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Sammendrag/anbefalinger:

Dette prosjektet har hatt som hovedmal & skaffe kunnskap om utnyttelse av to nye DHA-kilder i for til laks,
henholdsvis olje fra genmodifisert raps og mikroalgen Schizochytrium sp. Prosjektet har hatt et spesielt fokus pa
eventuelle effekter pa fiskens ytelse, kvalitet og helse.

Samlet sett tyder resultatene pa at bade omega-3 fettsyrerik olje fra genmodifisert raps, omega-3 canola og DHA
rik Schizochytrium sp. (heterotrof mikroalge) er trygge nye alternative kilder til omega-3 fettsyrer i for til laks,
som fgrer til god ytelse, kvalitet, sammensetning og helse.

English summary:

The main goal of this project was to acquire knowledge about the utilization of two new DHA sources,
respectively, oil from genetically modified rapeseed and microalgae Schizochytrium sp in diet of Atlantic salmon.
The project has focused on fish performance, quality and health.

Overall, the project results suggest that both oil from genetically modified rapeseed, omega-3 canola and
Schizochytrium sp. (heterotrophic microalgae) are safe new alternative sources of omega-3 fatty acids in feed
for salmon, which essentially lead to good performance, quality, composition and health of the fish




Forord

Prosjektet ble opprettet som et resultat av fellesutlysningen NFR/FHF 2014 “Joint call for research
proposals: future sources of EPA and DHA for fish feed”.

http://www.fhf.no/nyheter/2014/july/1207/joint-call-for-proposals-future-sources-of-epa-and-dha-
for-fish-feed-research-prosjects/)»

Prosjektet ble vurdert av forskningsradets ekspertpanel.

Prosjektet har hatt et totalt budsjett pa ca 15, 5 mill NOK, hvorav 10 mill NOK er finansiert av FHF som
oppdragsgiver.
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1 Sammendrag

Etterspgrselen etter marine oljer med de helsefremmende omega-3 fettsyrene EPA og DHA gker pa
det internasjonale markedet. Produksjonen av disse marine oljene har imidlertid veaert relativt stabil
helt siden 1970-tallet. Tilgjengeligheten av omega-3 fettsyrer er i dag en av de st@rste begrensningene
for videre vekst i akvakulturnzringen. Nye kilder til de flerumettede omega-3 fettsyrene, som for
eksempel olje fra genmodifiserte plantevekster og naturlige mikroalger, er viktige for a mgte
akvakultur-industriens behov for EPA og DHA i fremtiden. Dette prosjektet har hatt som hovedmal a
skaffe kunnskap om utnyttelse av to sveert lovende nye DHA-kilder, henholdsvis olje fra genmodifisert
raps, omega-3 canola fra Nuseed Pty Ltd (Australia) og Schizochytrium sp. (heterotrof mikroalge) fra
Alltech Inc som begge vil veere tilgjengelig i kommersiell skala i naer fremtid. Prosjektet har et spesielt
fokus pa fiskens ytelse, kvalitet og helse.

Resultater sa langt viser at den modifiserte rapsoljen har en gunstig fettsyreprofil sammenlignet med
konvensjonelle planteoljer, med hgye nivaer av omega-3 fettsyrene 18:3n-3 og DHA. Nivaer av
fytosteroler, vitamin E og mineraler i den omega-3 modifiserte rapsoljen faller innenfor den naturlige
variasjonen for kommersielle rapsoljer. Det ble ikke funnet nivaer over LOQ av fremmedstoffer som
plantevern-midler, mykotoksiner og PAH. Det ble heller ikke pavist plante-DNA.

Det er gjennomfgrt to foringsforsgk med laks i ferskvann hvor formalet har vaert & evaluere eventuell
risiko ved bruk av omega-3 rik modifisert rapsolje pa fiskens ytelse, sammensetning og helse ved to
vanntemperaturer. Fisken gkte vekten ca 20 ganger ved 16°C og 10 ganger ved 12°C. Begge forsgkene
viste hgy overlevelse pa tvers av alle diettgrupper og tilsvarende tilvekst i laks foret med en
fiskeoljediett som i laks foret med omega-3 modifisert rapsolje. Laksen foret med omega-3 modifisert
rapsolje hadde samme EPA + DHA niva i helkropp som laks som ble féret med fiskeolje. Analyser av
genuttrykk viste ingen dietteffekter pa gener assosiert med toksiske effekter og stress. Noen gener
relatert til lipid og sterol metabolisme var forskjellig uttrykt, men det var kun var effekt av hvor mye
olje som var tilsatt, ikke av type olje. Forspket viste i tillegg at det ikke var noen forskjell i uttrykk og
enzymaktivitet av ulike helsemarkgrer i lever, tarm og muskel mellom de ulike diettgruppene.

Det er ogsa gjennomfgrt et forsgk med laks fra 500 g til 1,2 kg i kar pa land i sjpvann hvor malet var a
studere hvordan omega-3 modifisert rapsolje i foret pavirket vekst, sammensetning og filetkvalitet
Laksen fikk for med gkende innblanding av omega-3 modifisert rapsolje, og tilsvarende redusert
innblanding av standard rapsolje. Tilnaermet lik vekst og forinntak mellom de ulike diettgruppene ble
observert. @kende innblanding av omega-3 modifisert rapsolje i dietten fgrte til gkte filetnivaer av
18:3n-3, EPA, DHA og gkt ratio av n3 / n6 fettsyrer og bedret skinn- og filetfarge.

| et samarbeid med prosjektet «A til omega-3, Forskningsrad prosjekt nr 234057» har vi studert
langtidseffekter av a erstatte fiskeolje, som kilde til omega-3 fettsyrene EPA og DHA, med
Schizochytrium sp. biomasse, som kilde til DHA i dietten (6 % i foret) til Atlantisk laks fra startféring i
ferskvann og frem til slaktest@rrelse pa 3,5 kg i sj@. Forsgksperioden varte i 2 ar, men kun den siste
perioden pa 13 maneder i sjg rapporteres her. De to eksperimentelle diettene inneholdt relativt lave
nivder av fiskemel (10 %) og lik mengde fordgyelig protein, lipid og energi, like nivder av EPA + DHA (ca
1,3 % i foret) og likt forhold mellom n-3/n-6-fettsyrer. Fiskens vekst, sammensetning, muskelkvalitet
og helse ble evaluert ved slakt nar fisken var ca 3,5 kg. Forsgket viste ingen forskjeller i overlevelse
eller forutnyttelse mellom de to diettgruppene, men laks féret mikroalgedietten hadde hgyere

vekstrate i forspket sammenlignet med laksen féret med fiskeolje. Sensorisk panel bedgmte lukt, farge,



smak og konsistens Resultatet viste at muskel til laksen foret med mikroalge i dietten hadde noe rgdere
filet, hgyere pigmentinnhold, fastere tekstur og mindre saftig muskel enn laksen i fiskeoljegruppen.
Det ble ikke funnet forskjeller i smak og lukt.

Samlet sett tyder resultatene pa at bade olje fra genmodifisert rapsolje, omega-3 canola og
Schizochytrium sp. (heterotrof mikroalge) er trygge nye alternative kilder til omega-3 fettsyrer i for til
laks og som bidrar til god ytelse, kvalitet, sammensetning og helse i fisken.



2 Innledning

2.1 Faglig bakgrunn for prosjektet

Prosjektet har hatt som hovedmal G skaffe kunnskap om utnyttelse av to sveert lovende nye omega-3
fettsyre-kilder, henholdsvis olje fra genmodifisert raps og biomasse fra mikoalgen Schizochytrium sp. i
fér til laks

Etterspgrselen etter marine oljer med de helsefremmende omega-3 fettsyrene EPA
(eicosapentaensyre; 20:5n-3) og DHA (docosaheksaensyre; 22:6n-3) gker pa det internasjonale
markedet. Produksjonen av disse marine oljene har imidlertid veert relativt stabil helt siden 1970-tallet.
Tilgjengeligheten av omega-3 fettsyrer er i dag en av de stgrste begrensningene for videre vekst i
akvakulturnaeringen. Tradisjonelle fiskemel og fiskeoljer har en god nzeringsstoffsammensetning for
oppdrettsfisk og er rike pa EPA og DHA. Dagens ravaresituasjon tilsier at det er vanskelig a videreutvikle
en baerekraftig 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 sjigmatproduksjonen forutsetter lavere andel villfisk som ravare i fiskefér. En naturlig
konsekvens av en reduksjon av fiskemel og fiskeolje i for har hittil vaert reduksjon av EPA og DHA i
oppdrettsfisken. Erstatning av fiskeolje med vegetabilske alternativer, primaert med rapsolje, i féret til
oppdrettslaksen har vaert ngdvendig. Arsaken er enkel; inntil nylig har det ikke vaert tilgjengelig reelle
alternative kilder til EPA og DHA til bruk i fiskefér. | dag bestar ca 70 % av oljefraksjonen i dietten til
laks i Norge av rapsolje og 30 % fiskeolje (Ytrestgyl, et al., 2014). Den stg@rste ulempen ved denne
endringen er reduksjonen i n-3 langkjedet flerumettede fettsyrer LC-PUFA i laksefileten (fra 2,5 % til
1,3 %) og gkningen i n-6-fettsyrer (FA) (Thomassen and R@sj@, 1989; Torstensen, et al., 2005; Ytrestagyl,
et al., 2014). N-6 / n-3-forholdet i laksefilet er for fgrste gang hgyere enn en (Nichols, et al., 2014), og
en ytterligere gkning er en bekymring bade for fiskens helse og for humant konsum. 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. Det er ogsa viktig i forhold til ernzeringsmessig
sammensetning av laksens filet i forhold til humant konsum. Enkelte norske naeringsaktgrer har de
siste arene igjen gkt det totale nivaet av omega-3 fettsyrer i foret til laksen (Aas et al., 2019) for a
motvirke ugunstig gkning i n-6/n-3 ratio fileten til laksen.

Publiserte data tyder pa at laksen har behov for minst 1 % EPA og DHA i féret, et niva som tidligere var
ansett som nedre behovsniva, for @ opprettholde god helse under krevende miljgbetingelser. Laks
foret pa 0,2 % og 1 % EPA og DHA, dgde i betydelig stgrre grad enn laks foret med 1,6 % av disse
fettsyrene i féret nar fisken ble utsatt for gjentatt handteringsstress som avlusning ved hgye
vanntemperaturer. Lave niva av EPA og DHA i foret fgrte bl.a. ogsa til redusert niva av astaxanthin i
muskel, gkt mengde fett i lever og rundt innvoller, manglende virvelmellomrom i ryggrad og
histologiske endringer i midttarm (Bou et al., 2017 a,b). For a sikre en robust laks i sjp som taler den
handteringen den mgter under naturlig variasjoner i oppdrettsbetingelser, sa tyder dataene pa at
oppdrettslaksen ma ha over 1 % EPA+DHA i féret for & dekke sitt behov. Dagens realitet er at fiskens
ernzaringsmessige minimumsbehov for EPA og DHA for optimal vekst og for a8 unnga redusert helse og
velferd vil angi hvor lite fiskeolje og fiskemel foret kan inneholde. | nzer fremtid vil det veldig sannsynlig
veere nok tilgjengelig EPA og/eller DHA fra nye kilder i form av oljer fra marine mikroalger og
genmodifiserte planter som kan brukes i fiskefor.



Omega-3 canola oljen fra Nuseed Pty Ltd ble nylig godkjent av regulatoriske myndigheter i bade USA
og Australia for produksjon, for bruk til humant konsum, og i for til dyr. Dette betyr at denne olje i naer
fremtid vil veere kommersielt tilgjengelig. Oljen er rik pa omega-3 fettsyrene 18:3n-3 og DHA, og
inneholder ogsa noe EPA. Ved a erstatte konvensjonelle foringredienser med nye, er det viktig a sikre
at de er like sikre som tradisjonelle produkter og ikke inneholder hgyere nivaer av ugnskede
fremmedstoffer. | GM-planter med forbedrede ernaeringsmessige egenskaper er
sammensetningsanalyse og DNA-sporbarhet en av hjgrnesteinene i sikkerhetsvurderingene (EFSA,
2008). Men raffinerte produkter som GM vegetabilske oljer inneholder ingen eller sveert lave nivaer av
DNA (Gryson, et al., 2004). Prosjektet har underspkt sikkerhetsspgrsmal i forhold til DHA-canolaoljen
spesielt ut fra et fiskehelseperspektiv.

Mikroalger er de naturlige primaere produsentene av marine n-3 fettsyrer, og er anerkjent som en av
de mest lovende kildene til n-3 LC-PUFA i fiskefor. Et eksempel er den heterotrofiske mikroalgen
Schizochytrium sp., som har hgyt fettinnhold (55-75 % i t@rrstoff), hvorav sa mye som 30 % er DHA
(Ren, et al., 2010). Denne heterotrofiske arten er allerede dyrket ved etablert gjeeringsteknologi med
stort oppskaleringspotensial i industriell skala og representerer et realistisk ikke-GM alternativ som
kilde til n-3 LC-PUFA for akvakulturindustrien. Schizochytrium sp. olje (Glencross, et al., 2014) og hel
biomasse (Kousoulaki, et al., 2015) har tidligere blitt testet i smaskala karforsgk med atlantisk laks.
Denne algen produseres allerede i industriell skala og er tatt i bruk av kommersielle selskaper i Norge
som en fiskeoljeerstatter (Aas et al., 2019).

2.2 Prosjektets omfang

Prosjektet har hatt et totalt budsjett pa ca 15,5 mill NOK, hvorav 10 mill NOK er finansiert av FHF og
5,5 mill NOK er egeninnsats fra ulike partnere i prosjektet. Forskningsinstituttet CSIRO har bidratt med
2,3 mill NOK i egeninnsats for vitenskapelig kompetanse rundt GMO canola olje, produksjon og analyse
av oljen. Alltech (tidligere Produs Aqua) har bidratt med 0,145 mill NOK egenfinansiering for a skaffe
til veie mikroalger til foringsforsgk. Salmon Group har bidratt med 0,300 mill NOK til foringsforsgk
med mikroalger pa Avergy forskningsstasjon. Nuseed har bidratt med 2,6 mill NOK egenfinansiering
for produksjon av GMO Canola olje.

| arbeidspakke 1 og 2, er det utfgrt féringsforsgk med tilsetting av DHA-rik modifisert rapsolje i
laksedietter i ferskvann (bade i Norge og Australia) og i sjgvann for & studere effekter pa tilvekst,
fettsyresammensetning, kvalitet og helse pa fisken. | arbeidspakke 3 er det undersgkt hvorvidt det er
ernzaringsmessig sikkerhetsrisiko knyttet til bruk av olje fra genmodifisert raps i fiskefor. | arbeidspakke
4 er det gjennomfgrt foringsforsgk for a teste hvordan mikroalger som DHA kilde i fiskefor gjennom
hele livet pavirker, ytelse, kvalitet og helse til laksen.

Prosjektorganisering

Prosjektet er ledet av Nofima, og er et samarbeid mellom flere partnere; Nofima, HI (tidligere NIFES)
CSIRO, Nuseed, Salmongroup, og Alltech (tidligere (Produs Aqua). Prosjektet har en referansegruppe,
men ikke styringsgruppe.

Partnerne i NewOmega-3 besitter bred kompetanse innen i) produksjon av ALA og DHA rike planteoljer
(CSIRO / Nuseed) og ii) DHA rike mikroalger (Alltech, Produs Aqua), iii) fiskeforprosessering og -
teknologi (Nofima, CSIRO), iv) foringsforspk med laks (Nofima, Salmon Group, CSIRO), v) evaluering av



fiskens ytelse, helse, filetkvalitet og sammensetning (Nofima, CSIRO, Salmon Group, Hl), vi) vurdering
av sikkerhetsspgrsmal knyttet til bruk av nye férravarer (HI, CSIRO).

Nokkelkompetanse, ansvar og roller til personer i prosjektgruppen

Nofima: Prof. B. Ruyter: Prosjektleder; kompetanse innen fiskeernaring, lipidmetabolisme og
essensielt fettsyrebehov. Dr. K. Kousoulaki: Biolog - fiskeernaeringsfysiolog med erfaring i vurdering av
nye ravarer i fiskefér. Hun har veert ansvarlig koordinator for det Forskningsrad-finansierte prosjektet
"A til omega-3" som produserte fisk som videre ble fulgt pa for med mikroalge i dietten fram til slakt.
Dr.T. Ytrestpyl og T. M@rkgre har vaert ansvarlige for analyser relatert til muskelkvalitet. Dr. G.M. Berge
har bred kompetanse innen ernaering av laks og har hatt ansvar for a fglge opp fiskeforsgkene. Dr. T.K.
@stbye, lipidmetabolisme og molekylaerbiologi, Dr. A. Krasnov, transkriptomanalyser, bioinformatikk.
BSC. Mats Carlehdg og Dr. M. Hersleth, ansvar for sensoriske analyser. Dr. Grete Baeverfjord,
fiskehelseansvarlig og utfgrelse av mikroskopianalyser.

Commonwealth Scientific og Industrial Research Organization (CSIRO) er det fgderale
regjeringsorganet for vitenskapelig forskning i Australia. Ngkkelkompetansepersoner involvert: Dr S.
Singh har 25 ars erfaring i Plante «Metabolic Engineering» og er konsernleder, Plant QOil Engineering i
Crop Improvement for Novel Plant Products Program for CSIRO Agriculture Flaggship. Dr. J. Petrie er
en plantemetabolisk ingenigr og er seniorforsker i avdeling for Novel Plant Products Group. Dr. P.
Nichols og Dr. Cedric Simons er seniorforskerforskere i CSIRO Oceans med kompetanse innen
lipidkjemi og nye kilder til marine oljer i akvakulturfor.

Nuseed Australia Pty Ltd. er en heleid divisjon av Nufarm Limited, et Australia-basert selskap som
utvikler og selger landbruksprodukter. Nuseed er et frgfirma som spesialiserer seg pa utvikling av nye
canola-, sorghum- og solsikkevarianter. Ngkkelkompetansepersoner involvert: Dr M. Devine som er
Innovasjons leder globalt for Nuseed.

Grain Research and Development Corporation (GRDC) er en av verdens ledende
kornforskningsorganisasjoner, ansvarlig for planlegging, investering og overvaking av RD & E for a
levere forbedringer i produksjon, beerekraft og Isnnsomhet over hele australske kornindustrien. GRDC
bidro med kompetanse og veiledning om dyrking av GM rapsfrg samt kommunikasjon knyttet til
prosjektet. Ngkkelkompetanse personer involvert: Dr. Ron Osmond, leder Commercial Technology
Delivery.

Produs Aqua AS (tidligere Alltech): Leverandgr av mikroalger fra Alltech Inc. Ngkkelpersoner involvert:
B. Ravngy.

Salmon Group er et landsdekkende nettverk av lokale og familieeide selskaper med erfaring i laks og
grretbruk, som representerer 46 aksjonaerer (113 lisenser) for lakseproduksjon pa rundt 50 millioner
smolt. Ngkkelpersoner involvert: Nils Inge Hitland: Konsernsjef med 30 ars erfaring fra
akvakultursektoren.

HIl: (tidl NIFES) har bred erfaring innen fiskeernsering, forsikkerhet, og er ansvarlig for
sikkerhetsanalyser av oljer og fisk. Ngkkelkompetansepersoner involvert Dr. M. Sanden har mer enn
10 ars erfaring i fiskeernaering og sikkerhetsvurderinger av GM-produkter i for til atlantisk laks. Hun er
medlem av det vitenskapelige panelet pa GM i Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM). Dr. Nini
Sissener har bred erfaring innen fiskeernaering og lipidmetabolisme.



Referansegruppe: Nils Inge Hitland (Salmon Group), Leiv Tvenning (Marine Harvest), senere erstattet
av Ragna Heggebg (Marine Harvest), Harald Sveier (Lergy Seafood Group), Olai Einen (Cermagq), Eldar
Bendiksen (SalMar), senere erstattet av Merete Sandberg (Salmar), Tor Eirik Homme (Grieg Seafood).



3 Problemstilling og formal

3.1 Prosjektets effektmal

Tilgangen pa fiskeolje som kilde til de essensielle fettsyrene EPA og DHA i laksefor er begrenset. Dette
krever at laksenaeringen tar i bruk nye baerekraftige omega-3-kilder for a sikre videre vekst i naeringen.
Dette krever gkonomisk innsats til forskning for a sikre fremtidig bruk av nye EPA og DHA kilder i
laksefor. Samarbeidspartnere i prosjektet bidrar med betydelig egeninnsats i prosjektet, noe som ogsa
bidrar til merverdi i forhold til FHF’s finansiering. Resultater fra prosjektet forventes a fgre til kunnskap
som vil gjgre naeringsaktgrene innenfor lakseoppdrett bedre rustet til 3 vurdere potensiale for a ta i
bruk nye omega-3-kilder i fremtidens fiskefor.

3.2 Prosjektets resultatmal

3.2.1 Hovedmal

A frembringe ny kunnskap om potensial for & ta i bruk to kommersielt lovende kilder, henholdsvis
modifisert planteolje og heterotrofe mikroalger, som EPA og DHA kilder i fremtidens laksefér. Det er
et viktig fokus & sikre naeringsbehov, helse, ytelse og kvalitet til laksen.

3.2.2 Resultatmal

e Bestemme hvordan dietter tilsatt planteolje rik pd 18:3n-3 og DHA pavirker vekst, ytelse,
metabolisme, ernaeringskvalitet og helse hos Atlantisk laks i ferskvann og sjgvann.

e Bestemme hvordan dietter med mikroalge som kilde til DHA gjennom hele livet pavirker
fettsyresammensetning i muskel, kvalitet, lukt, smak og helse til Atlantisk laks pa 4 kg.

e Formidle resultater fra prosjektet og overfgre kunnskap til relevante aktgrer, herunder
spesielt forindustrien og havbruksnaeringen.

3.2.3 Nytteverdi

Prosjektet har bidratt med ny kunnskap som gjgr nzeringsaktgrene innen lakseoppdrett bedre rustet
til 3 tai bruk de nye omega-3 kildene i fremtidens fiskefor.

Leveranser forgvrig er beskrevet i avsnitt 7 under leveranser.



4 Prosjektgjennomfgring

4.1 Arbeidspakker

Prosjektet har omfattet 4 arbeidspakker som skissert i figur 1.

GMO-Canola oil Heterotrophic microalgae

WP-3 safety l
evaluation

WP-1 WP-2 Wp-4
Fresh water Sea water frial Long term

trial sea water trial
WP-3 safety
evaluation

Production of healthy, safe and good quality Atlantic salmen

Figur 1 Oversikt over arbeidspakker i NewOmega-3 prosjektet

| WP-1 og WP-2 er DHA-rik GM-canolaolje testet i for til Atlantisk laks i ferskvann og i sjgvann med
hensyn til effekter pa ytelse, kvalitet og helse. CSIRO / Nuseed har bidratt med GM canolaolje til
forsgkene. Nuseed og GRDC har hatt ansvar for a videreutvikle og kommersialisere produksjonen av
canolaolje rik pa n-3 LC-PUFA.

| WP 3 har man evaluert om det er knyttet noen sikkerhetsrisiko til bruk av GM-canolaolje i for til laks,
som for eksempel potensielt ugnskede komponenter/fremmedstoffer.

| WP4 er mikroalgen Schizochytrium sp. gitt som en DHA-kilde i foret til laksen gjennom hele livslgpet,
for @ undersgke eventuelle langtidseffekter pa ytelse, kvalitet, sammensetning og helse.
Alltech/Produs Aqua har bidratt med mikroalgen til sjpvannsforsgket.

Prosjektet «Nye omega-3 kilder» har kombinert fiskeforsgk i ulike livsfaser og miljg, og en stor bredde
i analyse av bade oljer, dietter og fiskevev for a oppna en detaljert metabolsk og fysiologisk forstaelse
av virkningene/betydningen av de nye ingrediensene pa fiskens ytelse, metabolisme, helse og kvalitet.

4.2 Metodebeskrivelse WP 1 og WP 3

4.2.1 WP 3, analyse av naringsstoffer og fremmedstoff i DHA-CA olje og en standard canolaolje

Fettsyresammensetningen av oljene benyttet i forsgkene ble analysert som beskrevet av Torstensen,
et al. (2011). Multi-elementbestemmelse av oljene ble utfgrt av ICP-MS (induktivt koblet
plasmamassespektrometri) (Julshamn and Brenna, 1999). Analyser av klorerte plantevernmidler
(Aldrin; Chlordan, cis-; Chlordan, oksy-; Chlordan, trans-; Dieldrin; Endrin; gamma-HCH (Lindan); HCH,
alfa-; HCH, beta-; HCH, delta-; Heptaklor; Heptaklor epoksyd, cis-, heptaklor epoksyd, trans-,



hexaklorbenzen (HCB); Mirex; Nonachlor, trans-o, p'-DDD; o, p'-DDE; o, p'-DDT; oktaklorstyren; -DDD;
p, p'-DDE; p, p'-DDT, Pentachlorbenzen; Toxafen Parlar 26; Toxafen Parlar 50; Toxafen Parlar 62,
endosulfan (-alfa, -beta, sulfat), toxafen -26, -50 , -60) ble utfgrt av Eurofins (GmbH, Hamburg) ved
hjelp av en akkreditert metode (akkrediteringsnummer D-PL-14602-01-00). En liste over 119
forskjellige organofosfatpesticider ble bestemt av GC-FPD med en akkreditert metode (D-PL-14198-
01-00) og to analytiske paralleller, fra Eurofins. PAH-analyser ble utfgrt med en akkreditert metode fra
Eurofins (akkrediteringsnummer D-PL-14602-01-00). Som anbefalt av EFSA ble fglgende 16 PAH-
forbindelser bestemt: benzo (a) anracen, benzo (a) pyren, benzo (b) fluoranten, benzo (c) fluoren,
benzo (ghi) perylen, benzo (j) fluorantenbenzo (k) fluoranten, krysen, cyklopenta (cd) pyren, dibenz
(ah) antracen, indeno (1,2,3-cd) pyren, 5-metylkrysen, dibenzo (a, e) pyren, dibenzo (a, h) pyren,
dibenzo (a, i) pyren og dibenzo (a, |) pyren. De lipidoppl@selige mykotoksinerne beauvericin og enniatin
(A, A1, B og B1) ble analysert av LC-MS / MS med en akkreditert metode (D-PL-14602-01-00) med en
LOQ pa 10 ug/kg og to analytiske paralleller, av Eurofins (GmbH, Hamburg).

4.2.2 WP 1, Produksjon og sammensetning av forsgksfor til ferskvannsforsgkene

Modifisert DHA rik canolaolje (DHA-CA) benyttet i forsgket stammer fra Event NS-B50027-4, som er en
modifisert canola (Brassica napus) linje utviklet av Nuseed Pty. Ltd., og modifisert for & uttrykke de
langkjedede fettsyrene ALA (18:3n-3) EPA (20:5n-3) og DHA (22:6n-3) i frg. Avlingen som ble benyttet
i dette forsgket, ble dyrket i Australia i 2015 og 2016. Standardoljen som ble brukt i diettene, var en
australsk variant (Garnet) med en oljeprofil som ligner den av den genmodifiserte linjen som NS-
B50027- 4 ble utviklet fra. Oljen ble kaldpresset, filtrert og sendt til Nofimas forteknologisenter
(Bergen, Norge) der forsgksférene ble produsert.

Forsgksfor ble planlagt slik at de skulle inneholde like mengder av alle naeringsstoffer, men med EPA
og DHA fra forskjellige kilder. To for hadde lavt eller hgyt niva av fiskeolje, to hadde lavt eller hgyt niva
av DHA-Canola, og malet var at det skulle vaere samme niva av EPA+DHA i de to «lave» og de to «hgye»
forene. Sammensetning av forene er vist i Tabell 1, fettsyresammensetning i Tabell 2. Alle for ble
produsert i flere pelletstgrrelser, for a bruke etter hvert som fisken vokste. De fire forsgksférene ble
gitt til triplikate kar med fisk.



Sammensetning av forsgksfor til forsgk i ferskvann Norge, lav temperatur 12°C

Tabell 1 Ingredienser og sammensetning av forsgksfér, 12°C

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA
Sammensetning, %
Fiskemell 79,00 79,00 79,00 79,00
Hvete 2 7,50 7,50 7,50 7,50
Mineral mix 3 0,52 0,52 0,52 0,52
Vitamin mix 4 2,00 2,00 2,00 2,00
Monoammonium fosfat > 1,00 1,00 1,00 1,00
Carophyll Pink 6 0,01 0,01 0,01 0,01
Vitamin D3, IU/kg 7 2000 2000 2000 2000
Vitamin E 8 0,03 0,03 0,03 0,03
Vitamin C° 0,14 0,14 0,14 0,14
Betafin 10 1,00 1,00 1,00 1,00
Soya lecitin 11 1,00 1,00 1,00 1,00
Fiskeolje 12 1,72 3,41 0,00 0,00
Standard Canola 13 6,08 4,39 3,88 0,00
DHA Canola 0,00 0,00 3,92 7,79
Kilde til EPA+DHA, % i diett:
Fiskemel 1,62 1,62 1,62 1,62
Fiskeolje 0,32 0,63 0,00 0,00
DHA Canola 0,00 0,00 0,32 0,63
Kjemisk sammensetning, %:
Torrstoff 93,9 93,7 93,8 93,7
Fett 20,9 20,6 20,9 20,7
Protein 56,8 56,3 56,4 56,6
Aske 13,4 13,3 13,3 13,2
Brutto energi, MJ/kg 20,9 21,0 21,0 21,0

INordsildmel, Z2Norgesmgllene, 3Mineraler innkjgpt fra Vilomix og blandet av Nofima, 410 Vilomix, 11Denofa, 12Nordsildmel,
B3(Australia, var. Garnet).
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Tabell 2 Fettsyreprofil, % av alle fettsyrer, i forsgksfér, 12°C

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA

14:0 3,7 4,3 3,1 3,2
15:0 0,3 0,3 0,3 0,2
16:0 11,2 12,2 10,4 10,6
17:0 0,2 0,5 0,1 0,2
18:0 1,9 2,1 2,0 2,0
20:0 0,3 0,3 0,4 0,4
Sum SFA?! 17,7 19,7 16,6 16,8
16:1 n-7 2,6 3,1 2,0 2,1
17:1 n-7 0,2 0,3 0,2 0,2
18:1n-7 2,7 2,5 3,0 3,2
18:1 n-9 29,8 23,6 29,7 24,2
18:1 n-11 0,2 0,8 0,2 0,2
20:1 n-9 5,8 6,3 5,0 5,1
22:1 n-7 0,4 0,5 0,5 0,7
22:1 n-11 9,2 10,3 7,7 7,8
22:1n-9 0,6 0,6 0,5 0,5
24:1 n-9 0,7 0,8 0,7 0,6
Sum MUFA? 52,2 49,1 49,8 44,8
16:2 n-6 0,2 0,2 0,2 0,2
18:2 n-6 6,5 5,2 6,6 5,7
18:3 n-6 0,1 0,1 0,3 0,4
20:4 n-6 0,3 0,4 0,3 0,3
22:5n-6 0,0 0,1 0,0 0,3
Sum N-6 7,1 5,9 7,4 6,6
16:2n-3 0,2 0,3 0,1 0,1
18:3 n-3 4,4 3,4 7,8 10,2
20:4 n-3 1,4 1,8 1,4 1,8
18:4 n-3 0,2 0,2 0,2 0,2
20:3n-3 0,1 0,0 0,2 0,4
20:5n-3 5,0 6,2 3,9 4,0
22:5n-3 0,6 0,7 0,7 0,8
22:6 n-3 8,1 8,7 9,0 11,0
Sum N-3 19,7 20,9 23,2 28,4
EPA+DHA:

% av alle fettsyrer 13,1 14,9 13,0 15,0
mg/g for 13,6 15,4 14,7 16,6

1ISum metta fettsyrer (SFA) omfatter ogsa 22:0 og 24:0. 2Sum monoumetta fettsyrer (MUFA) omfatter ogsa 14:1n-5 and
16:1n-5
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Forsgksfor forsgk i ferskvann Australia, hgy temperatur16°C

Sammensetningen av foret til hgytemperaturforsgket var formulert tilsvarende som forsgket ved lav
vanntemperatur beskrevet over med fire for med tilsvarende mengde av alle naeringsstoffer. To dietter
hadde lave eller hgye nivaer av fiskeolje, og to dietter hadde lave eller hgye nivaer av DHA-CA. Férene
var planlagt med sikte pa tilsvarende innhold av EPA + DHA i de respektive "lave" og "hgye" diettene.
Fiskeoljene som ble benyttet i de to forspkene kom fra forskjellige kilder og dermed ble det litt hgyere
totalniva av EPA+DHA i diettene til hgytemperaturforsgket sammenlignet med lavtemperaturforsgket.
Sammensetningen av dietter er presentert i tabell 3, og fettsyreprofil i tabell 4.

Tabell 3 Ingredienser og sammensetning av forsgksfér, 16°

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA

Sammensetning, %

Fiskemel 79,00 79,00 79,00 79,00
Hvete 7,00 7,00 7,00 7,00
Mineral mix 0,59 0,59 0,59 0,59
Vitamin mix 1,92 1,92 1,92 1,92
Carophyll Pink 0,01 0,01 0,01 0,01
choline chloride 0,5 0,5 0,5 0,5

Vitamin C 0,14 0,14 0,14 0,14
Vitaminc E (50 %) 0.03 0.03 0.03 0.03
CaHPO, 1,00 1,00 1,00 1,00
Betaine 1,00 1,00 1,00 1,00
Soy lecithin 1,00 1,00 1,00 1,00
Tuna oil 1,6 3,2 0,00 0,00
Control canola olje 6,2 4,6 3,9 0,00
DHA-CA olje 0,00 0,00 3,9 7,8

Kilde til EPA+DHA, % i diettene

Fiskemel 1,90 1,90 1,90 1,90
Fiskeolje 0,47 0,95 0,00 0,00
DHA-CA olje 0,00 0,00 0,47 0,94

Kjemisk sammensetning:

Torrstoff 94,2 94,2 93,1 94,0
Fett 16,2 16,2 16,7 17,0
Protein 58,7 59,6 60.0 58,7
Aske 11,7 11,6 11,7 11,8
Energi, MJ/kg 21,4 21,5 21,6 21,5

Fiskemel fra Sgr-Amerika (Peru og Chile) levert av Ridley Aquafeeds. Kilden til fiskeolje var tunfiskolje. Forpellets (tre
stgrrelser, 0,5-1,0 mm, 1,0-1,4 mm og 1,4-2,0 mm) ble produsert av CSIRO, sammensetningen er et giennomsnitt av alle tre
pelletstgrrelser.
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Tabell 4 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) og totalt (mg / g) i forspksdiettene, 16°C

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA

14:0 4,1 4,5 3,7 3,8
15:0 0,3 0,5 0,2 0,2
16:0 13,9 15,5 12,5 12,6
17:0 0,3 0,5 0,2 0,2
18:0 3,6 4,0 3,3 3,4
19:0 0,2 0,3 0,3 0,4
20:0 0,4 0,4 0,4 0,4
Sum SFA?! 24,5 27,6 22,0 21,4
16:1 n-7 4,4 4,9 3,9 4,0
17:1 n-7 0,3 0,3 0,2 0,2
18:1 n-9 36,9 314 34,9 29,2
20:1 n-9 1,6 1,6 1,7 1,6
22:1 n-9 0,3 0,3 0,2 0,2
24:1n-9 0,5 0,5 0,4 0,4
Sum MUFA 43,9 39,0 41,3 35,6
18:2 n-6 8,0 7,0 8,0 7,3
18:3 n-6 0,1 0,0 0,1 0,2
20:4 n-6 0,5 0,7 0,4 0,4
22:4n-6 0,3 0,4 0,2 0,2
Sum N-6 8,9 8,1 8,7 8,0
18:3 n-3 4,3 3,5 8,8 11,6
18:4 n-3 0,8 0,9 1,3 1,7
20:3 n-3 0,0 0,0 0,2 0,4
20:5n-3 7,5 8,0 7,2 7,3
22:5n-3 0,3 0,1 0,4 1,7
22:6 n-3 9,5 12,5 9,8 12,1
Sum N-3 22,4 25,0 27,7 34,8
EPA+DHA:

% of total fa 17,0 20,5 17,0 19,4
mg/g (for/terrstoffbasis) 23,7 28,6 24,3 29,1

4.2.3 Fiskeforsgk ferskvann Norge, lav vanntemperatur, 12°C

Lakseyngel med gjennomsnittsvekt pa 2,1 gram ble satt ut i 12 kar, 100 individer i hvert kar.
Forsgksenhetene var 60x60 cm glassfiberkar, med belteautomater for utféring. Niva pa utforing ble
bestemt ut fra veksttabeller og forventet vekstrate. Vanntemperaturen var 12,2°C (%0,1).
Vanngjennomstrgmming var 5 liter pr minutt ved start, men denne ble trinnvis oppregulert etterhvert
som fisken vokste. Fisken ble bulkveid ved oppstart (dag 0) og dag 27, dag 41 og dag 83 ved avslutning
av forsgket, nar fisken hadde nadd en gjennomsnittsvekt pa 24g. Ved avslutning ble det tatt ut 10
helfisk per kar til helkroppsanalyser, i tillegg det ble tatt ut prgver av lever, tarm og hjerte fra 5 fisk pr
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kar. Organene ble veid, og leverprgver og tarmprgver ble frosset pa flytende nitrogen for a analysere
for enzymaktivitet og genuttrykk.

4.2.4 Fiskeforsgk ferskvann Australia, hgy vanntemperatur, 16°C

Lakseyngel med gjennomsnittsvekt pa 0,84 gram ble satt ut i 12 kar, 200 individer i hvert kar (300 L
kar). Vanngjennomstrgmming var 3 liter per minutt, ferskvann med vanntemperatur pa 16°C.
Vanntemperaturen ble malt daglig i 6 tilfeldige tanker. Fisken ble holdt under konstant lys og med
kontinuerlig féring. Fisk ble bulkveiet ved dag 34, 56 og 70. Laksens sluttvekt var ca 15 g. 10 fisk per
kar ble samplet ved avslutning for helkroppsanalyser.

4.3 Metodebeskrivelse WP 2, Forsgk med DHA-CA for til stor laks i sjgvann i kar pa
land

4.3.1 Forsegksfor til stor laks i sjgvann

DHA-CA benyttet i forsgket stammer fra Event NS-B50027-4, modifisert canola (Brassica napus) -linje
utviklet av Nuseed Pty. Ltd., tilsvarende oljen som ble benyttet til ferskvannsforsgkene. | dette forsgket
ble det valgt et design med dose-respons med gkende mengde DHA-CA i foret. @kningen kom fra
gkende innblanding av DHA-CA og reduksjon i standard Canola-olje. Kontroll = basis oljeblanding (90
% konvensjonell canolaolje + 10 % fiskeolje). Fire fortyper ble produsert, med 0 % (kontroll), 25 %, 50
% og 100 % DHA-CA utbytting av konvensjonell canola olje i basis oljeblanding. Forsammensetning er
vist i Tabell 5 og fettsyresammensetning i Tabell 6. Alle fér ble produsert med 7mm pelletstgrrelse. De
fire forsgksforene ble gitt til triplikate kar med fisk.
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Tabell 5 Sammensetning av forsgksfér

0% 25% 50 % 100 %
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA

Sammensetning, %
Fiskemel 15,00 15,00 15,00 15,00
Hvete 9,22 9,22 9,22 9,22
Hvetegluten 12,00 12,00 12,00 12,00
Soyaproteinkonsentrat 20,00 20,00 20,00 20,00
Maisgluten 5,00 5,00 5,00 5,00
Horse beans 5,00 5,00 5,00 5,00
Fiskeolje 5,00 5,00 5,00 5,00
DHA-Canolaolje 0,00 5,50 11,00 22,00
Standard Canolaolje 22,00 16,50 11,00 0,00
Mineral mix 0,52 0,52 0,52 0,52
Vitamin mix 2,00 2,00 2,00 2,00
Mononatriumfosfat 2,50 2,50 2,50 2,50
Carophyll Pink 0,05 0,05 0,05 0,05
Yttriumoksyd 0,01 0,01 0,01 0,01
L-Lysin 1,00 1,00 1,00 1,00
Betafine 0,50 0,50 0,50 0,50
DL- Methionin 0,20 0,20 0,20 0,20
Kilde til EPA og DHA, % i for, beregnet
EPA fra basisfor 0,09 0,09 0,09 0,09
EPA fra fiskeolje 0,41 0,41 0,41 0,41
EPA fra DHA-Canola 0,00 0,03 0,06 0,11
DHA fra basisfor 0,16 0,16 0,16 0,16
DHA fra fiskeolje 0,39 0,39 0,39 0,39
DHA fra DHA-Canola 0,00 0,51 1,02 2,05
Sum EPA 0,50 0,53 0,56 0,61
Sum DHA 0,55 1,06 1,57 2,59
Sum EPA + DHA 1,05 1,59 2,13 3,21
Kjemisk analyse,
% av for
Torrstoff 92,71 92,70 92,54 92,62
Lipid 30,60 30,00 29,00 30,10
Raprotein (N*6,25) 38,02 38,77 38,13 38,56
Aske 6,94 6,93 6,99 7,04
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Tabell 6 Fettsyreprofil, % av alle fettsyrer, i forsgksfor

0% 25% 50 % 100 %
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA
14:0 1,5 1,4 1,4 1,4
16:0 7,3 7,0 6,9 6,4
18:0 1,9 1,8 2,0 2,1
20:0 0,4 0,5 0,5 0,5
22:0 0,3 0,3 0,2 0,2
24:0 0,1 0,1 0,2 0,2
SUM SFA! 11,7 11,2 11,3 11,0
16:1n-7 1,4 1,2 1,3 1,3
17:1n-7 0,1 0,1 0,1 0,1
18:1n-11 0,3 0,2 0,3 0,3
18:1 n-9 42,5 40,3 38,0 32,9
18:1n-7 2,8 2,7 2,6 2,4
20:1 n-11 0,8 1,2 1,7 2,6
20:1n-9 3,3 3,1 3,1 3,1
20:1n-7 0,1 0,1 0,1 0,1
22:1n-7 0,1 0,4 0,6 1,1
22:1n-11 3,2 2,9 3,0 3,0
22:1n-9 0,6 0,5 0,4 0,2
24:1n-9 0,3 0,2 0,2 0,2
SUM MUFA2 55,6 53,0 51,6 47,5
16:2 n-6 0,2 0,1 0,2 0,2
18:2 n-6 20,0 17,4 14,7 8,9
18:3 n-6 0,1 0,2 0,2 0,4
20:2 n-6 0,1 0,1 0,1 0,1
20:4 n-6 0,1 0,1 0,1 0,1
SUM n-6 20,5 17,9 15,3 9,7
16:2 n-3 0,1 0,1 0,1 0,1
18:3n-3 7,0 9,4 11,6 16,4
20:4 n-3 0,2 0,2 0,2 0,2
20:3 n-3 0,0 0,1 0,3 0,5
20:5n-3 2,0 2,0 2,1 2,2
22:5n-3 0,2 0,4 0,6 1,1
22:6 n-3 2,1 3,7 5,6 9,2
SUM n-3 11,6 15,9 20,5 29,7
EPA+DHA, % av alle 4,1 5,7 7,7 11,4
EPA+DHA, % av for 1,12 1,54 2,00 3,09

1SFA: Inkluderer 15:0 0g 17:0 2MUFA: Inkluderer 14:1n-5, 16:1T, 16:1n-9, 16:1n-5
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4.3.2 Fiskeforsgk i sjpvann

Laks med gjennomsnittsvekt pa 466 gram ble fordelt i 12 kar, 25 individer i hvert kar. Forsgksenhetene
var 2m? glassfiberkar, med skiveautomater for utféring og utstyr for oppsamling av férspill. Vanndybde
var 60 cm, vanngjennomstrgmming var 25 liter pr minutt og temperaturen var 9,8 °C (x1,0).
Individvekter ble registeret ved oppstart og ved avslutning nar fisken hadde nadd en sluttvekt pa ca
1,5 kg. Ved avslutning ble det tatt blodprgver av 5 fisk pr kar, deretter ble fiskene dpnet og lever, tarm
og hjerte ble tatt ut og veid. Prgver av serum, lever og muskel ble frosset pa flytende nitrogen for
forskjellige analyser. Helfisk til kjemisk analyse ble tatt ut ved oppstart (3 x 5 fisk) og avslutning (5 fisk
pr kar), for a beregne retensjon av fettsyrer. Resterende fisk ble strgket for & samle opp gj@dselpragver
for 3 bestemme fordgyelighet. Til slutt ble det skaret fileter fra 5 fisk pr kar, for a vurdere kvalitet.

4.4 Metodebeskrivelse WP 4. Forsgk med Schizochytrium sp. i for til laks i sj@

4.4.1 Produksjon og sammensetning av for til sjgforsgk

Schizochytrium sp., algen som ble brukt i dette foringsforsgket, er en heterotrof mikroalge som
inneholder omkring 60 % fett, og ca 25 % av fettsyrene er DHA. Produktet som ble brukt var et fullmel
av algen, produsert av Alltech (62,5 g algemel/kg for). Det ble produsert to forsgksfor, pelletstgrrelse
7 og 10 mm, med enten heterotrofisk microalgemel (HM) eller en standard fiskeolje som kilde for DHA
og /eller og EPA. Sammensetning av for er vist i Tabell 7, tabell 8 viser kjemisk sammensetning analysert
i begge pelletstgrrelser for begge fortypene. Tabell 9 viser fettsyresammensetning i forsgksférene.
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Tabell 7 Sammensetning av forsgksfor

Ingredienser, %
Fiskemel
Hvetegluten
Soyaproteinkonsentrat
Hestebgnner
Alltech algemel
Palmeolje

Fiskeolje

Linolje

Rapsolje

Krill hydrolysat
Soyalecithin
Vitaminmiks
Monokalsiumfosfat
Lysin (79 %)
Metionin (99 %)
Carophyll pink (10 % Astaxanthin)
Aquate

Organiske mineraler
Yttriumoksyd
Kolesterol

Cholin

Tabell 8 Kjemisk sammensetting av forsgksfér, %

Torrstoff
Raprotein

Fett

18

FO
7 mm

93,5
34,6
33,6

Fiskeolje

FO

10,00

5,15
25,00
16,60

3,55
4,30
9,75

14,84
2,50
0,50
3,00
2,00
0,50
0,25
0,05
0,40
0,64
0,01
0,50
0,50

HM
7 mm

94,4
35,0
34,9

FO

HM

10,00
5,45
25,00
13,40
6,25

11,10
18,00
2,50
0,50
3,00
2,00
0,50
0,25
0,05
0,40
0,64
0,01
0,50
0,50

10 mm

93,4
35,1
32,4

Heterotrof mikroalge

HM
10 mm

93,4
34,4
33,9



Tabell 9 Fettsyrer i for, 5 av alle fettsyrer

Fiskeolje Heterotrof mikroalge

FO HM
14:0 1,36 0,89
16:0 13,04 13,51
18:0 2,78 2,34
20:0 0,34 0,34
22:0 0,23 0,22
Sum metta fettsyrer 17,74 17,31
16:1 n-7 1,25 0,34
18:1 (n-9)+(n-7)+(n-5) 39,06 38,64
20:1 (n-9)+(n-7) 1,02 0,95
22:1 (n-11)+(n-9)+(n-7) 0,68 0,5
24:1 n-9 0,11 0,11
Sum monoumetta 42,12 40,53
16:2 n-4 0,17 nd
16:3 n-4 0,23 nd
18:2 n-6 16,04 16,75
18:3 n-6 nd nd
20:2 n-6 0,11 0,05
20:3 n-6 nd nd
20:4 n-6 0,11 nd
22:4 n-6 nd nd
22:5n-6 nd nd
18:3 n-3 19,1 21,56
18:4 n-3 0,28 0,11
20:3n-3 nd nd
20:4 n-3 0,11 0,05
20:5n-3 2,15 0,28
21:5n-3 0,11 nd
22:5 n-6 0,23 nd
22:5n-3 nd nd
22:6 n-3 1,47 3,35
EPA+DHA 3,62 3,63
Sum PUFA (n-6) 16,27 16,81
Sum PUFA (n-3) 23,47 25,35
Sum PUFA totalt 40,14 42,16

4.4.2 Forsgk med mikroalge i for til laks i merder i sj@

Fisken benyttet i dette forsgket hadde en forhistorie som gjorde det spesielt interessant a bruke den
videre i merdforsgk i sjg. Forsgksfisken hadde tidligere gatt i foringsforsgk i kar pa land (Nofimas
forskningsstasjon pa Sunndalsgra), helt fra 18 gram, gjennom ferskvannsperioden med smoltifisering
og videre som postsmolt i kar med sjgvann fram til en stgrrelse pa 800 gram. | Igpet av
karforsgksperiodene hadde forsgksfisken fatt samme fortyper som i merdforsgket i dette prosjektet. |
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tillegg til fér med HM (mikroalge) eller FO (fiskeolje) som kilde til de lange omega-3 fettsyrene EPA
og/eller DHA, var det en diett som hadde en blanding av de to kildene HM/FO (mikroalge + fiskeolje).
| og med tilgangen til disse fiskegruppene, kunne vi studere langtidseffekter av en mikroalgediett som
kilde til DHA helt fram til slaktestgrrelse sammenlignet med en kontrolldiett hvor tradisjonell fiskeolje
var kilden til EPA + DHA i foret. All fisk var individmerket med PIT-tags fra oppstart av det fgrste
forsgket, slik at vi kunne fglge individrespons pa tilvekst. Laks med en gjennomsnittsvekt pa 800 gram
ble flyttet fra kar pa land, til seks forspksmerder hos Marine Harvest Fish Feed sin forskningsstasjon pa
Avergy.

I merdforsgket gikk vi kun videre med to av forsgksférene. Fisk fra alle tre pre-dietter fra karforsgkene
pa land ble likt fordelt i seks merder i sj@g, 27 fisk fra hver Pre-diett til hver av merdene. Tre og tre
merder fikk samme for, enten HM eller FO. Siden fiskene var individmerket og vi kunne blande fisk fra
forskjellige pre-dietter i samme merd, kunne vi ogsa studere effekter av a bytte av fortyper nar de ble
satt i sjg i dette forspket. Forsgksperioden i sjg varte i ca 1 ar fra desember 2015 til januar 2017. |
resultatavsnittet vises kun effekter av hoveddietter i sjgvann, siden vi bare observerte marginale
effekter av prediett.

4.4.3 Miljgbetingelser i forspksperiode i sj@

Merdene var pd 125 m3, og hadde féringsautomater (Betten-automat). Det ble féret 3 x 30 minutter
hver dag. Forsgket ble avsluttet nar fisken hadde nadd en vekt pa omkring 3 kg. Fisken ble satt i merder
i sj¢ i desember, mens vanntemperaturen var 7,4 °C, og pa vei nedover. Minimumstemperatur i Igpet
avvinteren var 3,8 °C, og maksimum i Igpet av sommeren var 17,9 °C. Det var ngdvendig a avluse fisken
6 ganger mellom februar og oktober, og notposene ble skiftet 6 ganger. «Slice» ble brukt en uke i
september, med positiv respons. | september ble det ogsa satt ut berggylt i merdene, til 24 %
innblanding. Miljgproblemer og lus gjorde at fisken hadde utfordrende forhold, og forinntak og vekst
var relativt darlig. | tillegg oppsto det gjelleproblemer pa sensommeren. Det ble vurdert a stanse
forspket, men alle problematiske forhold bedret seg pa hgsten, etter som temperaturen i vannet gikk
ned. Det ble da bestemt a fortsette forsgket fram til planlagt sluttvekt.

e——=Temp °C == QOxygen mg/I

Figur 2 Temperatur og oksygeninnhold i vann, malt pd 3 meters dyp, giennom hele forsgksperioden

20



Avslutning med prgveuttak ble gjort nar fisken var ca 3 kg. Tre tilfeldig valgt fisk fra hver pre-diett-
gruppe (9 fisk per merd med gjennomsnittsvekt pa 3209 g) ble tatt ut til vevsprgver i hver merd.
Prgvefiskene ble avlivet med en overdose bedgvelse, og det ble tatt blodprgver. Deretter ble fiskene
apnet, og scoring av mengde leverfett og leverfarge ble gjort fgr organer ble tatt ut og veid. Vevsprgver
av tarm, lever og muskel ble frosset ned pa flytende nitrogen og senere holdt frosset pa -70°C inntil
analyse. Lever og tarmprgver ble ogsa fiksert pa formalin for seinere histologiske analyser. Deretter
ble totalt tre fisk per pre-diettgruppe i hver merd tatt ut (9 fisk per merd med gjennomsnittsvekt pa
3122g) for helkroppsanalyser (frosset ned som helkropp ved -20°C). Tre ytterligere fisk per pre-diett-
gruppe (9 fisk per merd med gjennomsnittlig kroppsvekt pa 4149 g) fikk gjellene blggget og deretter
overfgrt til isvann for @ blg ut i 10 minutter. Fisk til kvalitetsanalyser ble etter blggging filetert. Hele
fileter ble frosset ved -20°C for senere analyse av sensorisk og teknisk kvalitet. All prgvefisk ble tilfeldig
valgt ut for a representere gjennomsnittet av hver merd, bortsett fra prgvefisk til sensorisk og teknisk
kvalitet. Laks i de to diettgruppene hadde signifikant forskjellig sluttvekt, en faktor som vil pavirke
sensorisk og teknisk kvalitet. Til teknisk og sensorisk kvalitet ble det derfor valgt ut prgvefisk med
omtrent samme stgrrelse pa 4149 g og med en vekt som var naermere kommersiell slaktestgrrelse.
Dette innebaerer at laksen til kvalitetsanalysene er stgrre enn gjennomsnittslaksen i de ulike merdene.

4.4.4 Kvalitetsanalyser av muskel

Fasthet (tekstur), rgdfarge (fargevifte) og astaxanthinnivaer ble evaluert i norsk kvalitetssnitt, NQC.
Filetfarge ble evaluert visuelt ved bruk av DSM SalmonFan ™ (score 21-34). Teksturanalyse ble utfgrt
ved bruk av en teksturanalysator, TA-XT2 (Stable Microsystem Ltd, Surrey, Storbritannia) utstyrt med
en sylinder (12,5 mm diameter, type p / 0,5) og en 30 kg lastcelle. Fasthet malt ved hjelp av denne
metoden, korrelerer godt med sensorisk vurdering av fasthet av ra og rgkt laksefilet (M@rkgre and
Einen, 2003). Forekomst av mgrke melaninflekker ble evaluert visuelt (antall misfargede
muskelsegmenter). Homogeniserte fileter fra individuell fisk ble tint, og karotenoider ble ekstrahert og
analysert ved bruk av en metode av Bjerkeng, et al. (1997).

4.4.5 Sensorisk analyse

Et trenet panel bestdende av 10 dommere (10 kvinner i alderen 37-64 ar) ved Nofima (As, Norge)
utfgrte en sensorisk beskrivende analyse i henhold til "Generisk Beskrivende Analyse" som beskrevet
av LawlessHeymann (2010) og ISO_13299 (2016) Sensory analyses - Metodikk - Generell veiledning for
a etablere en sensorisk profil. Dommerne har blitt testet, valgt og opplaert i henhold til ISO-standarder
(1SO_8586, 2012), og det sensoriske laboratoriet fglger ISO-standarder (ISO_8589, 2007). Dommerne
ble enige om totalt 20 egenskaper som beskriver lakseprgvene. Ra laks ble vurdert for henhodsvis;
frisklukt, sjglukt, agurklukt, algelukt, forlukt, fiskelukt, harsklukt, fargetone, fargestyrke og hvithet.
Varmebehandlet (kokt) laks ble vurdert for: frisksmak, bittersmak, sjgsmak, agurksmak, forsmak,
fiskesmak, harsksmak, hardhet, saftighet og sammenhengbarhet.

4.5 Metodebeskrivelse for analyser av fiskematerialet i WP1, WP 2 og WP 4:

4.5.1 Vekst og organindeks
Vekstrate ble beregnet ut fra gjennomsnittsvekter | hvert kar/merd:

Spesifikk vekstrate (SGR)=(e("WInWoI/t_1)*100
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Vekstfaktor (Thermal growth coefficient) (TGC) = (W13 — W0*3)*1000/d°
WO er startvekt (g), W1 er sluttvekt (g), t er antall dager, og d° dggngradsum.
Hepatosomatisk indeks (HSI) = levervekt / vekt helfisk *100;

Cardiosomatisk index (CSl) = hjertevekt / vekt helfisk *100;

4.5.2 Kjemiske analyser

Prgver av for og helfisk ble analysert for tgrrstoff (tgrking ved 105°C, 16-18 timer, til konstant vekt),
nitrogen (Kjeltech Auto Analyser, Tecator, Hogands, Sweden), totallipid (Folch, et al., 1957), fettsyrer
(Mason and Waller, 1964; Rgsj@, et al., 1994), energi (bombekalorimeter; Parr 1271, Parr, Moline, IL,
USA), aske (forbrenning, deretter 3-4 timer ved 550°C til konstant vekt).

4.5.3 Enzymanalyser

Lever og midttarm frosset pa flytende nitrogen og senere lagret ved -70°C ble analysert for aktivitetene
av antioksidantenzymene katalase, glutationperoxidase og superoksiddismutase. Aktiviteten av
katalase ble malt i henhold til en fremgangsmate beskrevet i Baudhuin, et al. (1964).
Superoksyddismutase (SOD) (Biovision, California, USA) og Glutathione Peroxidase (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) ble malt i henhold til produsentens protokoll.

4.5.4 Genuttrykk

QPCR: Totalt RNA ble isolert i henhold til produsentens protokoll (Invitrogen). RNA ble behandlet med
PureLink DNasel (ThermoFisher, MA, USA) for & fjerne eventuell forurensende DNA. RNA-
konsentrasjonen ble malt med et NanoDrop® ND-1000 spektrofotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). Total RNA (900 ng) ble omvendt transkribert til cDNA ved bruk av et TagMan®
Reverse Transcription Reagents kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) i henhold til
produsentens protokoll. Kvantitativ PCR ble utfgrt i et QuantStudio5-instrument (ThermoFisher, MA,
USA) Relative uttrykk av mRNA ble beregnet ved AACT-metoden ved bruk av etif3 som referansegen
(Livak and Schmittgen, 2001).

4.5.5 Microarray analyse

Nofimas 44 k mikroarray Salgeno inneholder oligonukleotidprober til alle identifiserte gener av
atlantisk laks. Nofimas bioinformatikk pipeline STARS ble brukt til databehandling. Differensiell forskjell
i uttrykk av gener (DEG) ble valgt med lave strenghetskriterier som vanligvis brukes pa foringsforsgk:
log2-ekspressjonsforhold> | 0,6 | (1,5 ganger) og p <0,05.

4,5.6 Lever metabolomics

Metabolomicsarbeidet ble utfgrt av Metabolon (Durham, NC, USA) som tidligere beskrevet (Evans, et
al., 2009; Reitman, et al., 2011).
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4.5.7 Astaxanthin i muskel

Homogeniserte fileter fra individuell fisk ble tint, og karotenoider ble ekstrahert og analysert ved bruk
av en metode av Bjerkeng, et al. (1997).

4.5.8 Skinnfarge

Skinnfargeanalyser ble utfgrt et Minolta Chroma Meter (CR-400 Minolta, Konica Minolta Sensing, ink.
Japan). Tristimulus CIE L * a * b * 1976 fargespekter ble benyttet, hvor L * -variabelen representerer
lyshet (L * =0 for svart, L * = 100 for hvit) og a * og b * angir fargeretninger: + a * er den rgde retningen,
-a * er den grgnne retningen, + b * er den gule retningen, og -b * er den bla retningen. Analyser ble
utfgrt fremfor og bak dorsalfinnen, under og over sidelinjen.

4,5.9 Statistikk

Data fra alle forsgk ble statistisk analysert for a undersgk effekt av diett pa en rekke egenskaper. |
forsgkene med DHA-raps til liten laks hadde vi ingen individdata, bare gjennomsnittsdata for hver
forsgksenhet (kar). Enveis variansanalyse (ANOVA) ble brukt for a vise forskjeller mellom
behandlingene. | forsgket med DHA-raps til stor laks hadde vi gjennomsnittsdata for vekst,
forutnyttelse og fordgyelighet, og individdata fra prgvefisk for slakteparametere og enkelte analyser.
Enveis variansanalyse ble brukt for giennomsnittstall, og en “nested” ANOVA, med diett som fast effekt
og kar som tilfeldig effekt, ble brukt for individobservasjoner. | forsgket med algemel til stor laks fram
til slaktest@rrelse ble det satt inn fisk som hadde fatt ulike predietter fgr de to hoveddiettene som ble
brukt i sigforsgket. Vikjgrte fgrst en variansanalyse for a se pa effekt av prediett innen hver hoveddiett.
Det var minimal effekt av prediett, sa statistisk analyse ble ogsa her enveis variansanalyse for
gjennomsnittstall, og en “nested” ANOVA for individobservasjoner.

For deskriptive sensoriske parametere ble det brukt en toveis ANOVA, “mixed model”, med dommer
og samspill som tilfeldige effekter, og pregver og diett som faste effekter, for a undersgke om noen av
de valgte sensoriske egenskapene viste forskjell mellom behandlinger. For & pavise forskjeller i
signifikante egenskaper ble Tukey’s test giennomfgrt. Forskjeller ble definert som signifikante ved p-
verdier <0,05.

Programvare brukt til statistisk behandling:

SAS® System for Windows Release 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
EyeOpenR (Logic8 BV)

Unscrambler X Version 10.4.1.

Statistica (version 13.1, Statsoft, Tulsa, OK, USA)

IBM SPSS statistics 24
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5 Oppnadde resultater, diskusjon og konklusjon

5.1 Forsgk med olje fra modifisert raps (DHA-CA) i for til liten laks i ferskvann

Malet med forsgkene i ferskvann var a undersgke egnethet og eventuell sikkerhetsrisiko knyttet til
bruk av oljer fra genmodifisert oljeplante i for til laks. Forsgkene ble gjennomfgrt med Atlantisk laks
fra en startvekt pa henholdsvis 2 gram fram til sluttvekt pa 25 gram fiskestgrrelse ved vanntemperatur
pa 12°C og fra en startvekt pa henholdsvis 0,8 gram til sluttvekt pa 15 gram fiskestgrrelse ved
vanntemperatur pa 16°C. | denne tidlige fasen av livet vokser laksen meget raskt ved at den pa kort
tid mangedobler vekten, og den er spesielt fglsom, i et fiskehelseperspektiv, for eventuelle negative
effekter av nye férmidler. Forut for dette prosjektet var det ikke tidligere utfgrt forsgk med DHA-CA i
for til laks, noe som understreket behovet for ny kunnskap om hvordan denne modifiserte oljen
pavirker vekst, ytelse, helse og fettsyre-sammensetning. Derfor ble det gjennomfgrt to féringsforsgk
med to veksthastigheter med atlantisk lakseparr, et forsgk i Australia ved hgy vanntemperatur (16°C)
og et i Norge ved lav vanntemperatur (12°C).

5.1.1 Neeringsstoffer og fremmedstoff i DHA-CA

Figur 3. sammenligner nivaene av noen sentrale fettsyrer i DHA-CA -oljen sammenlignet med en
konvensjonell canolaolje. DHA-CA oljen har lavere nivaer av fettsyrene 18: 1n-9 og 18:2n-6, og gkte
nivaer av omega-3 fettsyrene 18 :3n-3 (ALA) og 22:6n-3 (DHA), og inneholder ogsa noe 20:5n-3 (EPA).
Kontroll canolaolje er spesielt rik pd 18:1n-9, den inneholder mer 18:2 n-6 enn DHA-CA oljen, den
inneholder ikke EPA og DHA. Oljene ble ogsa analysert for eventuell forekomst av fremmedstoffer.
Tabell 10. viser at det ikke ble funnet nivaer over LOQ (Limit Of Quantification) av plantevernmidler,
mykotoksiner og PAH i DHA-CA. Det ble heller ikke pavist plante-DNA fra genmodifisert raps i DHA-CA
oljen (ikke vist). Dataene viser at DHA-CA oljen totalt sett har en ernzeringsmessig gunstig
sammensetning sammenlignet med konvensjonelle canola oljer.

Fettsyresammensetning i std. canola olje og DHA-CA

70
60
50 M Std canola DHA canola
40

30

Prosent av totale fettsyrer

10 I I
o |

SAT 18:1n-9 18:2n-6 183 n-3 20:5n-3 22:6n-3

Figur 3 Sammenligning av fettsyresammensetningen (% av totale fettsyrer) i standard canolaolje og DHA-
CA olje
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Tabell 10  Utvalgte fremmedstoffer og fytosteroler analysert i DHA-CA, Garnet canolaolje (kontroll) og i 10
canolaoljer som ble benyttet i kommersielle fiskefér i Norge i 2015. For kommersielle oljer vises
gjennomsnitt og (min / maks) og gvre LOQ ble brukt ved beregning av middelverdier

DHA-CA Garnet canola olje Canola oljer brukt i
kommersielle fiskefor*

Tungmetaller, mg kg
Total arsen <0,009 <0,009 0,17 (<0,009-1,60)**
Polyaromatiske hydrocarboner, PAH pg kg!

Benzo(a)antracen <0,5 <0,5 2,2 (0,7-3,6)
Benzo(a)pyren <0,5 <0,5 1,8 (<0,5-3,0)***
Benzo(b)fluoranthen <0,5 <0,5 2,0 (<0,5-3,0)***
Chrysene <0,5 <0,5 2,8 (0,7-4,4)
Organofosfat pesticider, pg kg
Pirimiphos-methyl <20 <20 32 (<20-65)****
Lipid-lgselige mycotoksiner, pg kg
Enniatin B <10 <10 60 (<10-210)***
Phytosteroler

Sum fytosteroler, mg kg1 9659 7878 8653 (8406-9032)
Campesterol, % av sum 39,6 % 34,2 % 36,7 % (34,9-39,9)
B-sitosterol, % av sum 43,0 % 44,5 % 46,1 % (45,3-46,7)
Brassicasterol, % av sum 3,5% 12,2 % 10,1 % (8,3-11,0)

n.d. —ikke detektert. *Data pa tungmetaller, PAH, pesticider og mycotoksiner er fra 10 canola oljer (Sanden, et al., 2016a) .
Phytosterol verdiene er fra 5 kommersielle oljer (Sissener, et al., 2017). **Detektert over LOQ i 5/10, ***Detektert over LOQ
i 9/10 av de analyserte oljene. ****Detektert over LOQ i 5/10 av oljene.

Fettsyresammensetning av diettene

Tabellene 2 og 4 i metodeavsnittet viser fettsyresammensetningen av forene til fiskeforsgkene i
ferskvann ved 12°C og 16°C. Fettsyresammensetningen av de fire diettgruppene reflekterte
sammensetningene av diettoljene, nar 50 og 100 % av fiskeoljen ble byttet ut med DHA-CA oljen, ble
nivaene av de typiske plantefettsyrene 18: 1n-9 og 18: 2n-6 redusert og nivaene av 18: 3n-3 og nivaet
av DHA gkt, EPA gkte ogsa noe.

5.1.2 Vekst og biometri av forsgksfisk

Forspkene ble gjennomfgrt med Atlantisk laks med en startvekt pa henholdsvis 2 gram fram til
sluttvekt pa 25 gram ved vanntemperatur pa 12° C og med en startvekt pa 0,8 gram fram til en sluttvekt
pa 15 gram fiskestgrrelse ved vanntemperatur pa 16 °C. Overlevelsen var hgy (>98 %) i alle
forsgksgrupper bade ved 12°C og ved 16°C. Gjennomsnittsvekter og vekstrate for fisk i forspket ved
12°C (Tabell 11) var lik i alle diettgrupper og det var ingen signifikante forskjeller i leverindeks (HSI)
eller hjerteindeks (CSl). | forsgket ved 16°C (Tabell 12) var det heller ingen signifikante forskjeller i
tilvekst mellom diettgruppene. Fisk i forspket ved lav vanntemperatur viste ca 10 ganger gkning i
kroppsvekten fra start til slutt av forsgket, mens fisk ved hgyere vanntemperatur viste ca 18 ganger
gkning i kroppsvekten. Forsgksfisken var mindre ved oppstart i forsgket ved 16°C, noe som sammen
med hgyere vanntemperatur resulterte i hgyere vekstrate enn ved 12°C. Det var ingen signifikante
forskjeller i kjemisk sammensetning; lipid, protein, aske og energiinnhold i helkropp til fisk i de ulike
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diettgruppene i lavtemperaturforsgket, mens det var en liten gkning i totalt lipidinnhold i fisk i DHA-
CA gruppene i hgytemperaturforsgket (Tabell 13.)

Tabell 11  Vekter og vekstrater i forsgket ved 12°C, og organindekser ved avslutning. (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA

p-verdi
VektO 2,04 £0,09 2,16+0,04 2,08+0,04 2,05+0,01 0,46
Vektl 4,47 +0,19 4,79+0,07 4,52+0,10 4,38+0,03 0,14
Vekt2 6,82 +0,29 7,33+0,10 6,81+0,16 6,67+0,03 0,11
Vekt3 23,82+0,94 25,41+0,80 23,28+0,62 23,74+1,02 0,38
SGR1 2,95+0,03 3,01+0,12 2,93+0,07 2,87+0,03 0,64
SGR2 3,05+0,03 3,08+0,03 2,97+0,07 3,03+0,08 0,57
SGR3 3,02+0,03 3,00+0,05 2,97+0,01 3,070,11 0,73
SGR total 3,01+0,01 3,02+0,07 2,96+0,02 3,00+0,04 0,76
TGC1 1,16%0,01 1,21+0,05 1,16+0,03 1,13+0,01 0,37
TGC2 1,46+0,03 1,51+0,02 1,43+0,03 1,44+0,04 0,28
TGC3 1,91+0,03 1,95+0,04 1,87+0,02 1,93+0,08 0,72
TGC total 1,59+0,02 1,63+0,04 1,57+0,02 1,5940,04 0,50
HSI 1,28+0,07 1,21+0,04 1,24+0,02 1,17+0,04 0,43
csi 0,14+0,01 0,14+0,01 0,15+0,01 0,23+0,09 0,50

Tabell 12 Vekter og vekstrater i forsgket ved 16°C (meants.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA

p-verdi
Vekt0 0,83 +0,01 0,84 +0,02 0,86+ 0,03 0,83 +£0,02 0,74
Vektl 4,63+0,12 4,4910,06 4,4910,14 4,44+0,13 0,68
Vekt2 10,35+0,08 10,14+0,28 10,17+0,09 9,94+0,20 0,48
Vekt3 15,49 + 0,47 15,29+0,31 16,22 + 0,77 15,25 +0,22 0,47
SGR1 5,04+0,09 4,94+0,02 4,90+0,04 4,94+0,03 0,18
SGR2 3,6610,08 3,7210,05 3,7310,10 3,6710,06 0,90
SGR3 2,87%0,26 2,91+0,12 3,18+0,20 3,06+0,04 0,65
SGR total 4,17+0,04 4,20+0,02 4,20+0,02 4,1610,02 0,72
TGC total 1,360,02 1,35+0,01 1,38 +0,03 1,35+0,00 0,73
Overlevelse 99,710,40 99,040,40 98,0+0,49 99,310,40 0,14
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Tabell 13 Kjemisk sammensetning og energiinnhold i helkropp til forsgksfisken ved avslutning lav temperatur
forsgk, 12°C (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA

p-verdi
Torrstoff 27,2+0,36 27,6 £0,15 27,1+0,06 27,2+0,18 0,43
Protein 16,1 £ 0,05 16,2 0,07 16,4 £0,19 16,1 £0,07 0,16
Lipid 10,7 £ 0,53 11,0+0,15 10,4 +0,07 10,4 £ 0,09 0,44
Aske 2,4+0,06 2,4 £0,06 2,4+0,15 2,3+0,06 0,74
Energi, MJ/kg 7,27 £0,12 7,52+0,03 7,21 +0,05 7,25 £ 0,05 0,06

Tabell 14  Kjemisk sammensetning og energiinnhold i helkropp til forsgksfisken ved avslutning hgy temperatur
forsgk, 16°C (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA

p-verdi
Torrstoff 25,9+0,55 25,8 +0,66 27,3+0,3 27,3+0,20 0,09
Protein 15,3+0,36 15,6 £0,61 16,2 £0,22 15,8+0,17 0,60
Lipid 9,6 £0,312 9,5+0,13° 10,6 £ 0,28 10,9 £ 0,400 0,03
Aske 1,6 +0,07 1,6 £0,09 1,5+0,08 1,6 +0,07 0,87
Energi, MJ/kg 7,18 £0,15 7,16 £0,19 7,56 £0,19 7,76 £0,16 0,10

5.1.3 Fett og fettsyresammensetning av vev og organer

Fett og fettsyresammensetning av helkropp til fisk i forsgket ved 12°C er vist i Tabell 15. og til fisk i
forsgket ved 16°C er vist i Tabell 16. Generelt for begge forsgk var en lavere prosent av mettede
fettsyrer og hgyere prosent av totale n-3-fettsyrer i begge DHA-CA-gruppene sammenlignet med FO-
gruppene, noe som reflekterer sammensetningen av de ulike diettene. De to lave diettgruppene (Lav
FO vs Lav DHA-CA) og de to hgye diettgruppene (Hgy FO vs Hgy DHA-CA) hadde lik prosentandel av
EPA + DHA i helkropp, selv om det faktiske nivaet var hgyere i fisk fra hgytemperaturforsgket pa grunn
av hgyere niva i disse fettsyrene i deres dietter. Videre detaljerte analyser av vev og organer er kun
utfgrt pa prever fra fisk i 12 ° C forsgket.
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Tabell 15  Fettsyreprofil | helkropp, % av alle fettsyrer, 12°C (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA
p-verdi

14:0 3,4+0,03b 3,940,092 3,0+0,03¢ 3,0+0,03¢ <,0001
16:0 13,0+0,03b 13,740,032 12,240,23¢ 12,140,03¢ <,0001
18:0 2,9+0,03 2,940,03 2,940,03 3,040,03 0,44
20:0 0,3+0 0,3+0,03 0,3+0,03 0,3+0 0,33
Sum SFA?! 20,0+0,06° 21,3+0,132 18,9+0,30¢ 19,0+0,07¢ <,0001
16:1 n-7 3,2+0,15b 3,6+0,10° 2,3+0,09¢ 2,2+0¢ <,0001
18:1 n-7 3,7+0,07¢ 3,6+0¢ 4,0+0,03 4,340,032 <,0001
18:1 n-9 31,640,207 26,7+0,20° 31,340,122 26,2+0,07° <,0001
20:1 n-9 6,3+0,06P 6,8+0,032 5,6+0,03¢ 5,4+04d <,0001
20:1 n-11 1,1+0°¢ 1,310 1,2+0,03b 1,6+0,032 <,0001
22:1 n-7 0,6+0¢ 0,6+0,10¢ 0,80 1,1+0° 0,0003
22:1n-9 0,010 0,610,27 0,4%0,20 0,00 0,13
22:1 n-11 6,1+0,06° 6,5+0,242 4,8+0,24b 5,3+0,06b 0,0005
24:1n-9 0,70 0,6%0,10 0,740 0,6%0,10 0,60
Sum MUFA? 54,0+0,232 51,3+0,26° 51,9+0,18 47,8+0,09¢ <,0001
18:2 n-6 5,410,062 4,5+0¢ 5,5+0,102 4,9+0b <,0001
18:3 n-6 0,2+0,03¢ 0,2+0b¢ 0,3+0,03% 0,3+0° 0,01
20:2 n-6 0,4+0,03 0,4+0,03 0,5+0 0,4+0 0,09
20:3 n-6 0,240 0,2+0,03 0,240 0,20 0,44
20:4 n-6 0,3+0 0,3+0 0,3+0 0,3+0
Sum n-6 3 6,840,032 5,9+0,09¢ 6,910,092 6,410,03 <,0001
18:3 n-3 3,2+0,06¢ 2,6+0d 5,7+0,10° 7,8+0,032 <,0001
20:3n-3 0,240 0,240 0,50,032 0,6+0,122 0,003
20:4 n-3 0,6+0,10° 0,8+02 0,60 0,6+0b 0,05
20:5n-3 2,8+0P 3,540,032 2,440¢ 2,5+0,03¢ <,0001
22:5n-3 0,940,03b 1,2+0° 0,9+0,03 0,9+0,03b 0,0002
22:6 n-3 9,7+0,19¢ 10,8+0,07° 10,4+0,12¢ 12,240,032 <,0001
Sum n-3 17,6+0,15¢ 19,340,20¢ 20,6+0,23b 24,7+0,17°2 <,0001
EPA+DHA: 12,5+0,19b 14,340,102 12,8+0,12b 14,740,062 <,0001

1Sum mettede fettsyrer (SFA) inkluderer 15:0 og 17:0, 2Sum MUFA inkluderer 14:1n-5, 15:1, 16:1n-5, 16:1n-9, 17:1n-7 og
18:1n-11 3Sum n-6 inkluderer 16:2n-6
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Tabell 16  Fettsyreprofil i helkropp, % av alle fettsyrer, 16°C (snitt+s.e.m., n=3)
LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA
p-verdi
14:0 3,72 £0,03° 4,07 £ 0,030 3,42 £ 0,03¢ 3,49 £ 0,02¢ <,001
16:0 14,28 + 0,122 15,54 + 0,15 13,29 £ 0,08¢ 13,46 £ 0,11¢ <,0001
18:0 4,39 10,05 4,80 +0,02 4,33+0,01° 4,42 +0,06° <,001
20:0 0,33 +0,002 0,31 +£0,00° 0,33 £ 0,00? 0,33 +0,002 <,001
Sum SFA?! 24,14 + 0,22 26,42 £ 0,22 22,79 £ 0,36¢ 23,03 £0,22¢ <,0001
16:1n-7 4,15 + 0,062 4,61 £ 0,040 3,80 +0,03¢ 3,82 £0,01¢ <,0001
17:1 0,24 +0,01° 0,29 0,01 0,16 £0,01° 0,11 +0,02¢ <,0001
18:1n-7 2,82 +0,012 2,80 £ 0,0020 2,78 £0,01° 2,76 £0,01P <,01
18:1n-9 35,08 + 0,18 30,36 £ 0,21 34,17 £0,07¢ 28,39+0,11¢ <,0001
20:1n-7 0,02 +0,02 0,07 £ 0,02 0,05+0,03 0,00 + 0,00 0,09
20:1n-9 2,43 £0,01° 2,23£0,03° 2,34£0,03¢ 2,11 +0,00¢ <,0001
22:1n-9 0,25+0,01 0,26 +0,01 0,27 +£0,00 0,24 + 0,02 0,30
24:1n-9 0,52 £ 0,012 0,53 £ 0,00° 0,46 £ 0,01 0,43 0,01 <,0001
Sum MUFA 45,50 + 0,292 41,15 +0,32° 44,02 +£0,19¢ 37,87 +0,174 <,0001
18:2n-6 6,71 0,05 5,93+ 0,02° 6,70 £ 0,03 6,15+ 0,07 <,0001
18:3n-6 0,00 + 0,002 0,07 £ 0,072b 0,16 + 0,002k 0,22 + 0,03 <0,05
20:2n-6 0,52 +0,012 0,47 +0,00b¢ 0,49 + 0,00 0,45 £ 0,00¢ <,0001
20:4n-6 0,49 £ 0,012 0,60 + 0,010 0,35 +0,00° 0,35+0,01¢ <,0001
22:4n-6 0,30 + 0,002 0,39 £ 0,00° 0,14 +0,00¢ 0,15 + 0,00¢ <,0001
Sum n-6 8,01 +0,072 7,46 +£0,11° 7,84 £ 0,042 7,32 +£0,11° <,0001
18:3n-3 3,33+0,052 2,78 + 0,06 6,28 £ 0,03¢ 9,02 +0,12¢ <,0001
18:4n-3 0,66 + 0,012 0,70 +0,012 1,03 £0,01b 1,41 +£0,02¢ <,0001
20:3n-3 0,22 + 0,002 0,20 £ 0,01 0,51 +0,00¢ 0,79 + 0,00¢ <,0001
20:5n-3 3,16 £ 0,052 3,55 +0,03° 3,07 £ 0,022 3,38 £ 0,04¢ <,0001
22:5n-3 1,03 +£0,00 1,16 £ 0,01 0,91+0,16 1,02+0,17 0,55
22:6n-3 13,94 + 0,202 16,58 + 0,18 13,55 + 0,062 16,18 + 0,11 <,0001
Sum n-3 22,34 +0,32° 24,97 £0,29° 25,35 + 0,28 31,79+0,47¢ <,0001
EPA+DHA: 17,10+ 0,252 20,14 +0,20b 16,62 + 0,082 19,55 + 0,15° <,0001

1Sum mettede fettsyrer (SFA) inkluderer 15:0, 17:0, 19:0, 21:0, 23:0

Fettsyre og sterolsammensetning av lever og fettsyresammensetning av muskel og erytrocytter

Det var ingen forskjeller i totalt fettniva i lever mellom diettgruppene (Tabell 17). Imidlertid ble nivaene
av ngytrale lipider pavirket av inklusjonsnivaet av oljene, men ikke av oljekilde. Bade total
triacylglycerid (TAG) (p = 0,01) og total diacylglycerid (DAG) (p = 0,03) var signifikant lavere i begge
diettgruppene med hgye EPA og DHA nivaer sammenlignet med gruppene med lave nivaer av disse
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fettsyrene (ikke vist). Dette er i overenstemmelse med tidligere publisert informasjon, som viser at
gkende nivaer av EPA og DHA reduserer TAG nivaet i lever (Jordal, et al., 2007; Leaver, et al., 2008;
Ruyter, et al., 2006; Sanden, et al., 2016b).

Det var ingen forskjell i prosentandelen av mettede fettsyrer mellom diettgruppene i lever.
Prosentandelen av MUFA og n-6-FA var lavere i de hgye gruppene sammenlignet med de lave
gruppene. Det motsatte resultatet ble funnet for innholdet av totalt n-3-fettsyrer, der de to hgye
diettene hadde de hgyeste prosentandelene av n-3-fettsyrer. Prosentandelen av EPA var lavere i
leveren til de to gruppene som fikk DHA-CA dietter sammenlignet med FO dietter, mens 18: 3n-3 var
hgyere. Totalnivd av EPA+DHA var generelt kun pavirket av oljeniva i for og ikke av type olje (FO vs
DHA-CA).

Tabell 17  Totalfett og fettsyreprofil (% av totale fettsyrer) i lever (snitt+s.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA
p-verdi
Total fett 6,3+0,66 6,410,25 6,3+0,23 5,8+0,27 0,65
14:0 1,620,072 1,760,122 1,40%0,03b 1,43+0,04b 0,02
16:0 18,80+0,54 18,53+0,17 18,51+0,23 18,31+0,21 0,76
18:0 4,3910,20 4,40%0,16 4,52+0,07 4,73+0,13 0,39
Sum SFA?! 25,56+0,87 25,61+0,28 25,54+0,32 25,68+0,27 0,99
16:1 n-7 1,78+0,10? 1,54+0,102 1,41+0,07° 1,34+0,06b 0,02
16:1 n-9 0,40+0,04 0,39+0,0 0,40+0,02 0,38+0,01 0,93
18:1 n-9 23,260,592 19,14+0,47¢ 21,720,292 20,31+0,59b¢ 0,002
20:1 n-7 3,34+0,07° 3,700,072 3,18+0,12bc 3,01+0,10¢ 0,004
22:1n-11 0,49+0,08¢ 0,55+0,03bc 0,76+0,132b 0,960,032 0,01
Sum MUFA? 30,34+0,87°2 26,68+0,35P 28,37+0,29b 26,94+0,65 0,008
18:2 n-6 3,020,042 2,31+0,07° 2,960,072 2,59+0,16° 0,003
20:2 n-6 0,66+0,05 0,64+0,04 0,83+0,06 0,68+0,01 0,06
20:3 n-6 1,10+0,062 0,75+0,07° 1,10+0,112 0,98+0,032b 0,03
20:4 n-6 1,52+0,09 1,80+0,09 1,6540,13 1,48+0,05 0,13
Sum n-6 3 6,29+0,12° 5,52+0,14 6,58+0,112 5,77+0,16° 0,002
18:3n-3 1,02+0,06¢ 0,81+0,04¢ 1,71+0,08° 2,38+0,182 <,0001
20:3 n-3 0,00+0P 0,21+0,1620 0,33+0,072 0,48+0,052 0,03
20:5n-3 5,120,062 5,47+0,142 4,68+0,14 4,5810,07° 0,002
22:5n-3 1,7640,13 1,68+0,21 1,7940,16 1,72+0,03 0,95
22:6 n-3 28,12+0,86° 32,54+0,552 29,97+0,842b 31,30+1,11° 0,03
Sumn-34 36,03+0,85P 40,72+0,682 38,490,622 40,460,962 0,01
EPA+DHA 33,24+0,90° 38,01+0,47° 34,6510,70° 35,88+0,152b 0,02

1Sum (SFA) inkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0 and 24:0. 2Sum (MUFA) inkluderer 14:1n-5, 16:1n-5, 17:1n-7, 18:1n-7, 20:1n-11,
20:1n-9 and 22:1n-9. 3Sum n-6 inkluderer 18:3n-6 og *Sum n-3 inkluderer 16:2n-3.
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Tabell 18. viser at kolesterolnivaet var likt i lever i alle diettgrupper, mens DHA-CA diettgruppene
hadde gkte nivaer av fytosteroler, hovedsakelig campesterol og sitosterol sammenlignet med FO
gruppene, noe som ogsa gjenspeilet forskjellene i féroljene.

Tabell 18  Utvalgte steroler i lever i mg kg-1. Ulike superskript viser statistisk signifikante forskjeller p<0,05).
(snittts.e.m.)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA p-verdi
kolesterol 3780 (425) 3894 (241) 3840 (262) 3715 (437) 0,69
Sum fytosterol 52,1 (7,9)A 51,8 (15,2)A 67,8 (13,4)8 58,2 (10,6)A8 0,03
B-Sitosterol 15,6 (5,4) 16,7 (9,2) 16,6 (7,5) 14,4 (5,2) 0,90
Campesterol 16,2 (5,1) 12,1 (5,5)A 26,1 (9,2)8 21,7 (5,8)B 0,0005
Brassicasterol 5,2 (2,8) 59 (1,9) 7,7 (2,0) 59 (1,7) 0,39
Sitostanol 2,5 (0,8) 2,6 (1,3)8 3,4 (1,008 3,3 (0,6) 0,04

Fett og fettsyresammensetning av muskel til fisk i forsgket ved 12°C er vist i Tabell 19. Det var en lavere
prosent av mettede fettsyrer og hgyere prosent av totale n-3-fettsyrer i begge DHA-CA-gruppene
sammenlignet med FO-gruppene, noe som reflekterer sammensetningen av de ulike diettene. EPA
prosent var lavere og DHA hgyere i DHA-CA gruppene sammenlignet med FO gruppene.
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Tabell 19  Totalfett og fettsyreprofil (% av totale fettsyrer) i muskel (snitt+s.e.m., n=3)

Totalfett

14:0
16:0
18:0
20:0
Sum SFA!

16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-11
Sum MUFA?

18:2 n-6
20:2 n-6
20:4 n-6

Sum n-63

18:3 n-3
20:3 n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
Sum n-3

EPA+DHA

1Sum (SFA) inkluderer 15:0, 17:0 and 24:0. 2Sum (MUFA) inkluderer 14:1n-5, 16:1n-5, 16:1n-9, 17:1n-7, 20:1n-11, og 22:1n-9

LAV FO

5,02+0,14

3,40+0,02°
13,6610,07%°

2,72+0,04

1,12+0,02¢
21,47+0,10%

2,57+0,03%

29,48+0,432
3,87+0,36
6,30£0,01°
0,80+0,03¢

44,10+0,312

5,06+0,032
0,44+0,00
0,2740,01°
5,92+0,032

3,21+0,05¢
0,30+0,01°¢
9,14+0,09>
1,14+0,06
12,23+0,32
26,02+0,44¢
21,37+0,37°

3Sum n-6 inkluderer 18:3n-6.

Tabell 20 viser totalt fettniva og fettsyreprofil i erytrocytter. Totalt fettinnhold var likt i alle grupper.
Prosentandelen av mettede FA var generelt hgyere i FO-gruppene enn i de to DHA-CA-gruppene, mens
de enumettede fettsyrene og totale n-6-FA var like i alle diettgrupper. De totale n-3-FA var lavere i FO-
gruppene i forhold til de tilsvarende DHA-CA-grupper (Lav FO vs Lav DHA-CA og Hgy FO vs Hgy DHA-
CA). @kningen i total n-3 skyldtes hgyere innhold av 18: 3n-3 i DHA-CA diettene. EPA var hgyere i FO-
gruppene enn i DHA-CA-gruppene pa grunn av hgyere innhold av EPA i FO dietter. Imidlertid var det

H@Y FO

5,30+0,18

3,83+0,022
14,20+0,222

2,55+0,39
1,29+0,01°
22,49+0,482

2,95+0,052
25,2910,21°

3,61+0,45

7,05+0,08°
0,85+0,01°¢
41,23+0,44b¢

4,25+0,02¢
0,42+0,02
0,22+0,00¢
5,10+0,06°

2,69+0,03¢
0,25+0,00¢
10,760,042
1,43+0,21
13,28+13,28
28,41+0,55b
24,04+0,40°

ingen signifikant forskjell i DHA i erytrocytter.
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LAV DHA-CA

4,71+0,32

3,09+0,17¢
13,2040,29°

2,69+0,03
1,30+0,02°
20,75%0,44>

2,28+0,31°
28,47+1,112
4,07+0,92
5,9810,200¢
0,96+0,04°
42,70+0,0920

5,100,162
0,47+0,02
0,29+0,012°
6,000,172

5,10£0,50°
0,500,06°
8,37+0,47b¢
0,96+0,04
13,43+0,28
28,3510,34°
21,79+0,22°

H@Y DHA-CA

5,54+0,20

2,94+0,01¢
13,0910,06°

2,86+0,06
1,59+0,062
20,9210,16°

2,11+0,03b
27,2340,712
3,39+0,41
5,56+0,20°
1,22+0,07°
40,62+0,83¢

4,69+0,12°
0,44+0,02
0,32+0,002
5,63+0,15°

7,180,312
0,71+0,032
7,89+0,15¢
0,98+0,03
13,88+0,37
30,63+0,77°
21,77+0,44>

ANOVA
p-verdi

0,12

0,0004
0,01
0,76
<,0001
0,03

0,03
0,01
0,85
0,0006
0,0007
0,005

0,001
0,19
0,0006
0,003

<,0001
<,0001
0,0002
0,06
0,06
0,003
0,003



Tabell 20  Total fett og fettsyreprofil (% av alle fettsyrer) i erytrocytter (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA
p-verdi
Totalfett 2,64+0,13 2,61+0,03 2,43+0,05 2,61+0,26 0,74
14:0 1,33+0,05b 1,550,092 1,25+0,03° 1,25+0,03b 0,01
16:0 15,05+0,162P 15,2540,102 14,54+0,4620 14,19+0,22b 0,08
18:0 2,59+0,09 2,39+0,08 2,56+0,07 2,62+0,09 0,25
Sum SFA?! 20,21+0,122b 20,63+0,292 19,60+0,29 19,54+0,06° 0,02
16:1 n-7 1,46+0,032 1,45+0,082 1,17+0,04 1,15+0,05 0,005
18:1 n-11 1,34+0,07° 1,52+0,012 1,24+0,02° 1,32+0,01° 0,005
18:1 n-9 18,14+0,362 14,47+0,73¢ 17,59+0,332b 15,51+1,07"¢ 0,02
18:1 n-7 1,85+0,01b 1,85+0,05b 1,99+0,052 2,07+0,082 0,05
20:1 n-9 4,15+0,0620 4,32+0,122 3,83+0,15b¢ 3,62+0,15¢ 0,02
22:1 n-11 3,45+0,17°2 3,74+0,12° 2,99+0,10° 2,9740,12° 0,008
Sum MUFA? 33,87+0,61 30,91+1,16 32,66+0,10 30,9041,12 0,11
18:2 n-6 2,98+0,112 2,39+0,02¢ 3,16+0,05°2 2,66+0,08° 0,0003
20:4 n-6 0,89+0,05 0,8610,10 0,87+0,11 0,79+0,09 0,85
Sum n-6 3 6,42+0,05 5,58+0,25 6,70+0,56 6,05+0,33 0,21
18:3 n-3 1,32+0,05¢ 1,07+0,01¢ 2,44+0,11° 3,28+0,152 <,0001
20:5n-3 6,07+0,10° 6,84+0,29? 5,17+0,08¢ 5,23%0,10¢ 0,0003
22:5n-3 1,60+0,15 1,72+0,06 1,44+0,24 1,13+0,52 0,56
22:6 n-3 27,27+0,54 30,13+0,66 28,31+1,11 30,07+0,62 0,08
Sumn-34 37,38+0,66 40,59+1,04 38,60+0,88 40,83+0,90 0,07
EPA+DHA 33,35+0,64 36,97+0,94 33,49+1,19 35,30+0,63 0,06
Omega-3 index5 33,4+0,6° 37,1+0,92 33,7+1,1b 35,6+0,6%° 0,05

1Sum (SFA) inkluderer 15:0, 17:0, 20:0, 22:0 og 24:0. 2Sum (MUFA) inkluderer 14:1n-5, 16:1n-5, 16:1n-9, 17:1n-7, 20:1n-11,
20:1n-7, 22:1n-7 0g 24:1n-9. 3Sum n-6 inkluderer 16:2n-6, 18:3n-6, 20:2n-6, 20:3n-6 og 22:4n-6. *Sum n-3 inkluderer 18:4n-
3, 20:3n-3 og 20:4n-3. 30Omega-3 index: mengde EPA+DHA i % av total fettsyrer

5.1.4 Helsemarkgrer i lever og tarm

Tabell 21 viser aktivitet av noen antioksidantenzymer involvert i oksidativ stressrespons i lever. Det var
ingen signifikante forskjeller i aktivitetene til enzymene katalase, glutation peroxidase (GPX) og
superoxide dismutase (SOD) mellom de ulike diettgruppene. Redusert gluthathion (GSH) var pavirket
av oljenivaet, med hgyere nivaeriLav gruppene sammenlignet med Hgy gruppene (p =0,003, q =0,04),
uavhengig av oljekilde. Oksidert glutation var konstant (ikke vist). Da oksidert glutation var konstant,
ble forholdet oksidert til redusert glutation gkt ved hgye oljeinklusjonsnivaer, noe som indikerer
hgyere cellulzert oksidativt stress i lever til fisk i begge Hgy grupper sammenlignet med Lav grupper
uavhengig av oljekilde, noe som er i overensstemmelse med tendens til hgyere katalaseaktivitet i de
samme gruppene. Flerumettede fettsyrer er mer utsatt for lipidperoksidering enn monoumettede og
mettede fettsyrer, og det er vist i flere publikasjoner at hgye nivaer av flerumettede fettsyrer i vev og
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organer fgrer til oppregulering av kroppens antioksidant forsvar som dermed bidrar til 3 hindre
lipidperoksidering (Kjeer, et al., 2008).

Tabell 21  Aktivitet av enzymer involvert i oksidative stressresponser (snittts.e.m., n=3)

LAV FO H@Y FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA ANOVA
p-verdi
Katalase (U/ug protein) 83,7+11,8 101,6+9,3 76,3+11,0 83,6+3,4 0,34
GPX (nmol/min/mg protein) 10,7 +0,7 9,8+0,9 10,1+2,8 9,5+0,8 0,96
SOD (% inhibition rate/mg protein) 46+0,1 3,9+0,1 39+1,4 46+0,1 0,12
_ S-adenosylmethionine (SAM) . glutathione, reduced (GSH)
: HEY-FO : o HgyFg | DHACA
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Figur 4 Niva av metabolittene S-adenosylmethionine (SAM) og glutathinone (GSH) relatert til
redoksprosesser i lever

Genuttrykk lever

Microarray-analyse av genuttrykksprofilene i lever til laks i de ulike diettgruppene viste at profilene til
fisk foret med hgy DHA-CA og Hgy FO var nesten identiske, kun et veldig lite antall gener viste forskjell
i genutrykk (DEG, differentially expressed genes) (17 gener totalt) (Figur 5). Sammenligning av profilene
til fisk foret med Lav DHA-CA og lav FO var ogsa relativt like. Forskjeller i genuttrykk var hovedsakelig
relatert til nivaene av EPA og DHA i dietten, flere gener var forskjellig uttrykt nar man sammenligner
de to Lav gruppene med Hgy gruppene (mer enn 150 gener). Forskjellene i genuttrykk var dermed ikke
relatert til oljekilde, kun til niva av oljekildene i dietten.

| Lav gruppene, med lave nivaer av EPA og DHA i diettene, sa var en del gener relatert til
lipidmetabolisme, kolesterol og steroid metabolisme oppregulert sammenlignet med Hgy gruppene
(Tabell 22). Mikroarray-analysen viste ingen signifikante forskjeller i uttrykk av gener forbundet med
stress, apoptose, betennelse, xenobiotisk metabolisme eller andre prosesser som kan indikere
bivirkninger av DHA-CA oljen.
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Figur 5 Differensielt uttrykte gener (DEG) i lever fra laks i forhold til Hgy FO gruppen

Tabell 22 Genuttrykk i lever fra fisk gitt de forskjellige forsgksférene. HBY FO brukes som referanse, data fra
de andre diettene er oppgitt relativt til HZY FO

LAV FO LAV DHA-CA H@Y DHA-CA
Diphosphomevalonate decarboxylase 1,88 2,05 1,29
Endothelial lipase 3,14 2,44 1,45
Farnesyl diphosphate synthase 1 2,94 3,32 1,68
Farnesyl diphosphate synthase 2 2,94 3,27 1,65
Fatty acid-binding protein, brain 2,50 1,88 1,15
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 2,40 2,80 1,52
Insulin-induced gene 1 1,82 2,01 1,68
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 2,52 2,50 1,36
7-dehydrocholesterol reductase 1,65 1,44 1,41
7-dehydrocholesterol reductase 1,79 1,91 1,61
Lanosterol 14-alpha demethylase 1 2,04 1,54 1,22
Lanosterol 14-alpha demethylase 2 1,53 1,81 1,26
Lanosterol synthase 2,14 1,90 1,47
Lipin 1 1,80 1,58 1,63
Mevalonate kinase 1,50 1,94 1,22
Squalene monooxygenase 1 1,34 1,73 1,30
Squalene monooxygenase 2 2,26 2,42 1,61
Squalene synthase 1,90 2,00 1,40
Stearoyl-CoA desaturase b 3,10 2,73 2,69
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 1 1,77 1,58 1,26
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 2 1,44 1,69 1,39
Sterol-C5-desaturase 1,69 1,75 1,56
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Genuttrykk tarm

Tabell 23. viser at det var ingen signifikante forskjeller i genuttrykk av markgrer for fettsyreoksidasjon
(aco, cptl), fettsyresyntese (fas, scd1, scd2), stress (hsp70), betennelse (cox2), apoptose (bax) og
oksidativt stress (nrf2, katalase (cat), sod1s, gpx2) i midttarm, noe som indikerer at de ulike féroljene
ikke pavirker tarmhelse og funksjon..

Tabell 23 Genuttrykk tarm (snittts.e.m., n=5). Genuttrykksnivdene ble sammenlignet i de lave og de hgye
gruppene av FO og DHA-CA. Det var ingen signifikante forskjeller mellom genuttrykk i de ulike

diettgruppene p>0,05

LAV FO LAV DHA-CA H@Y FO H@Y DHA-CA
scd1 00 = 0,1 02 = 01 00 + 0,0 02 + 01
scd2 00 £ 0,1 00 + 0,2 00 + 01 00 + 01
fas 0,0 = 1,1 1,0 = 0,7 00 + 11 01 + 04
aco 00 * 03 08 * 04 00 * 0,0 02 + 01
cptl 00 =+ 1,0 28 + 09 00 + 08 -0,7 + 09
cox2 0,0 = 0,5 04 * 0,3 00 + 04 -03 = 0,2
hsp70 00 * 02 03 * 00 00 * 01 01 + 0,0
bax 0,0 = 0,3 0,2 = 0,2 02 + 01 01 + 01
apx2 00 + 03 1,2 + 05 00 * 03 03 + 0,2
cat 0,0 = 1,6 15 + 08 00 + 05 02 = 11
sod1s 00 * 03 07 * 04 00 + 0,2 0,1 + 01
nrf2 0,0 = 0,4 09 * 0,2 00 + 0,0 03 + 01

5.1.5 Generell diskusjon og konklusjon ferskvannsforsgk

Resultater sa langt viser at den modifiserte rapsoljen (DHA-CA) har en gunstig fettsyreprofil
sammenlignet med konvensjonelle planteoljer, med hgye nivaer av omega-3 fettsyrene 18:3n-3 og
DHA. Nivaer av fytosteroler, vitamin E og mineraler i den omega-3 modifiserte rapsoljen faller innenfor
den naturlige variasjonen for kommersielle rapsoljer. Det ble ikke funnet nivaer over LOQ av
fremmedstoffer som plantevern-midler, mykotoksiner og PAH. Det ble heller ikke pavist plante-DNA.

Det er gjennomfgrt to féringsforsgk med laks i ferskvann hvor formalet har veert 3 evaluere eventuell
risiko ved bruk av omega-3-rik modifisert rapsolje pa fiskens ytelse, sammensetning og helse ved to
vanntemperaturer. Fisken gkte vekten ca 20 ganger ved 16° C og 10 ganger ved 12 °C. Begge forsgkene
viste hgy overlevelse pa tvers av alle diettgrupper og tilsvarende tilvekst i laks foret med en
fiskeoljediett som i laks foret med omega-3 modifisert rapsolje. Laksen foret med omega-3 modifisert
rapsolje hadde samme EPA + DHA niva i helkropp som laks som ble foret med fiskeolje. Analyser av
genuttrykk viste at det kun var effekt av hvor mye olje som var tilsatt, ikke av type olje. Forsgket viste
i tillegg at det ikke var noen forskjell i ulike helsemarkgrer i lever, tarm og muskel mellom de ulike
diettgruppene pga. olje kilde, kun av dose.
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5.2 Olje fra modifisert raps i for til stor laks i sjgvann

Det er ogsa gjennomfgrt et forsgk med laks fra 500 g til 1,2 kg i kar pa land i sjgvann hvor malet var a
studere hvordan omega-3 modifisert rapsolje i foret pavirket vekst, ssmmensetning og muskelkvalitet
nar laksen fikk for med gkende innblanding av DHA-CA olje og redusert niva av standard rapsolje.

5.2.1 Fettsyresammensetning av diettgruppene

Det var fire ulike diettgrupper med gkende innblanding av DHA-CA, henholdsvis 0 %, 25 %, 50 % og
100 % erstatning av rapsolje i diettene. Fettsyresammensetningen av diettene gjenspeiler
fettsyresammensetningen av foroljene (Tabell 4. i material og metode). Med gkende innblanding av
DHA-CA olje i diettene reduseres nivaet av n-6 fettsyrer fra 20,5 % av total fettsyrer til 9,7 % av totale
fettsyrer. Sum n-3 fettsyrer gker fra 11,6 til ca 30 % av totale fettsyrer i féret. EPA er relativt stabil i
alle diettene fra (2,0 til 2,2 %), mens DHA gker fra 2,1 til 9,2 % og 18:3n-3 fra 7 til 16 %.

5.2.2 Vekst, forfaktor, slakteparametere

Tabell 24. viser ingen signifikante forskjeller i vekst og forfaktor (FCR) mellom diettgruppene. Det var
tendens til darligere vekst i 25 % DHA-CA gruppen. Dette har ingen opplagt forklaring, men foérinntaket
for 25 % DHA-CA gruppen var noe lavere i fgrste fase av forsgket, mens forinntaket for 50 % og 100 %
DHA-CA gruppene var lik kontrollen (data ikke vist). Redusert férinntak innledningsvis i 25 % gruppen
tyder dermed ikke pa forskjeller i smakelighet av dietter med og uten DHA-CA. Det var god overlevelse
i alle diettgrupper (>98 %). Det var ingen signifikante forskjeller mellom grupper i kondisjonsfaktor (K-
faktor) og hepatosomatisk index (HSI) (Tabell 25).

Tabell 24 Vekt, vekstrate og f6rfaktor (snitt+s.e.m.)

0% 25% 50 % 100 % ANOVA

DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA p-verdi
Startvekt, g 462 +2 470+ 10 466 +2 462 +3 0,69
Sluttvekt, g 1525+35 1373+ 34 1495+ 3 1451 £ 55 0,12
SGR, % 1,18 +0,01 1,06 +£0,01 1,16 +0,01 1,14 +0,04 0,06
TGC 3,78 £0,07 3,36 £0,04 3,70+ 0,02 3,61+0,15 0,06
FCR 0,81 +0,01 0,83 +£0,02 0,79+0,0 0,80 +£0,01 0,14

Tabell 25  Slakteparametere i prgvefisk, individuelle observasjoner (snitt+s.e.m.)

0% 25% 50 % 100 % ANOVA

DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA p-verdi
Vekt 1564 + 43 1339 £ 48 1511 £ 47 1415+ 63 0,13
K-faktor 1,70 £0,03 1,61+0,03 1,73+0,03 1,63 £0,04 0,25
HSI 1,64£0,05 1,8910,11 1,83 0,06 1,85+0,08 0,33
csl 0,110,002 0,12£0,01 0,11 £ 0,004 0,12 £0,002 0,68
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Var studie viste ingen signifikante effekter pa leptinkonsentrasjonen i plasma mellom de ulike
diettgruppene (Figur 6.).

Det finnes en del motstridene resultater vedrgrende leptins rolle og funksjon i laks, men resultater fra
en studie av Murashita et al., 2011 tyder pa at gkt leptin i plasma til laks fgrer til redusert vekst ved a
pavirke férinntaket (Murashita, et al., 2011). Vi har tidligere vist av leptin produseres i fettvev til laks
(Bou, et al., 2018). Det er ikke kjent for laks, men det antas at leptin skilles ut proporsjonalt med
mengde fettvev og dermed tar del i langtidsreguleringen av férinntak. Dersom vi ser bort i fra
diettgrupper og kun sammenligner forinntak mot leptin i plasma og kondisjonsfaktor mot leptin i
plasma, sa indikerer dataene en lineser sammenheng mellom forutnyttelse (FCR) og
leptinkonsentrasjon i plasma (r2 = 0,69), dvs hgye leptinnivaer i plasma sammenfaller med lavt
forinntak, noe som er i overensstemmelse med funnene av (Murashita, et al., 2011). Dersom vi ser pa
sammenhengen mellom leptin i plasma og kondisjonsfaktor, sa finner vi ogsa en lineaer sammenheng
(r2 =0,67) Figur 6.), dvs lave leptin-konsentrasjoner er korrelert til hgy kondisjonsfaktor, noe som er i
motsetning til funnene i pattedyr.

a) Leptinniva i plasma i ulike b) Leptin i plasma relatert til FCR ¢) Leptin i plasma relatert til
diettgrupper 0.85 o001 s 09603 1,80 kondisjonsfaktor , ¢\
160 y_-F,(Z-O):i;(S(% FCR .
é 140 0,83 . =0, E 1,70 g Linezer (K-
g 120 ©OBL e tnewr & e f.aktor)
g 100 rd R (FCR) & 160 .
g 80 079 T . 5
3 g0 £ 150 y =-0,0047x +2,1822
£ 40 0,77 x R?*=0,6695
£ 2
9 075 1,40
0 )
100 110 120 130
0% 5% S0%  100% 100 110 120 130 . o
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA Leptin konsentrasjon i ng/ml plasma Leptin konsentrasjon i ng/ml plasma

Figur 6 a) Leptinnivd i plasma i ng/ml (snittts.e.m., n=3), b) leptin relatert til FCR (basert pd
gjennomsnittstall per kar, n=3), c) leptin relatert til kondisjonsfaktor (basert pG giennomsnittstall
per kar, n=3)

5.2.3 Fordgyelighet av fett, fettsyrer og nitrogen

Det var generelt god fordgyelighet av naeringsstoff og ingen signifikante forskjeller i fordgyelighet av
protein (nitrogen) og fett mellom diettgruppene (Tabell 26). Det var heller ingen forskjell i
fordgyelighet av de fleste fettsyrer mellom de ulike diettgruppene, bortsett fra gkt fordgyelighet av
DHA og DPA 22:5n-3 med gkende niva av DHA-CA i dietten. Figur 7 viser fordgyelighet av DHA i forhold
til innhold av EPA+DHA i for. Det er en signifikant regresjon, der bedret fordgyelighet sammenfaller
med gkende innhold av EPA + DHA i for. Dette sammenfaller ogsa med gkende % av DHA-CA olje i for.
Samme megnster sees for DPA og DPA (r? = 0,80) med hgyere forklaringsgrad enn for DHA (r? = 0,63).
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Tabell 26  Apparent fordgyelighet

0% 25% 50 % 100 % ANOVA
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA p-verdi
Nitrogen 89,3+0,4 86,9+0,5 88,8 +0,7 86,4 +1,5 0,17
Lipid 93,3+0,4 93,2+1,0 95,0 +0,2 933+1,7 0,72
14:0 92,4+0,7 91,9+1,2 94,3+0,7 91,4+2,9 0,77
16:0 88,2+0,7 86,9+ 1,2 88,0+ 0,9 85,9 +3,3 0,84
18:0 85,7 +0,7 83,1+1,2 84,0+1,0 83,0+3,8 0,81
20:0 84,3+0,8 81,8+0,9 82,8+1,5 82,5+3,8 0,88
22:0 82,5+0,8 80,4 0,9 79,3+0,5 77,9+3,6 0,48
24:0 83,3+0,6 80,1+ 1,4 83,0+2,5 85,7 +2,1 0,19
SFA 87,9+0,7 86,3+1,1 87,7+0,8 85,8 +3,3 0,84
18:1n9 93,3+0,4 93,5+1,1 95,9+0,3 93,2+2,1 0,57
18:1n7 93,4+0,3 933+1,1 95,4 +0,1 92,7+1,9 0,59
20t1n11 96,8 +0,6 97,3+0,5 98,3+0,1 98,0+0,3 0,20
20:1n9 90,6 +0,5 89,7 + 1,4 92,4+0,2 89,8 +2,7 0,74
22:1n11 90,6 + 0,6 88,6 + 1,4 92,0+0,1 88,6 +3,0 0,59
MUFA 93,0+ 0,4 93,0+1,1 95,4+0,2 92,8+2,1 0,60
18:2n6 95,8+0,3 95,0+0,7 96,1+0,1 93,6 +1,2 0,21
18:3n6 86,9+ 6,6 95,9+2,0 96,5+ 0,8 97,4+0,6 0,25
20:2n6 62,5+2,3 64,0+7,1 68,1+ 3,2 75,0+5,5 0,37
20:4n6 89,3+1,2 88,0+ 1,6 93,4 +6,6 82,9+17,1 0,91
Sum n-6 95,6 +0,3 94,8+0,8 95,9+0,2 93,5+1,1 0,23
18:3n3 97,230,3 96,7 +0,7 98,2 +0,2 96,8 + 0,9 0,52
20:4n3 91,4+0,1 92,1+0,9 93,7+0,5 91,2+2,1 0,62
20:5n3 97,2+0,3 95,9 +0,6 96,7+0 96,2 +0,6 0,32
22:5n3 93,2+0,9¢ 94,7 +0,2b¢ 96,0 + 0,3% 97,4 + 0,4 0,004
22:6n3 94,2 +0,5P 94,6 +0,7° 96,0 + 0,12 96,8 + 0,52 0,04
Sum n-3 96,5+ 0,2 95,9+ 0,6 97,3+0,1 96,6 + 0,8 0,54
EPA+DHA 95,6 + 0,3 95,0+ 0,6 96,2+0,1 96,7 +0,5 0,18
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Figur 7 Fordgyelighet av DHA i forhold til innhold av EPA+DHA i fér (n=3)

5.2.4 Retensjon av naringsstoff i helkropp

Retensjon av fettsyrer er vist in Tabell 27. Retensjonen av mettede, mono-umettede og polyumettede
fettsyrer var relativt lik mellom alle diettgruppene. Retensjon EPA gkte betydelig med gkende
inkludering av DHA-CA i foret. Den hgyere retensjonen av EPA kan mest sannsynlig tilskrives
omdannelse av ALA (18:3n-3) til EPA av fisken. | et eget eksperiment ble det vist at hepatocytter isolert
fra fisk i foringsforsgket, var i stand til 8 omdanne ALA til EPA. Det hgye ALA-innholdet i DHA-CA oljen
gir derfor en indirekte kilde til ytterligere EPA for fisken. DHA-retensjon var derimot hgyere i
kontrolldietten og ble redusert ettersom nivaet av denne fettsyren gkte i dietten. Dette er i
overensstemmelse med tidligere kjent kunnskap om at nar dietter inneholdt et tilstrekkelig innhold av
DHA, blir overskytende DHA metabolisert av fisken og mindre retinert i helkropp (Bou, et al., 2017b;
Glencross, et al., 2014)
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Tabell 27 Apparent retensjon av nzeringsstoff i helkropp

0% 25% 50 % 100 % ANOVA
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA p-verdi
Protein 51,9+0,7 50,2+ 1,8 55,2+0,3 52,0+1,3 0,19
Lipid 79,2+1,8 76,6 2,2 85,4 +0,5 81,8+2,6 0,13
16:0 92,1+1,6 88,8+3,1 101,6 + 1,6 99,5 +3,3 0,04
18:0 104,2 + 4.6 98,8 +3,2 105,3 +2,3 98,2 +3,2 0,47
20:0 59,4 +2,1 53,3+0,9 63,4+ 0,4 58,9+2,3 0,04
22:0 69,9 +1,5 68,2 +2,0 78,8+ 0,4 78,5+ 12,9 0,65
18:1n-9 69,7 +8,9 75,7 +2,0 85,6 +0,5 83,3+2,9 0,24
18:1n-7 79,8+0,7 80,5 +2,6 87,8+1,2 85,0+2,3 0,10
20:1n-9 103,0+2,5 103,5 +3,4 107,1+3,1 95,2+3,0 0,14
22:1n-11 62,3+1,7 61,9+2,1 68,4+1,2 69,9 +2,7 0,07
18:2n-6 64,1+0,8 65,7+ 1,7 74,2+0,5 74,4 +2,5 0,006
18:3n-3 44,0+1,5 49,9 +1,7 58,6 +0,2 60,0 +2,6 0,002
20:4n-3 102,6 + 6,2 93,8+4,5 103,6 +0,8 99,9+2,3 0,46
20:4n-6 254,3+5,7 136,7 +2,1 121,8 +4,6 104,1+11,4 <,0001
20:3n-3 377,7£79,4 324,1+19,7 239,6 £6,6
20:5n-3 61,0+ 1,9 66,7 +2,3 80,2+ 1,4 85,2+2,1 0,0002
22:5n-3 232,1+13,8 137,7+4,5 74,9 +50,1 94,4 +3,4 0,002
22:6n-3 131,1+4,7 105,3 +4,2 99,2+1,5 85,6+1,6 0,0003
EPA+DHA 97,0+3,3 92,1+3,6 94,1+0,7 85,5+ 1,7 0,10

Det er en lineaer sammenheng mellom mengde EPA and DHA i for og retensjon av disse fettsyrene,
som vist i Figur 8 og Figur 9. Retensjon av EPA gker (r? = 0,86) med gkende innblanding av DHA-CA i
fér (dvs gkende innhold av EPA+DHA), men retensjonen av DHA reduseres (r? = 0,79)

EPA, 20:5 n-3

100
x 80 g . 0
N e

§ 60
g 40 y = 3,3904x + 48,292
e R? =0,8591
< 20

0

0 5 10 15
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Figur 8 Retensjon av EPA i helkropp (n=3)
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Figur 9 Retensjon av DHA i helkropp (n=3)

5.2.5 Fettsyresammensetning

Tabellene, 28, 29 og 30 viser total fettsyresammensetning av filet, lever og tarm i de ulike
foringsgruppene.

Totalt fettinnhold i filet var litt lavere i de tre DHA-CA diettgruppene sammenlignet med kontrollen,
noe som tydet pa en noe magrere filet med ¢kende mengde DHA-CA i dietten.
Fettsyresammensetningen av filetene viser at nar ALA og DHA gker i dietten, gkte nivaene av disse
fettsyrene i muskel (Tabell 28). ALA og DHA nivaene gkte begge fra henholdsvis 3,9 % og 4,8 % til over
10 % av totale fettsyrer. Dette resulterte i en i gkning i total EPA + DHA i filetene fra ca 7,5 mg EPA +
DHA pr. gram filet i kontrollgruppen til 13,7 mg per g filet i 100 % DHA-CA gruppen. Totale omega-6
fettsyrer nivaet i filetene ble redusert med gkende niva av DHA-CA i dietten, noe som resulterte i en
signifikant endring i n3: n6 forhold fra <1 i kontroll dietten til 2,6 i 100 % DHA-CA gruppen. Nivaet av
mettet fett ble noe redusert med gkt DHA-CA i dietten, noe som gjenspeiler nedgangen i mettet fett i
de hgye DHA-CA diettene. Fettsyresammensetningen av tarm og lever (Tabell 29 og 30) reflekterte
ogsa i stor grad fettsyresammensetningen av forene. Nar ALA og DHA gker i dietten, gkte nivaene av
disse fettsyrene i lever og tarm. Totale omega-6 fettsyrer ble redusert i begge disse vevene med
gkende niva av DHA-CA i dietten. Nivaet av mettet fett ble noe redusert av gkt DHA-CA i dietten, noe
som gjenspeiler nedgangen i mettet fett i de hgye DHA-CA diettene.
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Tabell 28  Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i fillet til Atlantic laks féret de ulike diettene i 100
dager. (gjennomsnittsverdier med s.e.m., n = 3, 5 fisk per n, 15 fisk totalt)

0% 25% 50 % 100 % ANOVA
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-A
Fett % 14,5+0,58 13,140,337 13,240,35 13,14 0,44 0,06
14:0 1,6 £0,02 1,6 £0,03 1,6 £0,02 1,6 £0,02 0,12
16:0 9,7 +0,06° 9,4 +0,09% 9,3 0,050 9,1+0,08¢ <0,0001
18:0 2,6 0,04 2,5+0,04 2,5+0,02 2,6 0,03 0,2
20:0 0,3 +0,00° 0,3 +0,00° 0,3 +0,00° 0,4 + 0,022 0,001
I SFA! 14,8 £0,11° 14,510,122 14,3 10,08 14,2 £0,11b 0,001
16:1n-9 1,8+0,04 1,8£0,05 1,7£0,04 1,7£0,03 0,9
18:1n-9 39,0£0,162 37,140,175 35,7£0,11¢ 32,240,14¢ <0,0001
18:1n-7 2,940,012 2,840,012 2,740,010 2,6+0,01¢ <0,0001
20:1n-11 1,3+0,03 1,4£0,04¢ 1,6 £0,03b 2,1+0,05° <0,0001
20:1n-9 4,0+0,04° 3,9+0,03° 3,8+0,02 3,4 0,02¢ <0,0001
22:1n-7 0,7 +0,04¢ 1,1+0,03 1,4+0,02° 1,940,042 <0,0001
22:1n-11 2,610,012 2,4+0,02¢ 2,5+0,02° 2,5+0,01° <0,0001
22:1n-9 0,6 +0,01° 0,5+0,01° 0,5+0,02¢ 0,4 +0,01¢ <0,0001
% MUFA? 53,910,172 51,910,18 50,9 £ 0,15¢ 47,8 £ 0,15 <0,0001
18:2 n-6 15,0 £ 0,09° 13,8 0,090 12,2£0,04¢ 8,5+ 0,049 <0,0001
18:3 n-6 0,7+0,03 0,4 +0,02° 0,3+0,01¢ 0,3+0,01¢ <0,0001
20:2 n-6 1,240,084 1,2£0,03° 1,040,025 0,7 +0,01¢ <0,0001
20:3 n-6 0,9+0,02° 0,6 +0,02° 0,4+ 0,01¢ 0,3+0,01¢ <0,0001
20:4 n-6 0,3+0,01° 0,2+0,01° 0,2 £ 0,00¢ 0,2+0,02¢ <0,0001
In-6° 17,540,122 15,940,100 13,940,04¢ 10,0 + 0,04 <0,0001
18:3n-3 3,910,03° 5,6 £ 0,06° 7,2£0,06¢ 10,4 0,119 <0,0001
20:4 n-3 0,3+0,01 0,3+0,01 0,3+0,01 0,3+0,00 0,33
20:3n-3 0,3+0,01¢ 0,6 +0,02¢ 0,8 +0,02° 1,1£0,03° <0,0001
20:5 n-3 1,840,03¢ 2,1£0,03° 2,2+0,03 2,6+ 0,042 <0,0001
22:5n-3 0,7£0,01¢ 0,8 +0,05¢ 1,040,025 1,340,022 <0,0001
22:6n-3 4,8+0,11¢ 6,60,12¢ 7,8+0,10° 10,4 +0,10° <0,0001
In3 11,81 0,14¢ 15,9 0,18 19,240,106 26,11 0,14° <0,0001

lInkluderer 15:0, 17:0, 22:0, og 24:0. 2Inkluderer 14:1 n-5, 16:1 n-5, 17:1 n-7, 18:1 n-11, 20:1 n-7, og 24:1 n-9.
3Inkluderer 16:2 n-6 og 22:4 n-6.

43



Tabell 29

14:0
16:0
18:0
20:0

Z SFA!
16:1 n-9
16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1n-7
22:1n-11
Z MUFA?
18:2 n-6
18:3 n-6
20:2 n-6
20:3 n-6
20:4 n-6
I n-63
18:3 n-3
20:4 n-3
20:3n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6 n-3
Zn-3

Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i lever til Atlantic laks foret de ulike diettene i 100
dager. (gjennomsnittsverdier med s.e.m., n = 3, unntatt 50 % DHA-CA dietten hvor n = 2, hver prgve
er representert med en pool av 5 fisk)

0%
DHA-CA
1,040,012
5,8+ 0,222
4,0+0,14°
0,2£0,00
11,2 £ 0,29
1,140,221
1,0£0,48
43,5+0,99°
3,2t0,05
6,5+ 0,072
1,1£0,03¢
0,80,03
58,1+1,17
12,7+0,18°
0,3+0,01
3,0£0,032
1,6 + 0,042
0,6 £ 0,042
16,6 £ 0,122
2,60,01¢
0,2+0,04
0,7 +0,02¢
1,740,13
0,5+0,02°
5,0+0,52
10,6 £ 0,62¢

25%
DHA-CA
0,8+0,01°
4,6 +0,27%
3,5+0,13%
0,2+0,00
9,4 +0,34b
1,040,20
0,8+0,41
43,6+ 1,022
3,2£0,06
6,6 + 0,062
1,5£0,19¢
0,8+0,01
58511,15
12,6 +0,38°
020,02
2,910,042
0,9 + 0,06
0,4 +0,03°
16,2 £ 0,39°
4,4+ 0,09¢
0,2+0,08
1,3£0,06¢
1,740,140
0,5+0,11°
5,0£0,43
13,0 £ 0,61¢

50 %
DHA-CA
0,8+0,01°
4,6 + 0,552
3,4+0,23%
0,2+0,01
9,4 +0,68ab
0,7 +0,69
1,1+1,12
41,1+0,19%
3,0 0,03
6,1 + 0,022
2,840,110
0,7 £0,02
56,5+ 0,26
10,5 + 0,310
0,2 0,00
2,540,080
0,6 +0,03¢
0,2 +0,03bc
13,5 £ 0,35b
6,5 + 0,400
0,1+0,03
2,1+0,17°
2,1+0,00%
1,0 + 0,092
6,1+0,59
18,0 + 0,10

100 %
DHA-A
0,7 + 0,000
4,040,280
3,240,150
0,2+0,01
8,5+0,37
0,9+0,32
0,8+0,43
37,9 0,490
3,0 0,09
5,6 £0,31b
4,2 £0,21°
0,9 +0,05
54,5+0,71
7,2 £0,34¢
0,2 +0,06
1,6 +0,10°
0,4 +0,02¢
0,2 +0,02¢
9,3 +0,42¢
10,6 + 0,322
0,2 0,04
3,340,212
2,8 +0,20°
1,3+0,22°
6,9+0,74
25,140,622

ANOVA

<0,0001
0,02
0,03
0,24
0,01
0,85
0,98
0,005
0,09
0,01
<0,0001
0,08
0,07
<0,0001
0,38
<0,0001
<0,0001
0,0001
<0,0001
<0,0001
0,96
<0,0001
0,003
0,01
0,12
<0,0001

linkluderer 15:0, 17:0, 22:0 og 24:0. 2Inkluderer 14:1 n-5, 16:1 n-5, 16:1 n-7, 17:1 n-7, 20:1 n-7, 20:1 n-11, 22:1 n-9, and

24:1 n-9. 3Inkluderer16:2 n-6 og 22:4 n-6.
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Tabell 30  Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i tarm til Atlantic laks féret de ulike diettene i 100
dager. (gjennomsnittsverdier med s.e.m., n = 3, unntatt 50 % DHA-CA dietten hvor n = 2, hver prgve
er representert med en pool av 5 fisk)

0% 25% 50 % 100 % ANOVA
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA

14:0 1,640,08 1,6 0,03 1,7£0,01 1,7£0,02 0,84
16:0 8,5+0,14 8,1+0,38 6,6+1,83 7,80,37 0,37
18:0 2,3+0,06 2,4+0,22 260,19 2,7£0,25 0,65
20:0 0,4 +0,02 0,4 0,03 0,5+0,02 0,5+0,05 0,21

% SFAl 13,510,27 13,11 0,59 12,0£1,96 13,240,63 0,65
16:1n-7 1,3£0,01 1,4+0,08 1,540,09 0,9+0,45 0,49
18:1n-9 39,8+ 0,342 38,2+ 0,84° 37,6 £ 0,55? 34,2 £ 0,400 0,001
18:1n-7 3,0 0,04 3,1£0,07 3,0£0,01 2,9+0,06 0,28
20:1n-11 1,2£0,07° 1,340,125 1,5+0,15% 1,9£0,15° 0,01
20:1n-9 4,4+0,07 4,3+0,10 4,4+0,10 4,1+0,07 0,09
22:1n-7 0,5 +0,04¢ 0,9+0,01° 1,140,030 1,8+0,08° <0,0001
22:1n-11 3,2+0,10 2,8+0,09 3,4+ 0,07 3,2+0,24 0,14
22:1n-9 0,6 0,022 0,6 £ 0,012 0,6+0,01° 0,5+0,02° 0,0002
% MUFA? 54,7 £ 0,552 53,0+ 1,03 53,4 £ 0,652 50,4 £ 0,42° 0,02
18:2n-6 16,3 + 0,06° 15,1+ 0,53 13,040,275 9,1+0,15¢ <0,0001
18:3 n-6 0,7 +0,06° 0,4 +0,03° 0,4 +0,04° 0,4 £0,04° 0,002
20:2 n-6 1,140,072 1,340,03° 0,9 + 0,06 0,6 £ 0,06¢ 0,0007
20:3 n-6 1,0 £0,042 0,8+0,07° 0,5+ 0,03 0,4 £0,02¢ 0,0001
20:4 n-6 0,5+0,03 0,4 +0,07 0,3+0,01° 0,3+0,03° 0,01
%n-63 18,9 £ 0,04° 17,4 £ 0,43 14,9 £ 0,25¢ 10,5 £ 0,15¢ <0,0001
18:3n-3 3,4+ 0,01¢ 5,3+0,35 6,8+ 0,29 11,04 0,62° <0,0001
20:4n-3 0,210,012 0,2+0,01° 0,2+0,012 0,3 £ 0,002 0,01
20:3n-3 0,2+0,02¢ 0,6 £ 0,03 0,7 +0,02° 1,240,142 0,0004
20:5 n-3 1,840,08 1,9£0,18 1,8£0,04 2,310,04 0,06
22:5n-3 0,4 +0,03° 0,4 +0,05 0,4 + 0,012 0,6 + 0,00 0,009
22:6n-3 4,5+0,31° 6,0+ 0,712 6,1£0,42 8,110,482 0,009
In3 10,5 £ 0,43¢ 14,4 £ 0,59 16,1+ 0,25 23,510,422 <0,0001

lnkluderer 15:0, 17:0, 22:0, og 24:0. 2Inkluder 14:1 n-5, 16:1 n-5, 16:1 n-9, 17:1 n-7, 20:1 n-7, og 24:1 n-9.
3Inkluderer 16:2 n-6 og 22:4 n-6.
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5.2.6 Muskelkvalitet

Fargen pa filet, malt med fargevifte, var signifikant rgdere i gruppene foret med de tre DHA-CA
diettene enn i kontrollgruppen, noe som er i overensstemmelse med tidligere resultater som har vist
at gkende niva av DHA i dietten bedrer muskelfarge (Ruyter, et al., 2016) og ogsa i overensstemmelse
med observasjon i laks foret med mikroalge rik pa DHA i WP 4 i dette prosjektet (pkt 5.3.3.)

Tabell 31 viser ingen signifikante effekter pa astaxanthin niva i muskel, men det var signifikant lavere
niva av astaxanthins reduktive metabolitt idoxanthin med gkende nivda av DHA-CA. Redusert
omdanning av astaxanthin til idoxanthin ved gkende nivaer av DHA i dietten er i samsvar med funn fra
(Forskningsrads-prosjektet 224913).
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0% DHA-CA  25% DHA-CA  50% DHA-CA 100% DHA-CA

Figur 10  Farge av muskelfilet (mdlt med Salmofan) fra de ulike diettgruppene. (snitt+s.e.m.)

Tabell 31  Astaxanthin og idoxanthin i filet fra prgvefisk, individuelle observasjoner, (snittts.e.m.)

0% 25% 50 % 100 % ANOVA
DHA-CA DHA-CA DHA-CA DHA-CA p-verdi

Astaxanthin 3,2+0,12 3,1+0,13 3,1+0,12 3,1+0,12 0,79

Idoxanthin 0,27 £ 0,032 0,230,022 0,19 0,02 0,19 0,02 0,03

Det var lite fettavrenning fra muskel i alle grupper, men Figur 11. viser en moderat gkning i
fettavrenning fra filet etter frysing og tining i gruppene 50 % og 100 % DHA-CA sammenlignet med 0 %
(kontroll) og 25 % DHA-CA. Arsaken til dette er ikke kjent, en mulig &rsak kan vaere endret smeltepunkt
av fettet i fileten. Det er en liten reduksjon i mettede fettsyrer og en markant gkning i niva av n-3 PUFA.
Det er kjent at gkt niva av flerumettede fettsyrer i en olje, senker smeltepunktet, hvorvidt dette gjelder
muskel og dermed risiko for fettavrenning er ikke kjent.
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Figur 11 Forskjell i fettslipp «score» i muskel mellom de ulike diettgruppene (etter frysing og tining)
(snittts.e.m)

Figur 12 viser at fargen pa skinnet til laksen virket mindre gulaktig og mer bld med gkende nivaer av
DHA-CA i dietten, noe som gav en mer sglvaktig farge. Dette er sett pa som et positivt attributt av
forbrukere.

3,5 R*=0,9914
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Yellowness, b*-verdi

Figur 12 Grad av gulfarge av skinn (Yellowness, malt med Minolta chromometer) (snittts.e.m.)

5.2.7 Immunstimulering med LPS og Poly-IC

Laks foret med kontrolldiett og dietter med 25 %, 50 % og 100 % av DHA-CA, ble injisert i buken med
en blanding av immunstimulantene lipopolysaccaride (LPS) og poly-IC (Polyinosinic:polycytidylic acid)
for 4 etterligne henholdsvis en bakterie- og en virusinfeksjon. En gruppe fisk ble kun injisert med PBS
(saltvann) og anvendt som kontrollgruppe. LPS er store molekyler som bestar av et lipid og et
polysakkarid molekyl som finnes i ytre membranen til gramnegative bakterier. Poly I: C er strukturelt
lik dobbelttradet RNA som er tilstede i noen virus og kjent for a interagere med toll-like reseptor 3
(TLR3) som uttrykkes i bl.a. membranen til immunceller.

Det ble utfgrt microarray-analyse av makrofager isolert fra hodenyre i bade immunstimulert og PBS
injisert fisk i de ulike diettgruppene. Som forventet viste transkriptomanalysen en aktivering av
immunsystemet i all LPS + poly-IC injisert fisk uavhengig av diettbehandling. Analyse av funksjonelle
grupper av gener viste regulering av gener involvert i forskjellige aspekter avimmunsystemet som vist
i tabell 32.
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Tabell 32 Antall differensielt uttrykte gener (DEG) i hodenyren fra laks injisert med LPS og poly-IC i forhold til
saltvannsinjisert fisk

DEG
Immune Acute phase 8
Immune Antigen presentation 8
Immune B cell 2
Immune Chemokine 15
Immune Chemokine receptor 4
Immune Complement 11
Immune Cytokine 2
Immune Cytokine receptor 8
Immune Eicosanoid 7
Immune IFN-virus respons 190
Immune Ig 5
Immune Lectin 15
Immune Lymphocyte 11
Immune Platelet 4
Immune T cell 9
Immune TNF 17

Tabell 33 viser at bare noen meget fa gener var forskjellig uttrykt mellom de ulike diettgruppene etter
immunstimulering. Spesielt interessant er CD8, et transmembran glykoprotein, som fungerer som en
co-reseptor for T-celle-reseptor (TCR). Nedregulering av CD8 har blitt rapportert & forekomme ved
akutte immunresponser mot patogener i pattedyr (Busch, et al.,, 1998; Xiao, et al., 2007).
Nedregulering av genmarkgrer for leukocytter og lymfocytter hos fisk som fikk gkt niva av DHA-CA olje,
indikerer rekruttering av celler fra hodenyren til sirkulasjonen. Disse resultatene kan tyde pa at gkende
nivaer av DHA-CA i dietten stimulerer mobiliteten til cytotoksiske T-celler og kan tolkes som en
forbedret immunrespons mot det injiserte LPS og poly-IC. Selv om det ikke er kjent for laks, har flere
studier fra pattedyr vist at flerumettede fettsyrer har immunmodulerende effekter relatert til ved T-
celle initierte responser (Nicolaou, et al., 2014).
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Tabell 33  Mikroarrayanalyse som viser signifikante endringer i genuttrykk relatert til dietteffekter i

makrofager
0 % DHA- 25% DHA-CA DHA-
CA DHA-CA CA

Cell cycle
Retinoblastoma-like protein 2 -0,10 -0,20 -0,21 -0,86
Protein Tob1l -0,45 -0,31 -0,50 -0,88
Cell cytoskeleton
Beta-taxilin 0,82 -0,42 0,19 -0,57
Immune Chemokine receptor
Chemokine (C-C motif) receptor 9a -0,11 -0,60 -0,43 -1,02
Immune Lymphocyte
SH2 domain-containing protein 1A -0,34 -0,43 -0,58 -1,54
Immune T cell
Ig lambda chain -0,16 -0,14 -0,15 -0,81
CD8 beta -0,16 -0,44 -0,53 -1,09
CD8 alpha -0,08 -0,29 -0,41 -0,92
CDS8 alpha, transcript variant X1 -0,14 -0,38 -0,39 -0,94
Metabolism Amino acid
Solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), member 4 -0,01 0,63 0,61 1,02
Methionine adenosyltransferase Il, alpha b 0,27 0,59 0,66 0,89
Transglutaminase 1 like 1 1,23 0,55 0,90 0,48
Metabolism Energy
tcrar:sr:z;?r:aerizsr?tl)zlopen reading frame, human C120rf56 (cssal7h12orf56), 0,45 0,27 0,47 118
Metabolism Protease
metalloproteinase inhibitor 2-like 0,89 0,48 0,72 0,49

5.2.8 Prostaglandiner og resolviner i plasma

Resolviner (Rvs), er bioaktive forbindelser som er vist a veere involvert i kontroll av stgrrelse og omfang
av inflammatoriske responser i pattedyr (Chiurchiu, et al., 2016). Lite er kjent for fisk, men i denne
studien fant vi at konsentrasjonen av resolvin i plasma var signifikant hgyere i 100 % DHA-CA gruppen
enn i diettgrupper féret med lavere nivaer av DHA-CA olje. Resolviner er metabolske derivater av EPA
og DHA og det er rimelig a anta at det gkte DHA-nivaet i dietten er arsaken til den observerte gkningen
i «helsefremmende» resolviner i plasma. Chiurchiu, et al. (2016) rapporterte at resolviner modulerer
adaptive immunresponser i humane lymfocytter ved a redusere cytokinproduksjonen i aktiverte CD8
(+) T-celler, og det er interessant at nettopp CD8, som fungerer som en co-reseptor for T-celle-reseptor
(TCR) var nedregulert i gruppene med DHA-CA etter immunstimulering (Tabell 33),

Figur 14 viser at det ikke var signifikante forskjeller i niva av Prostaglandin E3 (PGEs) i plasma. PGE;

dannes via cyklooksygenase (COX) metabolisme av EPA.
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Figur 13 Konsentrasjon av resolviner i plasma (pg resolvin/ml plasma) (snittts.e.m.), forskjellige superscripts
viser signifikante forskjeller mellom grupper (p<0,05)

Konsentrasjon av PGE3

0% DHA-CA  25% DHA-CA 50% DHA-CA 100% DHA-CA

=
=
o

Y]
o

PGE3 pg/ml plasma

~J
o

Figur 14  Konsentrasjon av PGEz i plasma (pg PGEs/ml plasma) (snittts.e.m.), Det var ingen signifikante
forskjeller mellom gruppene

5.2.9 Generell diskusjon og konklusjon av dose respons forsgket med DHA-CA i sjgvann

Malet med dette forsgket med laks fra 500 g til 1,2 kg i kar med sjgvann, var a studere hvordan omega-
3 modifisert rapsolje i foret pavirket vekst, sammensetning, muskelkvalitet og helse. Forsgket viste
tilneermet lik vekst og férinntak og god overlevelse av fisk i alle diettgrupper. @kende innblanding av
omega-3 modifisert rapsolje i dietten fgrte til gkte nivder av 18:3n-3, EPA, DHA og okt ratio avn3 / n6
fettsyrer i bade muskel, lever og tarm og bedret skinn- og filetfarge. @kte nivaer av de flerumettede
fettsyrene (ALA, EPA, DHA) fgrte til gkt konsentrasjon av de helsefremmende resolviner i plasma og
transcriptomdata indikerte forbedret immunrespons i utfordret fisk.

DHA-CA oljen gav god vekst uten 3 kompromittere fiskehelse og immunrespons. Dette er ogsa i
samsvar med resultater hvor Atlantisk laks er foret med olje fra genmodifisert camelina (Betancor, et
al., 2018).
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5.3 WP 4: Langtidseffekter av a erstatte fiskeolje med DHA rik Schizochrytrium sp.
i for til Atlantisk laks.

| et samarbeid med prosjektet «A til omega-3, Forskningsrads-prosjekt nr 234057» har vi studert
langtidseffekter av & erstatte fiskeolje, som kilde til omega-3 fettsyrene EPA og DHA, med
Schizochytrium sp. biomasse, som kilde til DHA i dietten (6 % i foret) til Atlantisk laks fra startforing i
ferskvann og frem til ca 3 Kg i sjg. Forsgksperioden varte i 2 ar, men kun den siste perioden pa 13
maneder i sjg rapporteres her grunnet kun marginale effekter av tidligere livsfaser. Hensikten med
sjoforspket var a studere effekter av utbytting av fiskeolje med mikroalge pa fiskevelferd og helse,

vekst, forutnyttelse og sensorisk og teknisk filetkvalitet.

De eksperimentelle diettene ble formulert til a inneholde relativt lave nivaer av fiskemel (10 %) og lik
mengde fordgyelig protein, lipid og energi og like nivaer av EPA + DHA (ca 1,3 % i foret), mettede
fettsyrer og likt forhold mellom n-3/n-6-fettsyrer (Tabell 7. i metodeavsnitt).
Fettsyresammensetningen av férene reflekterte sammensetningen av de ulike foringrediensene
(Tabell 9. i metodeavsnitt). De mest sentrale forskjellene var hgyere prosentandel av 18:3n-3 og DHA
og lavere EPA i mikroalge dietten (HM) enn i FO dietten.

5.3.1 Vekst og forutnyttelse

Laks i HM gruppen viste signifikant hgyere vekstrate (SGR) i sjg enn laks i FO gruppen. Dette resulterte
i en sluttvekt pa 3,3 Kg i HM gruppen sammenlignet en med sluttvekt pa 2,8 Kg i FO gruppen (Tabell
34). Det var ingen signifikante forskjeller i overlevelse mellom gruppene, med ca 11 % dgdelighet i
begge grupper. Det var ingen signifikante forskjeller i kondisjonsfaktor, slakteutbytte, scoret mengde
innvollsfett og hepatosomatisk index mellom diettgruppene. Visuell scoring av leverfarge, viste
signifikant blekere leverfarge i HM gruppen enn i FO gruppen, noe som kan indikere hgyere fettniva i
lever i denne gruppen.
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Tabell 34  Vekter, vekstrater, kondisjonsfaktor og slakteparametere ved avslutning av forsgket. (snitt + s.e.m.,

n=3)
Nestet ANOVA
(for & utnytte individdata)
FO HM p-verdi

Startvekt i sjo 868+9 863 +10 0,75
Sluttvekt 2803 + 62 3298 £ 55 0,05
SGR 0,28 +0,01 0,33 £ 0,004 0,03
% dgde 11,4+1,60 11,8+2,17

K-faktor start 1,20+ 0,01 1,23+0,01 0,17
K-faktor slutt 1,44 £ 0,01 1,42 £0,01 0,18
Slakteutbytte, % 85,8+0,6 87,2+0,3 0,14
Innvolisfett, score 2,7+0,1 2,7+0,1 0,91
Leverscore 29+0,1 2,2+0,1 0,01
HSI 1,1+0,03 1,2+0,02 0,53

5.3.2 Fordgyelighet av fett, protein og energi:

Laks i begge diettgrupper, FO og HM, viste lik proteinfordgyelighet (Tabell 35.). Laks i HM gruppen viste
bedre fordgyelighet av totalt lipid (87,1 %) enn laks i FO gruppen (84,5 %). Lavere fettfordgyelighet
med en FO diett sammenlignet med en HM diett er motsatt av forventet i forhold til hva som er vist i
tidligere studier (Kousoulaki, et al., 2016; Kousoulaki, et al., 2015), hvor det er funnet at gkende
tilsetting av Schizochytrium sp. biomasse til for til laks reduserer fettfordgyelighet sammenlignet med
en FO-kontrolldiett. | var studie kommer derimot FO dietten noe lavere ut i fettfordgyelighet enn
forventet, noe som kan skyldes at FO dietten var tilsatt palmeolje for & balansere nivaet av mettede
fettsyrer mellom de to eksperimentelle diettene. Sjgvannstemperaturen var relativt lav ved avslutning
av forsgket (6,3°C), og det er kjent fra tidligere studier at gkte nivaer av palmeolje i foret til laks
reduserer fettfordgyelighet ved lave vanntemperaturer (Ng, et al., 2007). Pa den annen side ble begge
diettgrupper tilsatt linfrgolje, som er rik pa den flerumettede fettsyren 18:3n-3, og det er kjent at
andelen flerumettede fettsyrer i foret vil ha en positiv effekt pa fettsyrefordgyelighet (Torstensen, et
al., 2000), noe som dermed kan ha bidratt positivt til fordgyelighet av totalfett ved den lave
vanntemperaturen i vart forsgk.

Tabell 36. viser en generell lavere fordgyelighet av mettede fettsyrer, spesielt for 16:0 i HM féret fisk
sammenlignet med FO foéret fisk i overenstemmelse med funn fra tidligere studier og hvor det er
forklart med at Schizochytrium sp. biomasse er rik pa triacylpalmitat (16:0 bundet til alle tre posisjoner
i triacylglyserol) som er tungt fordgyelig. (Kousoulaki, et al., 2016; Kousoulaki, et al., 2015). Det var
derimot bedre fordgyelighet av bade monoumettede og flerumettede fettsyrer i HM gruppen
sammenlignet med FO gruppen, noe som kan veere en av flere mulige arsaker til bedre vekst i HM
gruppen sammenlignet med FO gruppen i sjgfasen.
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Tabell 35  Fett, protein og energifordgyelighet (ADC) (snitt+s.e.m., n=3)

FO HM One-way ANOVA (P)
ADCprotein (%) 87,310,87 87,210,76 0,869
ADCiipia (%) 84,52+1,11 87,1°+0,50 0,019
ADCenergi (%) 75,7°+1,59 78,28+0,44 0,055

Tabell 36  Fettsyrefordgyelighet (snittts.e.m., n=3)

Fettsyrefordgyelighet

FO HM SEM Enveis ANOVA (P)

14:0 84,5 58,3 5,87 0,000
16:0 79,2 59,7 4,40 0,000
18:0 83,7 78,8 1,15 0,004
20:0 84,5 77,2 1,70 0,003
22:0 84,5 78,7 1,52 0,029
16:1 n-7 88,7 94,3 1,42 0,023
18:1 (n-9)+(n-7)+(n-5) 84,3 92,5 1,90 0,002
20:1 (n-9)+(n-7) 81,0 89,3 1,90 0,002
22:1 (n-11)+(n-9)+(n-7) 75,0 82,8 2,01 0,023
24:1 n-9 53,5 74,3 4,74 0,000
18:2 n-6 89,9 95,4 1,25 0,001
20:2 n-6 84,5 0,64

18:3n-3 92,2 96,7 1,05 0,001
18:4 n-3 94,8 100,0 1,16 0,000
20:5 n-3 (EPA) 92,7 87,1 1,25 0,000
22:6 n-3 (DHA) 84,9 94,0 2,44 0,039
sum SFA 80,5 62,7 3,99 0,000
sum MUFA 84,1 92,3 1,89 0,002
sum PUFA (n-6) 89,8 95,3 1,25 0,001
sum PUFA (n-3) 91,7 95,8 0,95 0,002
sum total PUFA 91,0 95,6 1,06 0,001
sum fettsyrer totalt 86,2 88,5 0,60 0,024

5.3.3 Fettsyresammensetning av filet og lever

Tabell 37 viser fettniva og fettsyresammensetning i filet. Det var ingen signifikant forskjell i totalt
fettniva i filet, med en fettprosent pa ca 18 prosent i begge diettgrupper. Fettsyresammensetningen
av filet gjenspeilet i stor grad fettsyresammensetningen av diettene. HM gruppen hadde hgyere
prosentandel av fettsyrene 18:3n-3, 18:2n-6 og DHA og lavere prosentandel av EPA, mettede og
monoumettede fettsyrer sammenlignet med FO gruppen. Mikroalge biomassen er rik pa DHA og
mangler EPA, mens fiskeoljen er rik pa bade EPA og DHA, noe som resulterte i en DHA:EPA ratio i fillet
pa 1,4 i FO gruppen sammenlignet med 6,2 i HM gruppen.

Tabell 38 viser fettsyresammensetning i lever. Det var signifikant hgyere fettniva i lever i HM gruppen
sammenlignet med FO gruppen, dette er i overensstemmelse med en lavere score for leverfarge i
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samme gruppe (Tabell 38). Det var signifikant hgyere prosentandel av monoumettede fettsyrer i HM
gruppen, noe som i det vesentlige skyldtes en gkning i 18:1n-9 fra 22 til 28 % av totale fettsyrer selv
om nivaet av denne fettsyren var tilnarmet lik i begge diettene. HM gruppen hadde hgyere
prosentandel av 18:3n-3, 18:2n-6 og DHA og lavere prosentandel av EPA, 16:0 og 14:0 i lever
sammenlignet med FO gruppen.

Tabell 37  Fettniva og fettsyresammensetning (% av total fettsyrer) i filet til Atlantisk laks féret henholdsvis
HM og FO dietter i sj@ (snitt + s.e.m., n=3)

FO HM p-verdi
Fett % 18,14+ 0,28 17,42+ 0,86 0,62
14:0 1,14 £ 0,02 0,65+ 0,02 <0,001
16:0 10,71+ 0,04 9,90+ 0,08 0,002
18:0 2,83+0,02 2,63 +£0,05 0,07
22:0 0,18 + 0,004 0,22+0,01 0,002
SFAsum 14,87 £ 0,06 13,41 +0,14 0,002
16:1n7 1,20+0,02 0,48 £ 0,02 <0,001
18:1n9 36,67 + 0,06 36,66 + 0,08 0,94
18:1n7 2,19+0,02 2,09+0,01 0,006
20:1n9 1,83+0,02 1,91+0,02 0,02
22:1n7 0,91+0,02 0,86 0,02 0,14
22:1n11 0,66 +0,01 0,48 £0,02 <0,001
MUFA 43,46 £ 0,08 42,48 0,07 0,001
18:2n6 15,43 £ 0,04 15,88 + 0,06 0,001
18:3n6 0,13+0,01 0,11 + 0,004 0,16
20:2n6 1,04+ 0,02 1,22 £0,02 0,0008
20:3n6 0,26 + 0,01 0,24+0,01 0,04
20:4n6 0,17 £ 0,002 0,10 £ 0,002 <0,001
SUM n-6 17,03 £0,04 17,55 + 0,05 0,0004
18:3n3 15,80+ 0,05 17,39+£0,10 <0,001
20:4n3 0,06 + 0,003 0,05 + 0,002 0,02
20:3n3 1,18 £0,02 1,52 £0,02 0,0004
20:5n3 1,64 £0,02 0,59+0,03 <0,001
22:5n3 0,67+ 0,01 0,27 +£0,01 <0,001
22:6n3 2,31+0,05 3,68 +£0,03 <0,001
SUM n-3 21,65 +0,06 23,50+ 0,09 <0,001
EPA+DHA 3,95+ 0,04 4,27 +0,03 0,0015
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Tabell 38  Fettnivd og fettsyresammensetning (% av total fettsyrer) i lever til Atlantisk laks féret henholdsvis
HM og FO dietter i sj@ (snitt + s.e.m., n=3)

FO HM p-verdi
Fett % 4,21+0,11 5,58 +0,53 0,04
14:0 0,78 £0,10 0,38+ 0,03 0,04
16:0 13,42 +0,29 10,91+ 0,62 0,02
18:0 4,53 0,10 2,90+0,34 0,01
22:0 0,23 £0,09 0,16 + 0,03 0,15
SFAsum 18,97 +0,35 14,36 £ 0,82 0,01
16:1n7 0,77 £0,03 0,48 + 0,02 0,002
16:1n5 0,39+0,13 0,35+ 0,09 0,81
18:1n11 0,21 £0,01 0,11 +0,02 0,002
18:1n9 22,16 £ 0,38 27,61+1,30 0,003
18:1n7 1,76 £ 0,02 1,83 £0,05 0,08
20:1n9 1,45 £ 0,08 2,04+0,16 0,05
22:1n7 1,89 +0,08 1,75+0,08 0,41
22:1n11 0,10+ 0,04 0,08 + 0,01 0,7
MUFA 28,73+0,42 34,26+ 1,42 0,007
18:2n6 10,07 £ 0,17 12,07 +0,36 0,002
18:3n6 0,08 + 0,02 0,06 + 0,02 0,31
20:2n6 1,24 £ 0,05 1,49 £ 0,08 0,04
20:3n6 0,86+ 0,03 0,60 + 0,04 0,004
20:4n6 1,46 £0,03 0,69+ 0,04 0,0001
SUM n-6 13,72+0,20 14,91+0,34 0,03
18:3n3 8,17 0,16 10,63 +0,35 0,002
20:4n3 0,24 +0,04 0,17 +0,01 0,38
20:3n3 1,08 £ 0,03 1,48 £0,21 0,07
20:5n3 7,88+£0,10 2,16 £0,33 0,0002
22:5n3 2,24 £0,05 0,54 £0,04 <0,001
22:6n3 11,98+ 0,23 14,13+ 0,98 0,05
SUM n-3 31,58+0,28 29,13+0,98 0,11
EPA + DHA 19,86 + 0,26 16,30+ 1,27 0,04

5.3.4 Muskelkvalitet

Forspksfisken var féret med henholdsvis FO og HM dietter helt fra startforing og fram til slutt av
karforsgk pa land nar den var ca 800 g, og videre i merder i sjg fram til den var ca 3,5 Kg. Det ble ogsa
utfgrt sensoriske- og kvalitetsanalyser av filet nar laksen var ca 800 gram, men disse dataene er ikke
er vist i denne rapporten. Analysene fra 800 grams fisk viste ingen forskjeller i lukt og smak mellom
diettgruppene, men fiskemuskelen til HM gruppen var noe rgdere enn i FO gruppen.
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Tabell 39 viser ingen forskjeller i tekstur mellom diettgruppene (malt instrumentelt med
teksturometer), men fileten til fisk i HM gruppen var signifikant rgdere i fremre del enn filet til fisk i FO
gruppen. Det var lav forekomst av melaninflekker i forsgket, totalt 6 fisk, en fisk i HM gruppen og 5 fisk
i FO gruppen.

Tabell 40. viser muskelkvalitet og sensoriske egenskaper i ra og varmebehandlet muskel til laks pa
slaktestgrrelse etter vurdering av sensorisk panel. Til kvalitetsanalyser ble det fra begge grupper
plukket ut fisk av ca samme stgrrelse og lik kjgnnsfordeling, slik at stgrrelsesforskjeller og kjgnn ikke
skulle pavirke resultatene. Det var ingen signifikante dietteffekter pa lukt i ra filet (a) og smak og lukt i
kokt laksefilet (b). Muskelen var signifikant rgdere i HM gruppen enn i FO gruppen i samsvar med
resultater presentert i tabell 39. Kjemisk analyse av pigment med HPLC viste at HM gruppen hadde
hgyere konsentrasjon av astaxanthin i filet enn FO gruppen (Figur 23, p < 0.002). Det var ingen effekt
av prediett (p=0.86). Det var ingen forskjell mellom diett-gruppene i innhold av astaxanthin
metabolitten idoxanthin, og det var heller ingen sammenheng mellom fiskevekt og innhold av
astaxanthin i filet (R2= 0.028). Sa selv om det var en liten forskjell i vekt mellom prgvefisk fra HM og
FO diettene (42441466 og 4054+580), forklarer ikke det den hgyere astaxanthin-konsentrasjonen i HM
diettgruppen. Vi har i tidligere prosjekt sett en positiv effekt av DHA pa astaxanthin konsentrasjon i
filet (Forskningsrad-prosjekt nr 224913). Teksturen av kokt laks i HM gruppen var noe fastere og
mindre saftig enn muskel til laks i FO gruppen (40 b).

Tabell 39  Tekstur, forekomst av muskelspalting og mgrke melaninflekker, og farge) (snitt + s.e.m., n=3)

Diett P-verdi
FO HM
Fasthet anterior (N*s) 217,30 214,40 ns
Fasthet posterior (N*s) 219,30 210,40 ns
Filet “gaping score” (forekomst muskelspalting) 0,20 0,40 ns
Filet farge anterior (SFAN score) 25,20 25,70 0,081
Filet farge posterior (SFAN score) 26,70 27,20 0,056
Melanin flekker (myotomer) 0,53 0,02 0,048

Tabell 40 a og b: Sammenligning av gjennomsnittsverdier (Tukey’s test) i evaluering av ra fiskefilet for lukt,
og farge (a) og varmebehandlet (kokte fileter) for smak og tekstur (b)

a) Frisk Sjo | Agurk Alge For Fisk Harsk Fargetone Fargestyrke Hvithet

Diett

HM 2,89 2,11 1,95 2,37 2,41 3,31 1,32 5,50 a 5,77 a 4,24 b

FO 2,80 2,09 1,87 2,33 2,32 3,40 1,41 520b 5,55b 4,45a

P ns ns ns ns ns ns ns <0,001 0,004 0,008

b) Smak Tekstur

Diett Frisk  Bitter Sjo Agurk For Fisk Harsk Fasthet Saftighet Sammenhengbarhet
HM 3,02 4,31 1,96 1,39 3,48 4,05 1,67 4,352 5,19b 4,77

FO 2,84 4,23 1,87 1,37 3,43 3,94 1,57 4107b 5472 4,75

P ns ns ns ns ns ns ns 0,018 0,039 ns
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Figur 15  Konsentrasjon av astaxanthin og metabolitten idoxanthin i filet fra laks i HM og FO

5.3.5 Microarray analyse av lever og midttarm

Microarray (transkriptom) analyser ble utfgrt pa vevsprgver av lever og midttarm fra FO og HM
diettgruppene. Transkriptomanalyser er et nyttig verktgy for @ sgke bredt etter potensielle
helseeffekter. Det var kun fa gener som var forskjellig uttrykt i lever mellom de to diettgruppene, men
noen observerte forskjeller i genuttrykk er verdt a nevne. Det ble bl.a. funnet signifikant oppregulering
av genene hsp (heat shock protein), gpx (gluthathione peroxidase) og gadd45 (Growth arrest and DNA-
damage-inducible protein) i HM gruppen i forhold til FO gruppen. Disse genekspresjonsdataene
indikerer forekomst av mild grad av stress. Ser man disse dataene i sammenheng med gkt forekomst
av blek lever, hgyere totalt fettniva, gkt prosentandel 18:1n-9, og lavt EPA niva (EPA er kjent for a ha
antiinflammatoriske effekter) i HM gruppen, sd kan dataene samlet stgtte opp under
genuttrykksdataene som indikerer forekomst av mild grad av stress i lever i HM gruppen. Selv om det
ikke er mulig @ konkludere med sikkerhet, sa kan det diskuteres hvorvidt en mulig arsak til forekomst
av mild grad av stress i HM gruppen kan veere spesifikk EPA mangel. Mikroalgedietten er karakterisert
med hgy DHA/EPA ratio. Da dette forsgket ble initiert ansa man at 1-1,3 % EPA + DHA var tilstrekkelig
for a dekke laksens behov (Ruyter, et al., 2000a; b). En senere studie av Bou, et al. (2017a) har derimot
vist at 1 % EPA og DHA i foret i langtidsforsgk gir gkt dgdelighet under utfordrende miljgbetingelser,
gkt forekomst av hypervakuolisering av tarm og fettlever, noe som tyder pa at behovet for disse
fettsyrene ligger hgyere enn tidligere antatt. Forsgksfisken var ble féret med ca 1 % EPA + DHA i de
tidligere livsfaser, og 1,3 % EPA+DHA i sjpvannsfasen. Forekomst av mild grad av stress kan muligens
derfor veere forarsaket av EPA mangel i HM gruppen sammenlignet med FO gruppen som hadde mer
lik DHA/EPA ratio i dietten. Bedre tilvekst i HM gruppen relatert til FO gruppen kan ogsa ha bidratt til
tegn pa EPA mangel fgrst oppstar i denne gruppen.

Flere immungener var nedregulert bade i lever og midttarm i HM gruppen sammenlignet med FO
gruppen uten at vi har noen klar forklaring pa dette (5.3.6.). Ogsa andre studier har vist at féring med
mikroalge i dietten til zebrafisk kan fgre til endringer i leverens genuttrykk. Mikroalgetilskudd, med en
alge rik pa arachidonsyre (ARA,) fgrte til oppregulering av gener relatert til immunfunksjon og
antioksidantforsvar, (Nayak, et al., 2018) i motsetning til nedregulering i var studie. EPA og DHA er
kjent for & ha anti-inflammatoriske effekter, mens ARA er kjent for a ha pro-inflammatoriske effekter,
noe som kan vaere med pa a forklare forskjeller i respons. Det var ellers fa forskjeller i uttrykk av gener
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i midttarm mellom diettgruppene, noe som ogsa stemmer overens med at midttarmen fra begge
diettgrupper ble vurdert til normal ved histologisk undersgkelse (Figur 19). | midttarm fra fisk i HM-
gruppen er det verdt & nevne at flere gener involvert i xenobiotisk metabolisme, og en av flere
sinktransportgrer var oppregulert. | et pagaende prosjekt (FHF nr 901265) er det nylig vist at gkende
niva av EPA og DHA i for fgrer til hgyere niva av Zn i tarmvev, noe som kan indikere bedret opptak av
Zn i tarm. Oppregulering av Zn transporter ZIP4 i denne studien kan tyde pa at DHA fra
mikroalgedietten bidrar til denne effekten. Flere dyremodellstudier og studier av humane cellekulturer
har vist en mulig sammenheng mellom omega-3-fettsyrer, sinktransportnivaer og fri sinktilgjengelighet
pa celleniva (oversiktartikkel av Damitha De Mel et al., 2014)

Nedregulering av flere gener relatert til inflammatoriske responser i tarm, chemokine/cytokines i kan
indikere mulig antiinflammatorisk effekt i midttarm av HM diettgruppe sammenlignet med FO
diettgruppe. Flere studier fra pattedyr har referert til observasjoner av at beta-glukaner har
antiinflammatoriske effekter i tarm (Raa, 2015). Celleveggen til mikroalger er rik pa beta-glukaner.
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Tabell 41  Resultater av mikroarrayanalyse som viser gener med ekspresjonsendringer i leveren av laks féret
HM-dietten i forhold til laks féret FO-dietten (n = 12). Data er log-ER (genekspresjonsforhold
mellom diettgruppene). Signifikant opp- og nedregulerte gener i HM gruppen relatert til FO
gruppen (log-ER> 0,6; p <0,05) er fremhevet med r@de og grgnne fargenyanser

Cell Folding, protein modification
Heat shock cognate 70 kDa protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock cognate 70 kDa protein
Heat shock cognate 70 kDa protein
Cell Redox

Glutathione peroxidase

Cell Stress

Growth arrest and DNA-damage-inducible protein GADD45 gamma

Metabolism Retinoid

Retinol-binding protein 2

Metabolism Xenobiotic

UDP-glucuronosyltransferase 2A2 precursor

Immune

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein
Immune adhesion

Vascular cell adhesion protein 1

Immune Antigen presentation

HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain precursor
HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha chain precursor
L77086_1 MHC class Il alpha

MHC class | antigen

BOLA class | histocompatibility antigen, alpha chain BL3-7 precursor

Immune Chemokine

C-C motif chemokine 19-2

Immune Complement

Complement factor H1 protein

C1Q and TNF related protein

Immune IFN-virus response

Proteasome subunit beta type-8 precursor
Immune Ig

Ig kappa chain V-IV region JI precursor
Immune Lectin

Toll-like leucine-rich repeat [Salmo salar] Toll-like receptor 5
Lectin precursor

Immune TNF

Metalloreductase STEAP4

TNF receptor member 11B

C1Q and TNF related protein
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Log-ER
0,78
0,77
0,75
0,62

0,82

0,81

1,03

-0,67

-0,62

-0,65

-0,69
-0,72

-0,72

-0,62
-0,64

0,88
-0,67

0,67
-0,63
-0,64



Tabell 42  Resultater av mikroarray analyse av midttarm som viser gener med ekspresjonsendringer i til laks
féret HM-dietten i forhold til laks féret FO-dietten (n = 12). Data er log-ER (genekspresjonsforhold
mellom diettgruppene). Signifikant opp- og nedregulerte gener i HM gruppen relatert til FO
gruppen (log-ER> 0,6; p <0,05) er fremhevet med r@gde og grgnne fargenyanser

Log-ER
Metabolism lon
Zinc transporter ZIP4 0,84
Metabolism Lipid
Perilipin -0,71
Endothelial lipase precursor -1,22
Metabolism Protease
Trypsin-2 precursor 1,02
Trypsin-1 precursor 0,62
Metabolism Xenobiotic
Cytochrome P450 monooxygenase CYP2K1v2 1,02
Sulfotransferase 6B1 0,86
Cytochrome P450 0,65
Immune Antigen presentation
MHC class | alpha 2; PCR product -0,68
Immune Chemokine
Chemokine CCL-C11b 0,71
Immune Effector
Myeloperoxidase precursor -0,99
Immune Eicosanoid
Leukotriene b4 12-hydroxydehydrogenase/15-ketoreductase -0,62
Immune IFN-virus response
Suppressor of cytokine signaling 1 -0,62
Patched domain containing 3 -0,63
Immune Ig
Ig kappa chain V region K29-213 -0,63
Immune regulator
Suppressor of cytokine signaling 1 -0,62

5.3.6 Histologisk undersgkelse av tarm

Det ble gjort en histologisk undersgkelse av tarm fra fisken i dette forsgket. Det ble undersgkt prgver
fra 12 fisk fra hver diettgruppe (HM og FO), og fra hver fisk var det prgver av midttarm og baktarm.
Det vil si til sammen 48 snitt, 24 fra baktarm og 24 fra midttarm. De H&E-fargede snittene ble
mikroskopert i et standard lysmikroskop. Prgvene ble fgrst gjennomgatt blindt, dvs. uten kjennskap
til forgruppe. Deretter ble de gjennomgatt pa nytt etter avkoding, med tanke pa a finne systematiske
forskjeller.
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Baktarmen (Figurer 24 til 26)

Det var ingen registrerbare forskjeller i baktarm mellom fisk fra HM- og FO-diett, men samtlige 24
fisk som ble undersgkt ble bedgmt som unormal. Det var ikke en type avvik som er kjent fra fgr og
det er ukjent hva som har forarsaket denne tilstanden til baktarm i begge diettgrupper. Det er ikke
kjent hvordan eventuelt suboptimalt niva av EPA og DHA i dietten pavirker baktarm, dette er verdt
a undersgke i fremtidige studier.

Tarmfoldene var unormalt store og lange, med unormalt mange forgreininger. Forgreiningene var
stedvis sammenvokst til et nettverk. Noen steder var foldene vokst sammen ytterst, slik at de
dannet et skjold ut mot lumen av tarmen.

Midterst i foldene skal det vaere et tynt bindevevsdrag med blodkar i. | disse tarmene var det
omrader med sterkt fortykkede bindevevsdrag, bade i de enkle foldene, som normalt skal veere
uforgreinet, og i de komplekse foldene, som normalt skal ha sidegreiner.

Tarmepitelcellene i baktarmen var uten vakuoler, og ga et fortettet, «kjgttaktig» inntrykk. Normalt
skal epitelcellene i baktarmen vaere tydelig vakuolisert i det supranuklezere cytoplasma. | disse
cellene var cytoplasma tilsynelatende kompakt, uten spor av vakuolisering.

Hos noen fisk var det et unormalt stort innslag av betennelsesceller basalt i slimhinna, under basis
av foldene og i bindevevsdragene som gar sentralt i tarmfoldene. Her skal det normalt veere et
visst innslag av betennelsesceller, men det var flere fisk med store og omfattende infiltrater av
betennelsesceller i dette omradet. Hos noen av disse individene var foldene ogsa fortykket og
forkortet, heller enn forvokst og forgreinet som hos flertallet.

Baktarm FO Baktarm HM

Figur 16 Histologiske snitt av baktarm i FO og HM diettgrupper
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(&
Baktarm FO diettgruppe Baktarm HM diettgruppe

Figur 17 Histologiske snitt av baktarm i FO og HM diettgrupper

Figur 18  Histologiske snitt av baktarm HM diettgruppe. To ulike forstgrrelser, enkle folder til venstre og
kompleks fold til hgyre. Viser tarm med store celleinfiltrater
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Midttarm (Figur 19) ble bedgmt som normal hos alle 24 fisk. Det var normale strukturer og et normalt
cellebilde. Det var litt variasjon fra fisk til fisk, f.eks. mht. forekomst av mucusceller, men ikke noe som
ble bedpmt som patologisk eller unormalt.

Midttarm, FO diettgruppe Midtarm HM diettgruppe

Figur 19  Histologiske snitt av midttarm

5.3.7 Generell diskusjon og konklusjon av forsgket med mikroalge i merder i sjg

Forsgkene viser at Schizochytrium sp. er en god kilde til DHA i dietten til laks, men det er viktig a sikre
at ogsa behovet for EPA er dekket. Schizochytrium sp. biomasse gav bedre tilvekst og filetpigmentering
og genekspresjonsdataene tydet pa antiinflammatorisk effekt i tarm. Det var ingen forskjeller i
sensoriske egenskaper som lukt og smak mellom laks féret FO og laks foret HM dietten.
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6 Hovedfunn

e Den modifiserte rapsoljen (DHA-CA) har en gunstig fettsyreprofil sammenlignet med
konvensjonelle planteoljer, med hgye nivaer av omega-3 fettsyrene 18:3n-3 og DHA. Analyse av
en rekke helsemarkgrer tyder pa at DHA-CA er en trygg oljekilde i for til laks.

e DHA-CA olje i for til laks bade i ferskvann og sjgvann gir tilsvarende vekst som fiskeolje, og bedre
farge av skinn og muskel.

e Genekpresjonsdata og resolvinanalyse tyder pa at gkende niva av DHA-CA olje i for til laks har
positiv effekt pa immunrespons

e Schizochytrium sp. biomasse er en god kilde til DHA i dietten til laks, men det er viktig a sikre at
ogsa behovet for EPA er dekket.

e Schizochytrium sp. biomasse gav bedre tilvekst og filetpigmentering, og genekspresjonsdataene
tydet pa antiinflammatorisk effekt i tarm.

e Schizochytrium sp. biomasse ser ut til 3 kunne brukes i for til laks gjiennom store deler av livssyklus,
uten noen negative effekter pa vekst eller produktkvalitet.

e Schizochytrium sp. biomasse i for til laks gjennom store deler av livssyklus pavirker ikke lukt og
smak av filet.
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