(proteiner eller oljer) medfarte redusert bakteriediversitet, og at ulike familier responderte
forskjellig. Antibakteriell effekt av fettsyrene i rapsoljen kunne veare en arsak til redusert

diversitet med planteoljediett, mens arsaken til reduksjon med planteprotein var mer usikker.

Det dokumenteres stadig flere sammenhenger mellom diett, tarmflora og human helse. Hos
fisk forstar man enna lite av interaksjonen mellom fettsyresammensetning i for, tarmflora og
fiskehelse. Et viktig verktgy vil vaere a benytte seg av de nyeste DNA baserte metodene, som
ogsa kan gi informasjon om de ikke-dominerende bakteriene, hvor betydningen for fiskehelsen

er uavklart.
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Stress

Det er allment akseptert at fisk reagerer pa stress pa lignende mater som landlevende dyr
(Wendelaar Bonga, 1997; Tort et al., 2004). Stressfaktorer i akvakultur inkluderer alt fra
fysisk handtering, hgy fisketetthet og ugunstige miljefaktorer som saltholdighet, vanngasser
(oksygen og karbondioksid), alger, miljggifter og férkomponenter. I kommersiell oppdrett er
stress og forsammensetning blant flere faktorer som kan fare til sekundzere lidelser og utbrudd
av infeksigse sykdommer (Waagbg, 2006; 2008).

Stress setter i gang fysiologiske reaksjoner for raskest mulig & gjenopprette homeostatisk
kontroll (Wendelaar Bonga, 1997). Hva som er en vellykket stressrespons eller
akklimatisering kan vere vanskelig a tolke. Plasma kortisol betraktes som en viktig marker
for a stadfeste stress (Pickering & Pottinger, 1989), men ikke ngdvendigvis for mestringen av
stress (Ellis et al., 2011).

| jakten pa nye fettressurser kan ubalansert fettsyresammensetning, fytosteroler,
antineeringsstoffer og forurensninger ha en negativ innvirkning pa fiskens stressfysiologi og
helse (Montero & Izquierdo 2010). Fra eldre litteratur er det rapportert sakalt «shock
syndrome» hos regnbuegrret etter mangel pa EPA+DHA og alfa-linolensyre (18:3n-3) i foret
(review av Tacon, 1992). Grunnen til dette ligger nok i ustabile cellemembraner og
oksidasjonskader i hjerne- og nervevev, selv om hjernevev pavirkes lite av forets fettsyrer
sammenlignet med andre vev (Bell et al., 1991; Brodtkorb et al., 1997). Diettene brukt i disse
forsgkene hadde ogsa et hgyt innhold av n-6 (se diskusjon i kapittel om omega-3 behov i
ferskvannsfasen), og hjernens innhold av n-6 pavirkes av foret i stgrre grad enn for n-3 (Bell
et al. 1991; Amlund et al, 2012), dermed kan gkt n-6 i hjernens membraner vare en alternativ
forklaring. Cellemembranens fettsyresammensetning som pavirkes gjennom foret kan igjen
pavirke stressresponsen som substrat for eikosanoidsyntese (Bell et al., 1991; 1997; Olsen et
al., 2012). Det ser ut til at reaksjonen pa for eksempel transportstress kan knyttes til balansen
mellom n-3 og n-6 fettsyrer (Bell et al., 1991). Hos laks gitt soyaolje (rik pa n-6) i foret sa
man forhgyete kortisolniva i forbindelse med lysmanipulert smoltifisering (Jutfelt et al.,
1997). Laks har normalt endringer i niva av kortisol og arakidonsyre (ARA, 20:4 n-6) i
vevene rundt smoltifisering noe som er knyttet opp mot eikosanoidenes roller blant annet i
osmoregulering (Bell & Sargent 2003; Bell et al., 1997). Ved bruk av planteoljer dekkes

behovet for ARA gjennom hgye niva av 18:2 n-6, men man kan ogsa ende ut med suboptimalt
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forhold mellom n-3 og n-6 fettsyrer. | et forsgk med laks i sjgvannsfasen sa man en forsinket
gkning av kortisol i plasma etter handteringstress hos fisk foret med soyaolje sammenlignet
med fiske-, raps- eller olivenolje (Sissener et al, in prep). Der de andre gruppene fikk redusert
plasma Kortisol etter 24 timer hadde soyaoljeforet laks fremdeles gkende kortisolnivaer, noe
som tyder pa at hgy omega-6 i soyaoljeforet laks endrer fiskens stressmestringsevne (Sissener

et al, in prep).

Stressmestring ble undersgkt i et foringsforsgk hvor marine ravarer ble byttet ut med
vegetabilske protein- og fettkilder (Oxley et al., 2010). Fisk foret med 80% planteprotein og
70 % planteolje (2,5 % EPA+DHA i foret) hadde gkte plasma kloridverdier og gkt uttrykk av
et enzym i tarm som omdanner ARA til prostaglandiner (en type eikosanoider) i tarmen etter
stress, noe som tilsier osmotisk ubalanse og proinflammatoriske forhold i tarmen. Tarmen er
forste barriere for stressfaktorer fra fér, og undersgkelser av tarmcellene og av lokal
inflammasjon kan brukes som tidlige indikatorer for toksikologisk stress (Berntssen et al.,
2004). Studier med laks viser at tarmen responderer etter fysisk stress med reduksjon i
eikosanoider, i hovedsak de som syntetiseres fra n-6 fettsyrer (Olsen et al., 2012). Hos marine
fiskelarver ser man gkt overlevelse etter lufteksponering og bedre mestring av
temperatursjokk etter foring med gkte niva av EPA, DHA og AA (review av Montero &
Izquierdo 2010). Mangel pa EPA og DHA i foret (0.4 % i foret) til noe starre fisk (juvenile
gilthead seabream) farte bade til kronisk forhgyete basale niva av plasma kortisol og
forhgyete niva etter stress. Forelgpige resultater tyder pa at stor laks foret med lave nivaer av
EPA+DHA har endret stressrespons ved lav vanntemperatur (Sissener et al, unpublished
results). Dette undersgkes videre i prosjektet som er ledet av Skretting ARC.

Dagens kunnskap om effekten av fettsyresammensetning pa stressmestring er vag, selv om
studiene sa langt tyder pa at fettsyrene kan pavirke stressrespons og fiskens akklimatisering
etter stress, sannsynligvis gjennom cellemembranens fysiske integritet, eikosanoidsyntese og
hormonkontroll. Det er behov for a etablere hvor lave nivaer av EPA og DHA, og kanskje
spesielt hvor hgye nivaer av n-6 fettsyrer som pavirker ulike typer stress og fiskens evne til a

handtere stress.
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DEL 2; Samspill mellom fettsyresammensetning i for og andre
faktorer komponenter i oljekilden

Helseeffekter av andre komponenter i fiskeolje og
planteoljer, som kolesterol, fytosteroler, antioksidanter

Bade marine og vegetabilske oljer inneholder flere stoff
enn kun fettsyrer, og mange av disse har viktige
funksjoner. Et eksempel pa slike fettlgselige stoffer er
steroler. Steroler er en undergruppe av steroidene som

deles opp i to grupper etter deres opphav; zoosteroler

(zoe-; liv gresk) og fytosteroler (phyt-; plante gresk), der
zoosteroler kommer fra dyr og fytosteroler fra planter. Det
vanligste zoosterolet er kolesterol og noen av de vanligste fytosterolene er campesterol og
sitosterol. Oljer som maisolje og rapsolje kan inneholde hgye nivaer av fytosteroler, mens
kolesterol kommer fra animalske kilder som fiskeolje eller fett fra landlevende dyr.
Fytosterolene har i mennesker en kolesterolsenkende effekt, som en tror skjer ved at de
hindrer opptaket av kolesterol i tarmen (Patel & Thompson, 2006). Effekter av fytosteroler pa
laks og arret er ikke godt undersgkt, men en har sett effekter pa blodverdier og det endokrine
system i fisk nar fytosteroler er tilfert gjennom vannet (Tremblay og Van Der Kraak, 1998)
eller gjennom et implantat i bukhulen (Gilman et al. 2003). | foringsforsgk pa Atlantisk laks
har en sett at om der er s mye som dobbelt s& mye fytosterol som kolesterol i dietten (80%
rapsolje av fett i diett), sa vil en kunne se endringer i fettmetabolismen som gkt fett i lever og
i blod (Liland et al. 2013). Dette er effekter som ligner pa det en kaller metabolsk syndrom i
mennesker, men der helseeffekten i laks ikke er kartlagt. Man tror at det gkte fettet i lever og
blod er grunnet et kolesterolunderskudd pa grunn av fytosterolenes hemmende effekt pa
kolesterolopptaket i tarmen. Dette kolesterolunderskuddet kan pavirke et system i laksen som
er ansvarlig for & produsere kolesterol nar kolesterolnivaet er lavt i cellene, men som samtidig
produserer fett som vises igjen som gkt fett i lever og i blod (Horton et al. 2002). Resultatene
er allikevel ikke entydige, og samvarierende faktorer i foringsforsgket utfert av Liland et al.
(2013) og i annet forelgpig upublisert materiale hvor en ser samme tendenser gjgr at mer
spesifikke forsgk ma utfares for a finne ut av fytosterolenes rolle og mekanismene bak disse

effektene vi ser.
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Oppsummert tyder forelgpige resultater pa at en fytosterol:kolesterol ratio i for over 1,7 kan
pavirke fiskens metabolisme. Hva som er fytosterolenes effekt pa gkning i fett i lever og
plasma gjenstar a bestemme og dermed kunne gi en anbefalt gvre grense for fytosteroler og

fytosterol/kolesterol ratio i for til laks og grret.

Samspill med andre naringsstoff i for

Fiskens diett bestar bade av protein-, fett og karbohydratkilder, foruten ekstra tilsetninger av
mikronaringsstoff. Derved kan andre neeringsstoff samspille med fettkilden og pavirke
absorpsjon og omsetning av fettsyrer og vica versa. Fettkildene kan ogsa veere mer eller
mindre raffinert, noe som pavirker innholdet av bade fettsyrer og andre fettlgselige
forbindelser og derved egenskapene til disse. En aktuell problemstilling som illustrerer dette
er dekontaminering av fiskeoljer, hvor innholdet av fettlgselige vitaminer (Berntssen et al.,
2006) og de langkjedete fettsyrene endres (Pratoomyot et al., 2008), eller forblir uendret (Olli
et al., 2010) antagelig avhengig av raffineringsmetode. De ulike plantefettkildene prosesseres
og raffineres pa sine vis og flere produkter er aktuelle i for til fisk. Man kan forvente at
mindre raffinerte produkter blir brukt i fremtidens fér og da er det viktig & ha kontroll over
innhold utover fettsyresammensetningen, som blant annet innhold av andre naringsstoff,

antinaeringsstoff, kontaminanter og oksidasjonsstatus.

Generelt er fettkilder godt fordgyelige, selv om fordgyeligheten kan variere en del mellom
visse typer fettkilder og deres karakteristiske innhold av fettklasser og fettsyrer (Bell & Koppe
2011). Andre forkomponenter, som karbohydrater, kan pavirke fordgyeligheten gjennom a
pavirke viskositet og micelledannelse i tarmen. Antineringsstoffer som saponin som finnes i
mindre raffinerte soyaproteinkilder (Knudsen et al., 2007), chitin og chitosan fra krillmel
(Olsen et al. 2006), samt hgyt innhold av mineraler som kan gi sdpedannelse i tarmen, kan
ogsa redusere fordgyeligheten av fett. Fettfordeyeligheten ble ogsa redusert i dekontaminert

fiskeolje.

Avhengig av raffineringsgrad sa bidrar proteinkildene ogsa med en begrenset mengde fett. For
marine proteinkilder (fiskemel, marine biproduktmel, krillmel etc) er dette en kalkulert fordel
siden fettet er fortrinnsvis membranlipider som inneholder en hgy andel marine n-3 fettsyrer.
Med endringer bade i protein og fettkilder kan man risikere a komme til kort med fordelaktige
naeringskomponenter som de tradisjonelle marine formidlene bidro med. Pa den annen side

bidrar planteoljer med flere vitamin E former (herunder tokoferoler og tokotrienoler) og
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karotenoider som bidrar som antioksidanter til & holde lav oksidativ status i for og fisk (Olsvik
etal., 2011).

Noen studier har undersgkt interaksjon mellom fettkilder og mikronaringsstoffer. Dette er
knyttet til fettsyrenes roller i energiomsetning, membransammensetning og funksjon, og
redoks-reaksjoner (pro- og antioksidanter). Hos laks som gjennom produksjonssyklus (vekst
fra 30 g til 400 g, og videre gjennom kjgnnsmodning) ble gitt plantebasert for (29%
soyaprotein konsentrat, 16% hvete og 33% FM) med tre niva av EPA+DHA qgitt i form av
16% tilsatt soya-, lodde- og sardinolje og to niva av vitamin E (~50 og 270 mg kg™) ble det
ikke funnet forskjeller i vekst (Waagbg et al., 1991), men i status av andre naringsstoff,
fiskens immunologi og sykdomsmotstand, sensorisk kvalitet og utfall av reproduksjon.
Forsgket ble gjort med lav-energidietter (16% fett) sammenlignet med dagens relevante
kommersielle for, men som eksempler for hvilke samspilleffekter man kan forvente ogsa med

dagens for er de vist i Tabell 1.

Tabell 1. Biologiske omrader der ulike fettkilder (soya-, lodde- og sardinolje med lav-energifor (16% fett)) har

vist & spille en rolle alene eller i interaksjon med vitamin E i foret (~50 og 270 mg a-tokoferol kg™)

Biologisk effekt av fettkilde Fettkilde m/ Vitamin E Referanse
@kende n-3
Sinkstatus i ulike organ 0 (+) Maage & Waagbg 1990
Selenstatus i ulike organ - - Maage & Waaghg 1990
Jernstatus i ulike organ () () Waagbg & Maage 1992
Lever vitamin E status - + Waaghg et al. 1993b
Lever vitamin A status + (+) Waaghg et al. 1993b
Muskel astaxanthin (+) (+) Christiansen et al. 1993
Antistoff etter vaksinasjon - + Waagbg et al. 1993a
/koagulasjonstid
Hematologi 0 0 Waagbg et al. 1993a
Makrofagaktivitet 12°C/18 °C 0/0 (+) Waagbg et al. 1993b
Dgadelighet etter V. salmonicida +/0 +/0 Waaghg et al. 1993b
smitte 7°C/13 °C
Sensorisk kvalitet (-) + Waagb et al. 1993c
Egg- og yngelkvalitet + + Waagbg & Rennestad 2001

Med relevante forenerginiva, er det rapportert at laksens fettlagringsmaster (Torstensen et al
2011), helseparametre (Torstensen et al 2011; Liland et al 2013) og antioksidant status
(Olsvik et al 2011) ble pavirket nar bade fiskemel og fiskeolje ble byttet ut med
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planteproteinkilder og vegetabilske oljer uten at vitamin og mineralmixen ble oppjustert
gjennom hele sjgvannsfasen. En av forklaringsmodellene for den signifikante gkningen i fett i
blod, lever og rundt indre organ var at vitamin og mineral mengdene (basert pa NRC 1993;
2007) ikke var tilstrekkelig nar mengden fiskemel og fiskeolje var kun henholdsvis 20% og
30% av protein og fett i féret (Torstensen et al 2008; 2011; Liland et al 2013). Denne
hypotesen er ytterligere styrket ved at laks som ble foret med 30% fiskemel sammen med
20% fiskeolje (% av protein og fett i foret) men med en oppjustert vitamin mineralmix
(Skrettings Microbalance®) ikke hadde de samme endringene i fettlagring rundt indre organ
(Liland et al 2013, in prep; Rocha master thesis). Ernaringsbehov er etablert i hovedsak for
lavere vekst med lav-energi dietter, kun i ferskvannsfasen eller ekstrapolert fra grret til laks
(NRC, 1993;2007) og nyere forskning viser behovet for a revurdere etablerte minimumsbehov

for kommersielt relevante oppdrettsarter (Arraina, EU-finansiert prosjekt 2011-2016).

Oppsummert vet vi at fettkilder med sine variable og unike sammensetninger viser
interaksjoner pa flere omrader og dette ma tas hensyn til i sammensetningen av fremtidens
for. Minimumsbehov for EPA og DHA, gvre grense for omega-6 og optimal mengde mettet
fett ma bestemmes i sammenheng med mineraler, vitaminer og andre fettlgslige komponenter i
for til Atlantisk laks.

Arvbare miljgeffekter - epigenetikk

Det finnes en rekke studier som viser at laksens kapasitet til 8 omdanne ALA til EPA og DHA
pavirkes av en rekke faktorer som alder, genetikk, livsfase, vanntemperatur, salinitet og
forsammensetning (Bell et al. 1997; Tocher et al., 2000; Leaver et al., 2011). Vi vet lite om
hvordan for i tidligste livsfaser kan ernaringsmessig programmere laksens
fettsyremetabolisme, inkludert omega-3 fettsyremetabolismen og helse i senere livsfaser.. Det
er begrenset kunnskap om betydningen av arvbar miljgpavirkning (epigenetikk), forets

fettsyresammensetningen, og andre miljgforhold

Epigenetikk er arvbare endringer i genuttrykk som ikke skyldes endring i DNA sekvens. DNA
metylering, kromatin organisering og regulering ved sma RNA molekyler, er hovedkilden til
epigenetisk informasjon. Epigenetisk regulering er sensitiv for ulike miljgforhold, med
erngring som en av de viktigste faktorene (Olynik et al., 2012). DNA metylering avhenger av
tilgjengeligheten av mange ulike nzringsstoffer, og feilernaering kan fare til gkt mottakelighet

for sykdom og feilutvikling. P& celleniva pavirker neringsstoffer stamcelledeterminering,
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differensiering og proliferering, og dermed utvikling av vevsstrukturer og organogenese
(Trzeciakiewicz et al., 2009; Dwyer et al., 1994;1993; Powell 1981). | mus er det vist at
interaksjon mellom miljgstress i tidlig livsfase og ernaring, slik som EPA+DHA innhold i
dietten, pavirker metabolsk sarbarhet ved senere livsstadier (Bernadri, et al. 2013). Det finnes

ikke studier pa dette i laks.

Mitotic chromosome

Nucleosome

Mitotically
retained
TF Foci

Micro-RNA

N\NANNN
\/\/\I/m Methylated DNA

http://mcb.asm.org/content/30/20/4758/F1.expansion.html

Stamfiskernaring er viktig for vellykket reproduksjon og for & sikre sunt og levedyktig
avkom. | tillegg er helsestatus, i senere livsstadier, til en viss grad avhengig av maternal
ernaring og vekst under tidlige livsfaser. Det er tidligere vist at naringsinnhold i foret til
stamfisk kan pavirke starrelsen av egg, naringsinnhold i egg, klekking og larvekvalitet
(Izquierdo et al., 2001). Fettsyresammensetning av egg har en stor effekt pa embryoutvikling,
metamorfose og overlevelse etter klekking i ulike fiskearter (Pickova et al, 1997, 1999, 2007).
Det er vist til behov for essensielle fettsyrer (EPA og DHA) i stamfisk til flere fiskearter
(Watanabe et al, 1984, Pickova et al, 2007, Watanabe og Vassallo-Agius 2003, Cerda et al,

1995,), men hittil har man relativt begrenset kunnskap om hvordan lave niva av omega-3
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fettsyrer pavirker gonade utvikling og egg- og larvekvalitet i laksefisk. Utilstrekkelig mengde
EPA og DHA i membranstrukturer ved lave temperaturer kan medfagre skade for organismen
nar membranfluiditeten ikke kan kompensere for metabolsk ineffektivitet (Hurst et al. 2007).
Det er manglende informasjon om hvordan samspill mellom faktorer som temperatur og EPA
og DHA niva i membraner pavirker klekking og overlevelse etter klekking. Laks har hgye
vekstrater i tidlige vekstfaser (Terjesen et al, 1997), noe som betyr at naeringsbalansen i denne
fasen er viktig for videre utvikling, produksjonseffektivitet og robusthet. Det vil veere viktig a
utvikle biomarkgrer for tidlig livsfase som kan gjgre oss i stand til & forutsi negative

konsekvenser (fenotyper) som bare blir apenbare farst senere i livet.

Tidlige livsfaser er spesielt sarbare for laks og grret, da EPA og DHA er viktig for mange
prosesser, slik som regulering og utvikling av organer, utvikling av nervesystemet, i
energiomsetning, og for dannelse av membanstrukturer (Sargent 1995). EPA har ogsa viktige
funksjoner som forlgper til eicosanoider, noe som er spesielt viktig for utvikling og vekst av
fiskeembryo (Sargent 1995, Bell et al., 1997). Under larvestadiet er EPA+DHA mangel i
andre arter vist & medfare feilpigmentering, synshemming, og avvikende adferd ved ulike
larvestadier (Copeman et al., 2002, Penney et al., 2006, Yanes-Roca et al., 2009). Overgangen
fra ferskvann til sjgvann innebeerer store endringer i laksen, bade med hensyn til endringer i
metabolisme og osmoregulering. Smoltifiseringsprosessen i laks medfarer endringer i
syntesen av EPA og DHA, og ved overfgring til sjgvann reduseres synteseaktiviteten (Bell et
al. 1997; Tocher et al., 2000). Vegetabilsk olje og dermed mer omega-6 i laksens diett under
smoltifisering er vist & ha flere positive effekter; bedret osmoregulatorisk kapasitet (Bell et al.,
1997, Tocher et al., 2000), gkt vekst (Bendiksen et al., 2003), og fremmer beskyttende
barriere mot patogener (Jutfelt et al., 2007). | tillegg er endringer i forsammensetningen av
EPA og DHA vist & pavirke tilpasningen til endring i salinitet hos grret (Di Constanzo et al.,
1983). Det er imidlertid begrenset kunnskap om hvilke fettsyresammensetninger i dietten som
er best egnet under de ulike trinn av smoltifiseringen for gkt EPA og DHA syntesekapasistet

og bedre overlevelse etter smoltifisering.

Det er klare indikasjoner om at ernaring er en viktig faktor for epigenetisk regulering i laks
som kan gke eller begrense tap i produksjon. Det er behov for kunnskap om laksens behov for
EPA og DHA, mettet fett og omega-6 i ulike og spesielt i sarbare livsfaser.
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DEL 3; Hvordan pavirker endringer av fett i for mengden i
spiselig del

Nar niva av fiskeolje i for til laks og grret reduseres ma den erstattes med en alternativ
energikilde i form av en olje fra vegetabilsk, animalsk eller annen marin opprinnelse. Nar laks
og grrets minimumsbehov for EPA+DHA skal bestemmes er det avgjgrende hva fiskeoljen
erstattes med siden alle fettsyrer i ulik grad kan pavirke fiskens vekst, helse, velferd og

sammensetning av spiselig del (se figur 12).

o

Karakteristisk for de alternative oljene som er relevante a bruke 1 dag, er at
fettsyresammensetningen domineres av fa fettsyrer (Tabell 2). Av vegetabilske alternativ
inneholder rapsolje hovedsakelig en enumettet fettsyre (18:1n-9; oljesyre), palmeolje er hoy i
den mettete fettsyren palmesyre (16:0), kokos inneholder kortere mettede fettsyrer (12:0 og
14:0), linfrgolje er hay i omega-3 fettsyren alpha-linolensyre (ALA, 18:3n-3), soyaolje og
solsikkeolje er hgye i omega-6 fettsyren linolsyre (LA, 18:2n-6). Animalske fettkilder som
oljer fra kylling og svin inneholder ca like mengder 16:0 og 18:2n-6, men vil variere avhengig
av deres forfett. Spekk (lard) inneholder mettet fett med mer 18:0. Rapsolje er det mest brukte
alternativet til fiskeolje i dagens kommersielle for til laks og grret.

Tabell 2. Fettsyresammensetning av forskjellige oljer (vekt%). Tre eksempler p& marine oljer finnes til venstre i
tabellen, og eksempler pa vegetabilske oljer som er aktuelle for bruk i for til laks og arret til hgyre. De viktigste
individuelle fettsyrene er tatt med, samt sum mettede, enumettede (MUFA), omega-6 og omega-3 fettsyrer, og

tilslutt n-3/n-6 ratio.

Lodde- Sardin- Krill- | Soya- Oliven- Solsikke- Linfrg- Palme- Mais- Raps-
olje olje olje olje olje olje olje olje olje olje
14:0 6.3 7.2 16.3 - - 0.1 0.1 1.1 - 0.1
16:0 11.0 16.2 19.0 | 10.9 11.8 6.3 5.3 40.0 103 4.7
18:0 0.9 2.9 1.4 3.9 25 4.9 3.2 4.1 1.8 1.6
Mettede 18.9 27.3 386 | 156 14.7 12.3 8.6 452 125 7.5
18:1n-7 1.9 3.1 7.8 1.3 2.2 0.7 0.7 - 0.6 3.0
18:1n-9 6.7 9.3 158 | 219 71.4 23.0 17.1 411 311 56.7
20:1n-9 15.9 1.5 1.4 - 0.3 0.2 - - 0.2 1.7
22:1n-11 20.2 0.9 0.3 - - - - - - -
MUFA 56.5 25.4 38.1 | 233 75.0 23.9 17.8 411 320 622
18:2n-6 1.3 1.1 1.6 54.3 9.5 62.5 14.3 108 54.1 19.5
20:4n-6 - 0.8 0.1 - - - - - - -
sum n-6 1.3 1.9 2.1 54.3 9.5 62.5 14.3 108 54.1 19.6
18:3n-3 0.7 0.6 0.8 6.5 0.7 0.5 57.0 - 1.3 9.4
18:4n-3 4.8 3.2 3.6 - - - - - - -
20:5n-3 75 18.4 6.4 - - - - - - -
22:5n-3 0.6 2.2 0.2 - - - - - - -
22:6n-3 5.7 12.3 2.3 - - - - - - -
sum n-3 19.8 37.7 14.6 6.5 0.7 0.5 57.0 - 1.3 9.4
n-3/n-6 15.2 19.5 7.0 0.1 0.1 0.0 4.0 - 0.0 0.5
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Figur 12. Figuren viser innhold av henholdsvis mettet fett (SFA), enumettet fett (MUFA), EPA+DHA og omega-
6 i g/100g filet (spredningen viser minimums- og maksimumsverdi) i norsk oppdrettslaks fra arene 2005-2010.
Tallene er hentet fra NIFES sitt overvakningsprogram (finnes p& www.nifes.no/sjomatdata), og er basert pa
analyser av 10-85 fisk fra hvert av arene. Helsedirektoratet anbefaler at mettet fett ikke skal overstige 10
energiprosent per dag, noe som tilsvarer ca 20g ved et inntak p& 2000kcal, mens 100g oppdrettslaks bidrar med
2.5-3g. EFSA anbefaler et daglig inntak av EPA+DHA pa 0.25g per dag, mens 100g oppdrettslaks i 2011 bidrar
med rundt 1,5¢g. Tilsvarende verdier i vill laks (Vossolaks, 2011, snitt av 30 individ) var 1.9 g SFA, 4.7 g MUFA,
1.7 g EPA+DHA o0g 0.27 g n-6 per 100 g.
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"Oppdrettsfisk er hva den spiser”

Konsumenten

Fettsyrer i filet ©Oeller @

Fettsyrer
i Robust fisk

foret
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Human helse

For noen fettsyrer, men ikke alle

Mettet fett

| for til laks og erret er hovedkilden til mettet fett normalt fiskeolje (FO, 18-33 % mettet fett,
store artsvariasjoner). Andre mulige kilder er palmeolje (45-49 %), kokosolje og animalske
biprodukter som f. eks kyllingolje (28-30 %). Andelen mettet fett i laksefor har gatt ned over
tid, da FO i gkende grad erstattes med planteolje, spesielt rapsolje, som har lite mettet fett.

Hvordan endringer av andel mettet fett i for pavirker innhold i filet, kommer an pa hvilken
retning endringen skjer i. Foringsforsgk har vist at dersom andelen mettet fett gkes
sammenlignet med et for basert pd FO (Figur 13), vil innhold i laksefilet ikke gke eller gke
sveert lite (Torstensen et al., 2000, Bell et al., 2002). Dersom andelen i for reduseres
sammenlignet med en diett basert pa FO, vil andelen i filet ogsa reduseres (Bell et al., 2001,
Bell et al., 2004, Torstensen et al., 2004, Liland et al., 2013). Dermed kan vi konkludere med
at det & redusere innhold av mettet fett i foret, vil ha sterre innvirkning pa sluttproduktet enn

det & gke innhold av mettet fett i foret.
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En fordel med bruk av mettet fett er at dette regnes som “ngytralt” i forhold til n-3/n-6 ratio,
og selv om mettet fett har et (noe ufortjent?) darlig rykte i forhold til human ernaring, vil laks
uansett veere en sveert liten bidragsyter i et sammensatt kosthold (se figur 11). Et relativt nytt
aspekt i helsedebatten er at ulike kilder til mettede fettsyrer kan ha disse plassert i ulike
posisjoner pa TAG-molekylet, og hos pattedyr vil fettsyrer i posisjon 1 og 3 spaltes av fra
TAG under fordeyelsen, mens fettsyren i posisjon 2 hovedsakelig vil tas opp fortsatt bundet
til glycerolmolekylet (Karupaiah & Sundram, 2007). Dermed kan ha konsekvenser for
fettmetabolisme og helseeffekter hvor den mettede fettsyren er plassert pa TAG-molekylet.
Posisjonering av fettsyrene i TAG-molekylet er imidlertid ikke ngdvendig & ta hensyn til i
fiskefor, da laksen i motsetning til pattedyr ser ut til & spalte av alle tre fettsyrene far disse
absorberes i tarmen (Lie et al, 1987, Sigurgisladottir et al., 1992). En konsekvens av dette er
at fett i laksens vev ikke vil veere avhengig av hvilken posisjon fettsyrene har i den fettkilden
som brukes i foret. Det er spesielt aktuelt for 16:0 i sn-2 posisjon i palmeolje, som dermed
ikke ngdvendigvis fortsetter & veere i sn-2 posisjon i laksens fett. En ulempe med mettede
fettsyrer er imidlertid fordayelighet. Her finnes det lite publiserte data fra forsgk, men det ser
ut til at fordgyeligheten av mettet fett blir darligere dess mer det er i foret, dess lavere
temperaturen er, og med gkende kjedelengde (Torstensen et al., 2000, Ng et al., 2004,

Johnsen et al., 2006).
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Det er usikkert om en stor reduksjon av mettet fett i féret har noen konsekvenser for fisken og
dens helse, og i sa fall hvor lavt ned det er forsvarlig & ga. Fettakkumulering er en sammensatt
problemstilling som nok kan ha flere arsaker (se “Fettlagring”), men vi har i to nylige forsek
sett en sveert god korrelasjon mellom fettmengde i lever og mettet fett i foret (Liland et. al., in
press, Liland et. al in prep). Imidlertid var fettlagring ogsa sveert godt korrelert med
fytosteroler 1 foret (se ”Andre komponenter i oljekilden™), slik at her er det flere mulige

forklaringer.

Det er behov for kunnskap om konsekvensene av en kraftig reduksjon i mettet fett for fiskens
helse, samt d definere et "optimalt vindu” for innhold av mettet fett som tar hensyn til en ovre

grense for fordgyelighet og en nedre grense for fiskens helse.

Enumettet fett

Det finnes enumettet fett i ulike FO (28-53 %), i stor grad langkjedede fettsyrer med 20-24
karbonatomer (Johnsen et al., 2006). Planteoljer som rapsolje og olivenolje inneholder mye
enumettet fett (se tabell 2), hovedsakelig med 18 karbonatomer (18:1n-9). Resultater fra
forsgk viser at andel enumettet fett i for i stor grad gjenspeiles i filet, som for eksempel vist av
Rosenlund et al. (2001, Figure 14).

Rosenlund et al., 2001
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Fordgyelighet av enumettede fettsyrer er generelt hgy (>90%), ogsa ved lave temperaturer
(Ng et al., 2004), men ikke like hgy som for flerumettede fettsyrer (Johnsen et al., 2006). Som
for mettet fett gar fordeyeligheten ned med gkende kjedelengde. Enumettet fett regnes som

“neytral” i forhold til n-3/n-6 ratio, og ansees som positivt i forhold til human ernaring.
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Omega-6

Fiskeolje har lite omega-6 (<5 %), mens innholdet av omega-6 i planteoljer varierer mye;
soya-, mais- og konvensjonell solsikkeolje har hgyt innhold , mens raps-, oliven-, linfrg- og
palmeolje er i andre enden av skalaen (se tabell 2). Innhold av omega-6 i féret gjenspeiles i

stor grad i fileten (se eksempler i Figur 15).
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Figur 15. Omega-6 i henholdsvis for og filet. Begge eksemplene viser hvordan andelen omega-6 i filet gker med
gkende andel i for. Total mengde er imidlertid svaert avhenging av hvilken planteolje som benyttes, fra 10-15%

nar all FO er byttet ut med linfrg-, oliven- eller rapsolje (A og B) til 37% nar soyaolje benyttes (B).

Fordgyelighet av flerumettet fett er bedre enn enumettet og mettet fett (Johnsen et al., 2006,
Sigurgisladottir et al, 1992).

Det er kjent fra andre arter at et hgyt inntak av omega-6 reduserer omdanning av ALA (18:3n-
3) til EPA og DHA fordi omega-3 og omega-6 konkurrerer om de samme enzymene i
omdanning til lengre og mer umettede fettsyrer. Et nylig studie konkluderte med at dette ikke
var tilfelle hos regnbuegrret (Emery et al., 2013). Dessverre var omega-6 innholdet i diettene
som ble brukt var ikke spesielt hgyt med en ALA/LA ratio pa henholdsvis 1,9 og 0,6 (Emery
et al., 2013), noe som er en veldig hgy ratio sammenlignet med ratioen pa 0,25 som er antydet

hos gnagere og folk a veere max ratio for at omega-3 skal bli utkonkurrert av omega-6.

Det viktigste er kanskje de negative egenskaper av omega-6 fettsyrer i kosthold til folk.

Dessverre ser dette ogsa ut til 4 gjelde omega-6 fra laks, da en diett med soyaolje-foret laks
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som inneholder mye omega-6 forte til insulinresistens, fettakkumulering i lever og overvekt
hos mus (Alvheim et al., 2013, Midtbg et al., 2013).

Det er behov for kunnskap om gverste tolerable mengde av omega-6 i for til laks bade av
hensyn til laksens forinntak, vekst, helse og velferd og av hensyn til filetens bidrag av omega-
6 til et kosthold og betydningen av hvilken effekt det & spise laks vil ha pa folks helse nar

omega-6 bidraget gker i forhold til bidraget av omega-3.

Forholdet mellom omega-3 og omega-6

Bade for folk og fisk er det mengden EPA+DHA som er i kroppen som er avgjerende for
helsen, ikke kun hvor mye EPA+DHA som spises i mat eller for. Arsaken til at det ikke alltid
er en direkte sammenheng mellom EPA+DHA i foret og hva som finnes i fisken er flere, men
hos folk er konkurransen mellom omega-3 og omega-6 om plassene i fosfolipidene en helt
sentral faktor. | cellemembranene konkurrerer omega-6 fettsyrene med EPA+DHA om de
samme posisjonene i fosfolipidene. | den amerikanske befolkning, som har et hgyt omega-6
inntak (Blashalg et al 2011) betyr det at inntaket av EPA+DHA ma justeres opp tilsvarende
for & oppna gnsket omega-3 status i cellene og beskyttelse mot blant annet utvikling av hjerte

kar sykdom.

Foringsforsgk med laks der mengde EPA+DHA er holdt konstant, men n-3/n-6 ratio er
forskjellig viser at mengden EPA+DHA i filet (som er hovedsakelig lagringsfett) er konstant
(Liland et al 2013). Mengde EPA+DHA i fosfolipidene i cellemembraner var ikke malt i
forsgket (Liland et al 2013).
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Omega-3 og omega-6 konkurrerer ogsd om de samme enzymsystemene i syntesen av lange
flerumettede fettsyrer fra 18:2n-6 og 18:3n-3. | gnagere er det vist at nar mengden 18:2n-6 i
for er lavt (1 energi%) omdanner mus effektivt 18:3n-3 til EPA og DHA, mens nar nivaet av
18:2n-6 er hgyt (8 energi%) produseres 20:4n-6, men ikke EPA og DHA (Alvheim et al,
2012). Hos fisk er forsgk gjort enten med hgy 18:2n-6 (soyaolje) eller hgy 18:3n-3 (linfrgolje)
som viser at hgy 18:2n-6 gir gkt 20:4n-6 i filet (Liland et al 2013) og hjerne (Amlund et al
2012) og hgy 18:3n-3 gir gkt EPA og DHA i filet (Zheng et al 2005). Forsgk med lik og
tilstrekkelig mengde 18:3n-3 med tilstrekkelig hgy og lav 18:2n-6 er ikke publisert for laks
eller grret slik at dokumentasjon mangler for hva som er optimal n-3/n-6 ratio for maksimal
omdanning av 18:3n-3 til EPA og DHA. | et forsgk med Atlantisk laks (Ruyter et al., 2000),
forte et for med moderat niva av 18:3n-3 til en moderat gkning i nivaet av DHA. Hayere niva
av 18:3n-3 i foret resulterte hovedsakelig i akkumulering av EPA, og ikke til en ytterligere
gkning i andelen av DHA. Tilsvarende ble 22:5n-6 ikke detektert i fiskegrupper foret med
gkende niva av 18:2n-6, selv om gkt niva av 20:4n-6 ble observert. Denne lave omdanningen
til karbon-22-fettsyrer kan skyldes konkurranse mellom 18:3n-3 og 24:5n-3 om A 6
desaturase. Resultatene kan videre tyde pa at hgy konsentrasjon av karbon-18 flerumettede
fettsyrer, kan hemme omdanningen til 22:6n-3. Dette tyder pa at det er viktig a ta hensyn til

ratioen mellom ulike 18 karbonfettsyrer i féret til laks for best mulig omdanning til DHA.
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Omega-3 og omega-6 fettsyrer, spesielt 20:5n-3 og 20:4n-6, konkurrerer ogsa om
enzymsystemene for & produsere signalstoffene eicosanoider. Eicosanoider produsert fra
omega-6 fettsyrer har oftest en annen biologisk effekt eller er mer/mindre potent enn
eicosanoider produsert fra omega-3 fettsyrer. Nar laks fores med soyaolje med hgy omega-6
finner man mer av omega-6 eicosanoider i plasma (Martens et al 2011) (se kapittel ”Kort om

funksjon av fett”).

Oppsummert vet vi at nar mengden enumettet og omega-6 fett i foret gker sa gker mengden
tilsvarende i filet. Mettet fett, derimot, gker ikke nar mengden mettet fett i for gker. I tillegg til
a dokumentere effektene av a endre fettsyresammensetning i for pa fiskehelse, er det behov for
a dokumentere gvre toleransegrense av omega-6 for konsumentens helse nar filetens
fettsyresammensetning endres. Bade mengde omega-3 og omega-6 og forholdet mellom dem
(omega-3/omega-6 ratio) har betydning for en rekke biologiske prosesser. Optimalt forhold
mellom omega-3 og omega-6 ma bestemmes samtidig med minimumsbehov og avre

toleranseg rense.
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Strategier for & optimalisere lagring av EPA og DHA

Uavhengig av hvor langt ned man kan ga i EPA og DHA av hensyn til fiskens behov, vil en
reduksjon i foret ha konsekvenser for sammensetning av filet. Dette gjer det viktig a finne

gode strategier for & optimalisere nivaet av EPA og DHA i den spiselige delen av fisken.

Sesongvariasjoner i fettlagring

Fettinnholdet i laks og grret er regulert av en rekke faktorer. Generelt er fett og fettsyrenivaet i
laks og grret funnet & gke i takt med gkende fiskestarrelse (Shearer et al. 1994; Hemre &
Sandnes 1999), forrasjon (Hillestad et al. 1998; Einen et al. 1999) og gkt mengde fett i foret
(Aksnes 1995, Hemre & Sandnes 1999; Torstensen et al. 2001). Flere studier har ogsa
rapportert om sesongmessig endringer i omsetning, deponering og fettforbrenning av lipider
(Aksnes et al. 1986; Einen et al. 1999; Markere & Rarvik, 2001; Nordgarden et al. 2003).
Laksens deponering og retensjon av fett har vist seg a vaere dynamisk og mer arstidsavhengig
enn f.eks retensjonen av protein (Alne et al. 2011). Spesielt har hgsten vist seg a vere en
periode med hgy retensjon og akkumulering av fett og fettsyrer (Hemre og Sandnes, 1998;
Markare og Rarvik, 2000; Alne et al. 2011). Dette har blitt vist for bade 1+ og 0+ smolt, hvor
retensjonen av fett om hgsten var opptil fem ganger hgyere enn om varen (Alne et al., 2011). |
vinterperioden har enkelte studier rapportert om en nedgang i nivaet av muskelfett hos laks
(Aksnes et al. 1986; Einen et al. 1999; Markere & Rarvik, 2001; Nordgarden et al. 2003). Det
er tidligere vist at den relative kapasiteten for forbrenning av lipider hos grret kan gke ved
kalde vanntemperaturer, selv om den aerobiske kapasiteten er uendret eller redusert (Guderley
& Gawlicka 1992; Thibault et al. 1997). Hos laks har det blitt vist at
fettforbrenningskapasiteten kan endres med bade livsfase og arstid (Nordgarden et al 2003;
Stubhaug et al. 2007). | Nordgarden et al. (2003) ble det observert en gkning i
fettforbrenningskapasiteten om varen, som igjen sammenfalt med gkt vekstrate og et redusert
niva av enumettede fettsyrer (MUFA) i muskel. Dette kan indikere at behovet for energi i
denne perioden induserte en gkning i oksidasjon av lipider, hvor hovedsakelig MUFA ble

foretrukket som energisubstrat.

| et nylig forsgk viste man at betydelig mer av forfettet ble lagret i fileten om hgsten enn om
vinteren (Mgarkare et al., 2013, FHF 900653). Den gkte fettdeponeringen var sammenfallende
med hgyere retensjon av EPA og DHA.
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Optimalisering av fettsyrer i fér for EPA og DHA retensjon

Bade laks og grret har potensial til & ha en netto produksjon av DHA, og til en viss grad EPA
(Sanden et al., 2011, Turchini et al., 2011). Generelt er retensjonen hgyest for DHA, og en
studie som nettopp er gjennomfart ga netto produksjon av DHA i laks malt fra 1,5 kg til 3 kg
foret nar laksen spiste fra ca 1,5 % ned til 0,5 % EPA+DHA gjennom store deler av

sjevannsfasen (150 g til 3 kg) (Rosenlund, pers kom.).

140% EPA+DHA

EPA+DHA 18:3n-3
® el _

g —

Figur 16; Laks har potensiale til & veere en omega-3 fabrikk (Sanden et al, 2011)

Det ser ut til at mengden ALA i foret begrenser kjedeforlengelse (elongering) og avmetning
(desaturering) til EPA og DHA bade i regnbuegrret og i laks (Ruyter et al., 2000c,
Thanuthong et al., 2011, Liland et al., 2013), men det er uvisst hvor mye som er tilstrekkelig.
Det har blitt vist i regnbuegrret at mesteparten av

ALA lagres (58%), en stor del forbrennes (30%) mens bare en liten andel (12%) omdannes til
lengre og mer umettede fettsyrer (Turchini & Francis, 2009). | de studiene med laks der vi har
observert en netto produksjon av DHA, har linfrgolje veert benyttet i foret, mens det i studier
med tilsvarende mengde EPA og DHA i for men uten linfrgolje (f.eks Liland et al 2013), ikke

har veert noen netto produksjon av EPA eller DHA.

Stearidonsyre (SDA, 18:4n-3) har blitt foreslatt som en mer effektiv forlgper enn ALA for
syntese av EPA og DHA, men foringsforsgk med laks i sjgvannsfasen har ikke stottet dette

(Miller et al., 2008, Codabaccus et al., 2011, Ewos ISFNF Molde 2012). Verken echiumolje,
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men hgyt naturlig innhold av SDA, eller genmodifisert soyaolje med hgy SDA, sa ut til & gi
bedre resultater enn rapsolje med ALA. Hgyt innhold i for av EPA (fra genmodifisert gjer) ga
heller ikke signifikant hgyere DHA-retensjon enn for med rapsolje (Hatlen et al. 2012a). Bade
laks féret med rapsolje og EPA-rik gjeer hadde retensjonsverdier for DHA over 100%, men
siden fordayeligheten av fettsyrene var tatt med i regnestykket (dette gir hgyere retensjonstall
enn om man bare baserer seg pa fettsyrer spist som i studiene nevnt ovenfor), er disse tallene
bedre egnet for & se pa hvorvidt syntese av DHA har skjedd i fisken enn for a se pa total
ressursutnyttelse (netto produksjon). Retensjonen av DPA (22:5n-3) var betraktelig hgyere
enn for DHA, noe som kan tyde pa at begrensningen ligger i omdanning fra DPA til DHA
(Hatlen et al 2012a). Disse prosessene pavirkes ogsa av ulike ravarer i foret, f.eks ga for med
animalske biprodukter med hgyt innhold av DPA redusert omdanning fra EPA til DPA, og
gkt EPA-retensjon (Hatlen et al. 2012b).

Sluttforing fer slakt (Finishing diet period)

Sluttforing med et for som er rikt pa fiskeolje er en strategi som har vist seg a fungere bra for
a gke nivaet av EPA og DHA i filet hos laks og grret som i tidligere vekstfasen har spist for
med lite eller ingen fiskeolje (Bell et al. 2003; Torstensen et al., 2005; Torstensen et al, 2008;
Glencross & Turchini 2010; Thanuthong et al., 2012; Waagbg et al. 2013). Det er ogsa
utviklet matematiske modeller som estimerer fettsyresammensetning i vev hos fisk etter
forskifte/ sluttféring (Robin et al., 2003). | perioder med rask vekst er det vist at en stor andel
av fettsyrene vil ga til energiproduksjon og dermed gi lavere retensjon i filet, og selv
essensielle fettsyrer (18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:5 n-3 og 22:6 n-3) vil kunne bli benyttet som
energikilde nar de gis i overskudd
(Stubhaug et al., 2007). Ved a gi laks
et for bestaende av vegetabilske oljer,
reduseres bruken av EPA og DHA
som energikilde betraktelig, og
retensjonen av disse essensielle
fettsyrene g@ker (Stubhaug et al.,
2007). Dette viser at féring med

vegetabilske oljer og sluttforing far

slakt gir potensiale for en mer

beerekraftig utnyttelse av EPA og DHA. Einen et al. (1998) undersgkte betydningen av
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langvarig sulting av sterre laks (5 kg) fer slakt, men fant ingen endring av EPA eller DHA i
filet, kun en nedgang i MUFA. | en livslgpsstudie med grret, fant Kiessling et al. (2001) kun
ubetydelig effekt av forrasjon for fettsyresammensetningen i filet.

Tiden det tar & oppna et sluttprodukt med et gnsket innhold av EPA og DHA ved sluttforing
vil variere med sesong/arstid (temperatur), type marin olje, vekstrate, samt nivaet av fett og

fettsyrer i fisken for sluttforingsperioden.

Ressursregnskap for EPA og DHA utnyttelse

Forsgkene over viser til at man kan gke nivaet av EPA og DHA i filet for slakt ved & utnytte
gkt kapasitet til fettlagring om hgsten og videre at fisk foret med lave niva av fiskeolje i
tidligere livsfaser kan gke mengden EPA og DHA i filet ved sluttféring med for rikt pa marin
olje. Studiene over inneholder for gvrig ikke informasjon om det totale ressursregnskapet for
EPA og DHA gjennom hele livssyklus, dvs total mengde EPA og DHA benyttet i fér gjennom
hele livssyklus sammenlignet med total mengde EPA og DHA gjenfunnet i filet til laks av
slaktestarrelse. Det er for gvrig gjennomfart en studie som tyder pa at ulike foringsregimer,
hvor man veksler pa & fore med hgye og lave niva av EPA og DHA i ulike livsfaser, gir
samme EPA og DHA niva i filet ved slakt (Trygve Sigholt (Biomar) pers. med). Man vet ikke
med sikkerhet om det er mulig a spare EPA og DHA dersom foret inneholder hgye niva av
EPA og DHA nar fisken er liten og med relativt lavt forinntak og videre mindre EPA og DHA
i for nar fisken er stor og med hgyere forinntak, dvs omvendt foringsstrategi av sluttforing
beskrevet over. For & kunne utnytte en begrenset ressurs pa best mulig mate, vil det derfor
veere viktig med ny kunnskap om det totale ressursregnskap gjennom hele livslgpet nar ulike

foringsstrategier benyttes.

Kan avl gi gkt kapasitet til & produsere og lagre EPA og DHA?

Leaver et al., (2011) har vist at EPA og DHA nivaet i laksemuskel har en arvegrad pa
h?=0.77. | en pagaende studie undersgkes det om laksens egne evne til & produsere EPA og
DHA fra a-linolensyre (ALA) kan bedres ved hjelp av genetisk seleksjon (@stbye et al, 2012,
Havbrukskonferansen, Stavanger; Berge et al., 2012, ISFNF Molde). Farste generasjon
avkom etter laksefamilier selektert for hey og lav A-6 desaturase genuttrykk (arvegrad
h?=0.10), har ulike EPA og DHA niva i helkropp ved 50 gram. Forelgpige data tyder pa et
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potensial for & avle fram laksefamilier med gkt kapasitet for EPA og DHA produksjon.

Fisken ma for gvrig falges videre til stor starrelse far dette kan fastslas med sikkerhet.

Genmodifisering av fisk

Det er utfert genetisk modifisering pa en rekke fiskearter, noe som har fert til ca 400 nye
kombinasjoner av fiskeart og egenskaper. De fleste modifikasjonene er utfert pa arter som
brukes til matfisk — slik som laks, tilapia, og karpe. Transgen fisk kan ha mange positive
egenskaper for akvakulturnzringen; gkt vekst, sykdomsresistens, kuldetoleranse, sterilitet og
endret metabolisme for & endre krav til fiskebaserte dietter. Vi vet imidlertid lite om de miljg-

og helsemessige konsekvensene av genetisk modifiserte organismer.

Agqua Bounty Technologies har produsert en transgen laks modifisert med veksthormon fra
Chinook salmon. Resultatet er en laks med endret vekstmgnster. Veksten er kontinuerlig
istedenfor normalt sesongavhengig. Produksjonstiden av den transgene laksen er rapportert a
veere redusert til 18 maneder istedenfor normalt 3 ar. Det skal nevnes at produksjonstiden er
avhengig av rekke faktorer som familiebakgrunn, for, slaktevekt, produksjonsforhold og
temperatur. | dag er produksjonstiden for norsk oppdrettslaks i sjg fra 15 til 19 maneder for a
kunne oppna en slaktevekt pa ca. 3.5 til 4.5 kg. Nibe croaker er en marin fisk med begrenset
evne til produksjon av DHA. Kabeya et al (ISFNF 2012) har produsert en transgen nibe
croaker med et gen fra masu salmon. Dette genet koder for et viktig enzym (elongase) i
syntesen av langkjedede fettsyrer. Den transgene nibe croaker viste redusert EPA niva, men
gkt DPA produksjon (22:5n-3), som dannes ved kjedeforlengelse av EPA. Det er ingen
informasjon om endring i DHA niva i fisken. Det er vist at EPA og DHA niva kan gkes i
transgen zebrafisk ved & overuttrykke gener involvert i syntesen av langkjedede fettsyrer;
desaturaser og elongaser (Alimuddin et al., 2005, 2007, 2008). Niva av EPA og DHA var ca

1.2-1.4 ganger hgyere i transgen zebrafisk sammenliknet med normal zebrafisk.

Fisk og pattedyr har ikke enzymer som gjer det mulig & omdanne n-6 til n-3 fettsyrer.
Rundormen c. eleganse har imidlertid et gen, fat-1, som innehar denne egenskapen (Kang et al
2004). Kang et al. (2004) har vist at transgene mus med dette genet fra c. eleganse kan tilfare
dobbelbindinger til en umettet fettsyre og omdanne n-6 til n-3 fettsyrer. Resultatet er en
nedgang i n-6 fettsyrer og gkning i n-3 fettsyrer. Om denne teknologien kan benyttes ogsa for

matproduksjonsdyr vil det veere mulig a anrike animalske produkter med n-3 fettsyrer.
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Genetisk modifisering gjer det mulig a forbedre og tilfare nye egenskaper i fisk, noe som kan
veere av stor verdi for akvakulturnaringen. Laksen kan for eksempel endres til & opprettholde
hgy kapasitet til EPA/DHA syntese etter overgang fra ferskvann til sjgvann, eller tilfares
genet for enzymet som kan omdanne n-6 til n-3 fettsyrer. Det er forelgpig begrenset antall
studier med transgen laks eller arret, og mye usikkerhet rundt hva slags konsekvenser

genetisk modifisering kan ha for bade miljg og fiskehelse.

Oppsummert vet vi at det er stort potensial til & optimalisere retensjon av EPA og DHA i laks,
og at laks og grret kan vaere en netto produsent av EPA og spesielt DHA nar forholdene og
dietten optimaliseres for det formalet. Det trengs allikevel kunnskap om hva de optimale
forholdene er, og for & utnytte begrensede mengder EPA og DHA pa en best mulig mate er
det ngdvendig med studier som ser pa ressursutnyttelse gjennom hele produksjonssyklusen.
Hvordan en kan utnytte sesongmessige variasjoner og ulike stadier i livssyklus, samt
optimalisere foret og fiskens genetikk for & fa en maksimal retensjon av EPA og DHA. Et
framtidig mal ber vare at oppdrett av laks og grret skal vaere en netto produsent av EPA og

DHA, samtidig som man leverer et sunt produkt til forbruker.
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DEL 4; Sentrale hensyn som ma tas nar minimumsbehov for EPA
og DHA skal bestemmes

Siden fett og ulike fettsyrer er helt sentrale i en rekke biologiske funksjoner, er det naturlig at
endringer i fettsyresammensetningen i foret til laks og grret vil ha konsekvenser for fiskens

vekst, utvikling og helse pa mange niva.

Det er derfor viktig a definere hvilke kriterier man skal bestemme minimumsbehov av EPA
og DHA i forhold til, og det er spesielt behov for a definere tidlige symptomer pa omega-3
mangel. Oppsummeringen av dagens kunnskap viser tydelig at fettsyresammensetning
pavirker tidig utvikling av organer og vev, og en hel rekke ulike helseparametre. Optimal
utvikling og fiskehelse som gir en produksjonsfisk med god vekst som er motstandsdyktig
mot stress, sub-optimale miljgforhold, endringer i vanntemperaturer og ulike typer infeksjoner

utgjer til sammen det vi definerer som produksjon av en robust fisk.

Ernaeringsbehov ma defineres i forhold til den mengden av naringsstoffet fisken faktisk har
spist. Det vil si at kontroll med forinntak, og dermed kontroll med EPA og DHA inntak, er
vesentlig for & kunne bestemme fiskens minimumsbehov. I tillegg ma minimumsbehov,
spesielt i sjgvannsfasen, bestemmes basert pa langtidseffekter av minimumsniva av EPA og
DHA i for.

JNofima
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