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Sammendrag/anbefalinger:

Skallmel fra marine rastoff er en sidestrem som kan brukes som ingredienser i for til fisk. Fordgyelse og tarmhelse
ble derfor studert i 300-grams torsk tildelt kontrolldiett med planteproteinet solsikkemel som i to testfér ble byttet
ut med 15 % krabbeskallmel eller 10 % rekeskallmel. Forsgket ble gjennomfart over 27 dager med daglig
registrering av forinntak. Ved forsgksslutt ble det observert lik vekst og férinntak mellom diettgruppene, men en
sterk tendens (P=0.057) til hgyere forfaktor hos torsk tildelt dietten med rekeskallmel sammenlignet med de to
andre diettgruppene. Videre ble det observert signifikant hayere fordgyelse av aminosyrer i krabbeskalldietten
sammenlignet med de andre diettene, men ingen signifikante forskjeller mellom rekeskalldietten og kontroll. Var
studie viste ingen forrelaterte forskjeller i dedelighet, analyserte blodverdier, eller tarmhelse hos torsken ved
avslutning av studien. Med utgangspunkt i denne studien og tidligere publiserte funn er rekeskallmel en ressurs
som kan brukes med verdifulle neeringsstoffer som kan balansere diettene. Ytterligere vekstforsgk til minst doblet
vekt, gjerne pa stor torsk, bar gjennomfgres for & studere hvordan ulike innblandingsniva av skallmel kan pavirke
torskens forinntak, vekst og helse.

English summary/recommendation:

By-products from marine shellfish production are a potential source as a feed ingredient in Atlantic cod feeds.
Digestion and intestinal health were therefore studied in 300 g Atlantic cod given feeds with 15% crab meal and
10% shrimp meal, substituting sunflower meal in a control diet. Feed intake was monitored during the 27-days
long trial. Similar growth and feed intake were observed between the dietary groups, but a strong tendency
(P=0.057) to a higher feed conversion ratio in cod given shrimp meal compared to the other diets. Furthermore,
there was a higher amino acid digestibility of the crab meal diet compared to the two other diets. No differences
in mortality and fish robustness were observed between the dietary groups. Based on this study and other
published work, shrimp meal is an ingredient with essential nutrients that can be utilized in feeds to Atlantic cod.
Furthermore, a growth study in larger fish should be performed to study the impact of inclusion levels of shellfish
meals on fish performance and health in Atlantic cod.



ﬂNofima

Forord

Pa oppfordring og finansiering fra FHF ble prosjektet «Rekeskallmel i torskefor» (prosjektnummer
901804) initiert for a teste potensialet til rekeskall i fér til torsk. Innspillet til FHF pa denne
problemstillingen kom fra Stella Polaris AS som produserer ingrediensen. FHF gnsket a kople dette
prosjektet (forsgket) til Innovasjonsprosjektet FORCOD (Forskningsradet, prosjektnummer 337056),
hvor Nofima, Akvaplan-niva og NMBU er FoU-partnere, for & oppnd bade kostnadsmessige og
vitenskapelige synergier. En av oppgavene i FORCOD var & teste om aske og kitin fra skallmel kan
pavirke tarmhelsen, og dermed gi mindre problemer med tarmslyng pa stor torsk. De to alternative
forrastoffene ble derfor testet samtidig under like forhold ved Havbruksstasjonen i Tromsg varen 2023.

Referansegruppen for FHF-prosjektet besto av prosjektpartnerne i FORCOD, prosjektleder for Nasjonalt
Nettverk for Torskeoppdrett og representant for Stella Polaris:

e Kathrine Bakkemo, Fagsjef marine arter Skretting, kathrine.ryvold.bakkemo@skretting.com

e Julianne Jacobsen, Fagleder fiskehelse Norcod, jj@norcod.no

e Ingelise Egelund, HR-prosjektleder Ecomarin As (repr Arctic Cod), ingelise@ecomarin.com

e Jan Christian Ervik, Produksjonsleder Statt Torsk, jce@statt.no

e Fredrik Grahl-Jacobsen, Driftsleder hos Havlandet RAS-Pilot, fredrik.grahl-
jacobsen@incgruppen.no

e Jaran Raug, Utviklingsdirektar Stella Polaris, jaran@stellapolaris.no

Keven Vottestad, Prosjektleder Nasjonalt Nettverk for Torskeoppdrett hos Cod Seafresh AS,

keven@codseafresh.no
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1 Sammendrag (bade pa norsk og engelsk)

Skallmel fra marine rastoff er en sidestream som kan brukes som ingredienser i for til fisk. Fordgyelse og
tarmhelse ble derfor studert i 300-grams torsk tildelt kontrolldiett med planteproteinet solsikkemel som i
to testfor ble byttet ut med 15 % krabbeskallmel eller 10 % rekeskallmel for & oppna lik kjemisk
sammensetning av raprotein og totalfett i diettene. Dietten hadde dermed et utbytte av karbohydrater i
kontrolldietten med mineraler i skallmelet fra krabbe og reke. Forsgket ble gjennomfart over 27 dager
med daglig registrering av férinntak. Ved forsgksslutt ble det observert lik vekst og férinntak mellom
diettgruppene, men en sterk tendens (P=0.057) til hayere forfaktor hos torsk tildelt dietten med
rekeskallmel sammenlignet med de to andre diettgruppene. Krabbeskallgruppen hadde en lavere
fordgyelse av tarrstoff grunnet det hgye innholdet av kalsium i dietten med lav fordayelse. Samtidig ble
det observert signifikant hgyere fordgyelse av aminosyrer i krabbeskalldiettene, sammenlignet med
kontroll og gruppen tildelt for med rekeskallmel som viste lik aminosyrefordgyelse. Ved avslutning av
forsgket ble all fisken veid individuelt og mage-/tarmsystemet undersgkt makroskopisk og histologisk.
Feilleie av tarm, sakalt strangulerende obstruksjon, tidligere kalt tarmslyng, ble kun observerti ett individ.
Utover dette ble tarmhelsen hos fisken vurdert til & veere hovedsakelig normal, frisk, og funksjonell. Det
ble ikke observert noen klare effekter av diett pa dgdelighet, analyserte blodverdier, gallesaltnivaer i
tarminnhold, eller tarmmorfologi. Det ble observert stor forskjell i fiskestarrelse (150-700 g), med en klar
indikasjon at tarmlengde er korrelert til fiskens stgrrelse. En kan ikke konkludere ut fra dette forsgket
bakenforliggende arsaker til strangulerende obstruksjon av tarm, men det er ikke utelukket at en relativt
lengre tarm med mer komplisert tarmforlgp kan forarsake plassmangel og komplikasjoner i bukhulen
senere i livsstadiet. Med utgangspunkt i denne studien og tidligere publiserte funn er rekeskallmel en
ressurs som kan brukes med verdifulle naeringsstoffer som kan balansere diettene med et inklusjonsniva
opp til 10 % av dietten. Det er anbefalt at det gjennomferes vekstforsgk med ulike inklusjonsnivaer av
skallmel for & studere effekter pa forinntak, vekst og tarmhelse, og gjerne pa stor fisk for a studere
eventuelle effekter pa forekomst av tarmproblemer.

By-products from marine shellfish production are a potential source as a feed ingredient in Atlantic cod
feeds. Digestion and intestinal health were therefore studied in 300 g Atlantic cod given feeds with 15%
crab meal and 10% shrimp meal, substituting sunflower meal in a control diet. Thus, substituting a higher
carbohydrate content in the control with higher mineral content (particularly calcium) in the test diets
with shell meals. Feed intake was monitored during the 27-days long trial. Similar growth and feed intake
were observed between the dietary groups, but a strong tendency (P=0.057) to a higher feed conversion
ratio in cod given shrimp meal compared to the other diets. There were however observed a lower dry
matter digestibility in the crab meal group compared to the other diets that can be related to a lower
digestibility of minerals in the diet compared to carbohydrates in the control diet. At the same time there
was a higher amino acid digestibility of the crab meal diet compared to the other diets, which can
promote growth (although not shown in the short trial performed in this study). There were no differences
in nutrient digestibility between shrimp meal diet and the control. At termination of the experiment, all
the fish were individually weighed, and their gastrointestinal tracts were examined both macroscopically
and histologically. Only one individual exhibited signs of intestinal displacement, so-called strangulating
obstruction, or previously referred to as intestinal volvulus. Otherwise, the intestinal health of the fish
was assessed as predominantly normal, healthy, and functional. No clear effects of diet were observed
on mortality, analysed blood parameters, bile salt levels in intestinal contents, or intestinal morphology.
However, there was significant variation in fish size (ranging from 150 to 700 grams), with a clear
indication that intestinal length correlates with fish size. While this experiment does not provide
conclusive answers regarding the underlying causes of strangulating obstruction of the intestine, it is
not ruled out that a relatively longer intestine with a more complex course could lead to space constraints
and complications within the abdominal cavity at later life stages. Based on this study and other
published work, shrimp meal is an ingredient with essential nutrients that can be utilized in feeds to
Atlantic cod at inclusion levels up to 10% of the diet. We recommend that a dedicated growth trial with
different inclusion levels of shell meal should be performed to study effect on feed intake, growth and
health, preferable in large fish to potentially explore effects the diets could have on intestinal disorders.
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2 Innledning

Reststoff av reker er en marin ressurs som i dag brukes for det meste til humant konsum, spesielt i
buljong. Rekeindustrien gnsker flere bruksomrader for & gke verdien av dette rastoffet. | Norge er det
per i dag tilgjengelig 850 tonn, mens globalt er dette volumet angitt til 2.350 tonn. Med gkende fokus pa
baerekraft vil mer av dette rastoffet vaere tilgjengelig globalt, samt at gkende fangst og oppdrett av
rekearter, kan forventes & gi gkt mengder av rekeskallmel i tiden fremover.

Analyser viser at rekeskallmel produsert fra dette restrastoffet av reker inneholder ca. 37 % protein, 5 %
fett, 17 % kitin, 36 % aske og 5 % vann. Dette er en ingrediens som kan innga i for til fisk og bidra med
essensielle nearingsstoffer fra en marin ressurs som har et spesielt potensial som férrastoff il
oppdrettstorsk (Tibbetts m. fl., 2006). | produksjon av ingredienser er det flere faktorer som kan pavirke
proteinkvaliteten og naeringsprofilen inkludert egenskapene til ravaren (arter, friskhet, hele dyr eller
skrap), behandling av ravaren som tarkeprosessen og temperatur, lipidperoksidasjon og lagringsforhold
(Pike, 1991). Biproduktet fra krepsdyr er primaert skall som inneholder 50-80 % kitin. Den naturlige
dietten til torsk bestar av 37 % kitinrike krepsdyr og pigghuder, inkludert krabber, reker og sj@stjerner
(se Lall og Nanton, 2002). Torsk produserer fordgyelsesenzymet kitinase, og fordgyeligheten av kitin
kan veere opptil 90 % for torsk (Danulat, 1987). Biprodukter fra krepsdyr er derfor identifisert som gode
kandidater til & erstatte fiskemel i dietter for atlantisk torsk (Toppe m. fl., 2006). Samtidig har mel fra
krepsdyr ofte hgyt askeinnhold, noe som kan pavirke fordgyeligheten av fiskefér negativt (NRC, 1993).

Fordgyelighetsstudier av flere marine restrastoff (Tibbets m. fl., 2006) med innblanding pa 30 % til et
referansefér viste god protein- og energi-fordayelighet for krabbeskallmel (hhv. 89,4 % og 82,4 %), men
noe lavere for rekeskallmel (hhv. 66,7 % og 41,4 %) hos torsk pd i underkant av 100 g. En lignende
studie ble ogsa utfert av Hansen m. fl. (2013), der 10 og 20 % av et kontrollfér med hayt innhold av
planteprotein ble byttet ut med enten skallmel fra krabbe eller reker. Tilsetning av krabbeskallmel opptil
20 % og rekeskallmel opptil 10 % ga samme vekst og féropptak som kontrollféret, mens en gkning av
rekeskallmel til 20 % resulterte i en reduksjon i féropptak, fettfordgyelighet og vekst, og i endret
tarmhistologi hos torsken. Alle dietter, bortsett fra dietten tilsatt 20 % rekeskallmel, resulterte i normale
nivaer av naeringsstoffer i blodplasma og hematologiske verdier, og viste god fiskehelse med eller uten
tilsetning av marin aske. Toppe m. fl. (2006) viste at torsk med sluttvekt pa ca. 500 g vokste raskere
med en balansert diett tilsatt 17,6 % sammenlignet med 5,4 % krabbeskallmel. Inklusjonsnivaet av
féringrediensen og balansering av diettene til likt innhold av naeringsstoffer har derfor stor betydning for
forets fordayelighet, samt fiskens vekst og helse.

Ulike former for feilleie og innklemming av tarm, tidligere referert til som tarmslyng (Kaada, 2008) regnes
som en av de stgrste dgdsarsakene pa stor torsk (fra 100 g) i oppdrett. | forbindelse med andre
forskningsaktiviteter i FORCOD-prosjektet (NFR nr. 337056) er det nylig gjennomfart en detaljert
karakterisering denne tarmlidelsen, som korrekt betegnes som strangulerende obstruksjon (Skedsmo
m.fl., under review; Journal of Fish Diseases). Effekt av aske og kitin fra skallmel pa tarmhelse og
generell helse er lite studert, men en del artikler viser positiv effekt (oppsummert i artikkelen til Ringa
m. fl. (2012)) og man trenger mer kunnskap pa feltet.
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3 Problemstilling og formal

Prosjektet har studert hvordan innblanding av rekeskallmel pavirker foropptak, fordgyelse og tarmhelse
hos torsk pa 300 g i kommersielt relevante dietter som er balansert pa hovednaeringsstoffer. Dette vil gi
relevant kunnskap til nseringen om potensialet til ingrediensen som et forrastoff. |
Forskningsradprosjektet FORCOD har vi flere hypoteser om arsak til redusert tarmhelse hos torsk,
deriblant sammenheng mellom féringsfrekvens, forsammensetning og passasjehastighet i mage-/tarm.
Skallmel kan bidra til endret motorikk i tarm som mulig kan ha en effekt pa tarmens helse. Studien kan
belyse disse temaene, og gi férfirma og oppdrettere nye verkigy i disse problemstillingene. Tilsetning
av skallmel i for vil ogsa bidra til & gke forets baerekraft gjennom utnyttelse av restrastoff, samt veere en
lokal ingrediens som vil kunne redusere férets CO2-avtrykk.

Prosjektet hadde fglgende leveranser:

e Referat referansegruppemgte 30. mai 2023

e Referat referansegruppemgte 20. oktober 2023

e Referat referansegruppemgte med gjennomgang av sluttrapport (januar 2024)
e Faglig sluttrapport (februar 2024)

e Administrative sluttrapport (februar 2024)

e Utkast til artikkel for publisering i peer-review journal 2024

e Presentasjon pa Havbrukskonferansen til FHF/NFR 2024
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4 Prosjektgjennomfering

Rekeskallmel fra Stella-Polaris AS ble inkludert i et for produsert hos Skretting ARC, i tillegg til et
kontrollfér og for med krabbeskallmel, som inngar i FORCOD. Kontrollfér (Diett A) med solsikkemel ble
brukt for & bruke en ingrediens med lavt innhold av protein til & bytte ut med skallmel for & kunne
balansere diettene pa protein og fordgyelig protein:energi ratio (DP:DE). | Diett B ble 15 %
krabbeskallmel tilsatt i bytte med solsikkemel, mens 10 % rekeskallmel ble tilsatt i diett C basert pa
erfaringer fra tidligere studier (Hansen m. fl., 2013). Diettene var kalkulert til & ha et proteininnhold pa
ca. 50 %, 17 % fett og ratio pa 2,5 mellom fordeyelig protein:energi (Tabell 1).

Tabell 1 Férformulert og kalkulert kiemisk sammensetning av forsgksfér produsert av Skretting ARC

Forformulering Diett A (Kontroll) Diett B (Krabbe) Diett C (Reke)
Fiskemel 42 42 42
Hvetegluten 17 19 15
Solsikkemel 15 0 8
Fiskeolje 11 11 10
Hvete 8 8
Hestebgnner 5

Tilsetningsstoffer 2 3 2
Krabbeskallmel 0 15

Rekeskallmel 0 0 10
Kalkulert innhold

Aske (%) 7 16 10
Total fett (%) 17 17 17
Raprotein (%) 52 49 50
Fordayelig protein (DP; %) 45 43 44
Fordayelig energi (DE; MJ/kg) 18 17 18
DP:DE ratio 25 25 25

Forene ble tildelt torsk i et forsgk ved Havbruksstasjonen i Tromsg (Karvika). Mellom 29-36 stk. torsk a
ca. 300 g ble fordelt i 9 kar (500L) den 2. mai 2023. Fisken hadde tidligere veert fordelt i 2 kar a 1000 L
og ble derfor akklimatisert i de nye karene og tildelt et standard kommersielt fér (Amber Neptun,
Skretting) i en periode pa 2 uker. Den 16. mai 2023 ble antall og bulkvekten av fisken per kar registrert
for beregning av snittvekt til fisken ved oppstart av forsgket. De respektive forsgksférene ble tilfeldig
tildelt triplikate kar i perioden 16. mai til 13. juni 2023 (Figur 1). | den perioden ble det gjennomfgrt daglig
registrering av forinntak (alle dager), dgdfisk, samt miljgdata i vann. Fisken fikk tildelt f6r kontinuerlig
gjennom dggnet, med opphold kl. 12-14 pa dagen under forspilloppsamling. Forspillet utgjorde 10-40 %
av utféret mengde, og justeringer ble gjort for appetittforing med minimum 10 % overforing. Siste dag
for ordineer forspilloppsamling var sgndag 11. juni 2023, slik at en deretter kunne fére fisken kontinuerlig
time for time frem til uttaket startet for hver enkelt kar i lgpet av tirsdagen 13. juni 2023. Dette for a
hindre aktivitet i forsgkshallen som kunne forstyrre fiskens appetitt, og sikre mage-/tarmfylling i fisken
som ble prgvetatt.
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Figur 1 Karfordeling per diett

Det ble gjennomfert uttak av foret fisk 13. juni av Nofima og NMBU i to separate uttakslinjer, og
pafelgende uttak av fisk som hadde fastet 24 og 48 timer 14. og 15. juni 2023. Tirsdag 13. juni var det
tilstede 2 personer fra Nofima, Katrine Bakkemo (Skretting AS) og 4 personer fra NMBU som jobbet i to
separate uttakslinjer den dagen:

- Tirsdag: Resterende for fra forautomatene ble fjernet far uttaket startet for de respektive karene,
for & faste fisk over de neste to dagene. Tidspunkt for oppstart av uttaket ble notert for hvert
kar. 15 férede fisk per kar ble tatt ut. Maksimalt 3-5 fisk ble tatt ut til hver av de to uttakslinjene
om gangen for & hindre at fisken ble liggende for lenge i bedgvelsen:

o Nofima (9 fisk per kar): Vekt og lengde registrert, samt vekter av lever, mage-
/tarminnhold, kjgnn og slaktevekt. Nofima tok samleprgve per kar av innholdet fra ulike
segmenter av mage-/tarmsystemet, lever og muskel.

o NMBU (6 fisk per kar): Vekt og lengde registrert, samt vekter av lever,
mage-/tarmsystem, kjgnn og slaktevekt. NMBU tok individprgver av tarminnhold og vev
til kiemiske analyser, enzymaktivitet, histologi og genuttrykk.

- Onsdag og torsdag: Nofima tok ut 10 fisk per kar 24 timer og resterende fisk 48 timer etter
forrige uttak for de respektive karene. Hovedfokus var pA mengde resterende mage-tarminnhold
og samleprgver fra ulike segment til analyser. Vekt av lever og slaktevekt, samt volum av galle

fra gallebleeren etter 48 timer ble ogsa registrert.

Fokuset for forsgket var & studere hvordan férene pavirker fiskens fordgyelse, mage-/tarmfunksjoner
og tarmhelse i felgende arbeidspakker:

Arbeidspakke 1 (Nofima) Fordayelse og mage-/tarmpassasje:

Forene ble tilsatt yttrium(lll)oxide som en inert markar for & kunne beregne fordgyelse av tarrstoff, fett,
protein og energi utfra gjenveerende innhold av naeringsstoffer i gjgdsel fra fiskens baktarm. Férene ble
analysert for tekniske parametere som bulktetthet, hardhet og stabilitet i vann, samt bestemmelse av
gjedselens viskositet for a studere férets pavirkning pa tarmfunksjoner. | tillegg ble mage-/tarmtamming
studert ved & bestemme gjenvaerende tarrstoff i ulike mage-/tarmsegmenter 24 og 48 timer etter et
maltid.
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Arbeidspakke 2 (NMBU) Tarmfunksjoner og tarmhelse:

Vekt og lengde ble malt og blodprgve tatt fra kaudalvenen i blodpravergr med heparin. Bukhulen ble
deretter forsiktig apnet og makroskopiske bilder tatt av tarmenes plassering og tilstand i bukhulen.
Tilstanden ble vurdert som normal eller med tarmproblematikk, hvor tarmregionen(e) berart ble notert.
Kun fisk med innhold i tarmen ble prgvetatt. Etter makroskopisk inspeksjon ble lever tatt ut og veid.
Deretter ble hele fordeyelsesapparatet dissekert ut, tarmens lengde ble malt (posteriort til
blindsekkene), og delt i magesekk (ST), pylorusregion med blindsekker (PI), midttarm delt i tre like store
deler (MI1, MI2 og MI3) og baktarm/kammer (DI). Se representativ Figur 2. Hver region ble apnet pa
langs, tarminnhold samlet for gallesaltanalyse (flytende nitrogen), og hver region ble deretter veid for
organindekser. Prgver ble tatt fra bade lever og de beskrevne tarmregioner til histologi (formalin),
genekspresjon (RNA later) og enzymanalyse (flytende nitrogen). Slgydvekten av fisken ble til slutt
registrert.

Den histologiske evalueringen ble fokusert pa midttarm (MI1, MI2, MI3) basert pa tidligere
makroskopiske funn av feileie av tarm hos torsk. Bade langsgdende og tverrgaende snitt av MI-
segmentene ble preparert og var tilgjengelige for evaluering. Ml-vevet ble vurdert for strukturavvik i
tarmepitel og villi, endringer i bredde og celluleer sammensetning av lamina propria og submucosa, samt
endringer i morfologien til tarmkryptene. P& grunn av fokuset pa forekomst av strangulerende
obstruksjon (tidligere kalt tarmslyng), ble det spesielt lagt vekt pa patologiske endringer som kan fgre til
konsekvenser som overbelastning og vevsnekrose (dgdt vev) pa grunn av redusert blodtilfarsel. Grad
av endringer i tarmmorfologi ble gradert etter et skaringssystem med en skala fra 0-4 hvor 0 er normal;
1 er milde endringer; 2 er moderate endringer; 3 er markerte endringer og 4 er alvorlige endringer. Den
histologiske vurderingen ble utfert blindt, og diettgruppene ble tilordnet fiske-ID-er etter at vurderingen
var fullfart.

Figur 2 Standardisert seksjonering av mage-tarmkanal. Sorte linjer viser overganger mellom ulike tarmavsnitt
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5 Oppnadde resultater, diskusjon og konklusjon

5.1 Diettsammensetning og pelletkvalitet

Foérene hadde et proteininnhold pa 50-51 %, 18-19 % fett og 20-21 kJ/g energi. Innholdet av aske og
mineraler gkte fra 6 % i kontrollféret til 15 % aske i for med krabbeskallmel og 9 % aske i for med
rekeskallmel. Det gkte askeinnholdet var for det meste bidrag fra ingrediensene med gkt innhold av
hovedsakelig kalsium, og noe hgyere innhold av magnesium og natrium i dietten med krabbe. Utbytte
av solsikkemel i kontrolldietten mot skallmelene fgrte til lavere innhold av spormineralene mangan, jern,
sink og kobber i testdiettene sammenlignet med kontroll. Aminosyreprofilen var balansert i alle diettene
(Tabell 2).

Tabell 2 Kjemiske analyser av forsgksférene

Hovednzaringsstoffer Diett A (Kontroll) Diett B (Krabbe) Diett C (Reke)
Tarrstoff (%) 91 92 91
Raprotein (%) 51 50 51
Total fett (%) 18 18 19
Aske (%) 6 15 9
Brutto energi (kJ/g) 21 20 21
Mineraler (mg/kg)

Fosfor 11000 11000 14000
Kalium 9200 7100 8100
Kalsium 8000 45000 21000
Magnesium 2600 3300 2600
Natrium 6300 8200 6800
Mangan 44 33 36
Jern 190 130 160
Sink 160 140 150
Kobber 16 11 14
Jod 2 2

Selen 1 1 2
Essensielle aminosyrer (%)

His 1.1 1.1 1.1
lle 2.0 1.9 2.0
Leu 3.4 3.3 3.3
Lys 2.8 2.8 2.9
Met 1.1 1.2 1.2
Phe 2.1 2.0 2.0
Thr 1.8 1.8 1.9
Val 23 23 24
Arg 3.0 2.8 29
Ikke-essensielle aminosyrer (%)

Ala 25 24 25
Asp 3.7 34 3.7
Glu 9.4 9.1 8.6
Gly 25 24 25
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Hovednzaeringsstoffer Diett A (Kontroll) Diett B (Krabbe) Diett C (Reke)
Hyp 0.3 0.3 0.2
Pro 3.1 3.1 29
Ser 21 21 2.1
Tyr 1.4 1.4 1.4
Sum AA (g/100g diett) 45 43 44
Sum AA (g/100g protein) 87 87 86

Kontrollféret viste signifikant heyere bulktetthet sammenlignet med krabbe-foéret, som ogsa hadde
signifikant hgyere bulktetthet sammenlignet med reke-foret (Figur 3A). Noe av dette tilskrives signifikant
kortere pellet hos kontroll sammenlignet med testfor (Figur 3B), men antagelig ogsa heyere ekspansjon
ut av ekstruder av pellet med testingrediensene som farte til poredannelse seerlig i for med reke som
viste lavest bulktetthet og flyt av noen pellet i vannoverflaten ved utféring. Dette er nok noe av arsaken
til lavere hardhet og forstabilitet etter 2 timer i vann for disse férene (Figur 3C og D). Nar en na er klar
over dette kan en gjore tiltak i forformuleringen og under férproduksjonen for & optimalisere forets
fysiske kvalitet. En ber ogsa se pa hvordan tilsetning av skallmel pavirker sammensetningen av
mineraler i férene, seerlig spormineraler og andre mineraler som kan pavirke fiskens helse og

spisekvalitet.
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Figur 3 Bilder av férsgksférene, og kvalitetsanalyser av forpellet. Statistikk ved ANOVA, etterfulgt av Tukey post
hoc test. Forskjell i bokstavene over stolpene i figuren viser signifikante forskjeller mellom diettgruppene (P<0,05).

5.2 Fiskens prestasjon i forsgket

Det dede totalt 7 fisk under forsgket, med ingen signifikante forskjeller i antall dede mellom

diettgruppene (Tabell 3). Noen av fiskene funnet dede hadde oppblast og veeskefylt buk, men det er

ingen grunn til & konkludere at fisken dede grunnet tarmrelaterte utfordringer (Figur 4).
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Tabell 3 Radata per kar i forsgket

Rom Karnr. Diett Antallstart Startvekt Antall slutt Sluttvekt () Dede Férinntak (g)

E103 1 A 36 334.4 36 362.5 0 1132
E103 2 B 32 354.1 32 400.8 0 1146
E103 3 Cc 34 379.0 33 422.8 1 1369
E103 4 A 34 340.0 31 411.0 3 1286
E103 5 B 34 332.4 32 386.5 2 1265
E103 6 C 33 338.3 33 356.4 0 1074
E104 1 C 34 331.1 33 372.9 1 1415
E104 2 B 33 359.0 33 396.2 0 1219
E104 3 A 29 317.8 29 345.0 0 904

Startvekt fra gjennomsnitt av bulkveid fisk, og sluttvekt fra gjennomsnitt av individveid fisk.

.~

Figur 4 Bilder av dadfisk

Fisken i karene hadde en startvekt pa ca. 340 g og sluttvekt pa 380 g ved avslutning av forsgket. Ingen
signifikante forskjeller i sluttvekt var registrert mellom kar tildelt de ulike férene (Figur 5A). Tilsvarende
var vekstraten for hele populasjonen i karene ikke signifikant forskjellig mellom férgruppene, med en
daglig vekstrate pa 0,3-0,4 % grunnet den lave temperaturen i forsgket fra 4,7 °C ved oppstart til 6,4 °C

ved avslutning av forsgket (Figur 5B).
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A) B)
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Figur 5 Vektregistreringer og vekst. A) Gjennomsnitt kroppsvekt (g) og B) daglig vekstrate (SGR) for hele
populasjonen per kar. Gjennomsnitttstandardfeil; n=3 kar. Statistikk ved en-veis ANOVA for effekter av fér. Ingen
signifikante forskjeller vist ved P>0,05.

Forinntaket under forsgket ble beregnet basert pa differansen i tgrrstoff mellom utféret mengde og
oppsamlet uspist mengder (spillfér) fra hvert kar. Daglig férinntak viste tendenser til perioder med hgyere
férinntak i gruppen tildelt rekeskallmel sammenlignet med kontroll og férgruppen gitt krabbeskallmel,
seerlig de fgrst 10 dagene av forsgket (Figur 6A). Stor variasjon mellom karene og variasjon gjennom
forsgksperioden resulterte i ingen signifikante forskjeller i totalt férinntak mellom férgruppene (ANOVA,;
P>0,05) (Figur 6B). Tendensen til lavest vekt og hayest forinntak i forgruppen tildelt reke resulterte i
hgyest forfaktor i denne gruppen (1,48) og lavest i férgruppen tildelt krabbe (0,98), men ingen
signifikante forskjeller mellom de to férgruppene var observert (ANOVA; P=0,057) (Figur 6C).
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Figur 6 Daglig férinntak (A), Totalt férinntak per fisk i forsgksperioden (B) og beregnet forfaktor (C).
Gjennomsnitttstandardfeil; n=3 kar. Statistikk ved en-veis ANOVA for effekter av diett pa vekstraten. Ingen
signifikante forskjeller vist ved P>0,05.

5.3 Individbaserte vektregistreringer ved sluttuttaket
All fisk ble veid ved avslutning av forsgket, med til sammen ca. 100 individ per férgruppe og tilnaermet

lik fordeling mellom kjgnnene. Det var ingen signifikante forskjeller i kroppsvekt mellom kjgnn eller
gruppene tildelt ulike for (Figur 7A). Hunner féret med krabbeskallmel viste hgyest gjennomsnittsvekt,
men ikke signifikant forskjellig fra de andre gruppene (ANOVA; P>0,05). Det ble tatt praver av individ

12
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med stor variasjon i kroppsvekt fra den minste pa 145 g til den sterste pa 698 g. Lever- og

innvollsindekser viste ingen forskjeller mellom kjgnn eller férgrupper (Figur 7B).

A)

420
410
400
390
380

370

Kroppsvekt (g)

360

350

To-veis ANOVA:
Kjgnn; P=0.568

Diett; P=0.491
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Kontroll Krabbe Reke

B)
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ANOVA; P=0.869

Kontroll

Krabbe Reke

HSI (lever)

OHunner
OHanner

ANOVA; P=0.919

Kontroll Krabbe Reke

VSI (gvrige innvoller)

Figur 7 Vektregistreringer hos torsk tildelt 3 ulike forsgksfér. A) Gjennomsnittlig kroppsvekt (g) hos hunner og
hanner innenfor de ulike diettgruppene ved avslutning av forseket (antall fisk registrert vist i bunnen av hver stolpe
i figuren). B) leverindeks (HSI) og innvollsindeks (VSI). Gjennomsnitt + standardfeil. Statistikk ved to-veis ANOVA
for effekter av kjonn og diett pa kroppsvekt og en-veis ANOVA for effekter av diett pa vekstraten. Ingen signifikante
forskjeller vist ved P>0,05.

Relativ vekt (organindeks) av de ulike mage/tarmsegmentene, kondisjonsfaktor, og relativ tarmlengde

er presentert i Figur 8. Det var igjen signifikante effekter av diett pa disse maleparameterene. Det var

heller ingen signifikante effekter av kjgnn (data ikke vist). Figur 9 viser forholdet mellom kroppsvekt og

relativ tarmlengde. Uavhengig av diett ble det observert en klar og statistisk signifikant sammenheng

mellom fiskens stgrrelse (vekt) og lengde pa tarmen sett i forhold til fiskens lengde. Starre fisk hadde

relativt lengre tarmer, sett i forhold til fiskelengde.
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Figur 8 Relativ vekt av magesekk, blindsekker, midttarm (MI1-3, se Figur 2 for inndeling) og baktarm, samt
kondisjonsfaktor og tarmlengde (mélt fra siste blindsekk til anus) relativt uttrykt til kroppslengde hos torsk tildelt 3
ulike forsoksfér. Data er gitt som gjennomsnitt + standardfeil. P-verdier for en-veis ANOVA er vist.
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Figur 9 Relativ tarmlengde (tarmlengde:fiskelengde) plottet i forhold til kroppsvekt ved forsokslutt. n=54 individuelle
fisker er illustrert som svarte punkter. P-verdi for lineser regresjonsanalyse er vist.

14



J Nofima

5.4 Mage-/tarminnhold i foret fisk og etter faste i 24 og 48 timer
Total mage-/tarminnhold som prosent av kroppsvekt ble redusert ved faste, fra 1,8 % i féret fisk, 0,8 %

etter 24 timer til 0,5 % av kroppsvekten etter 48 timer faste (ANOVA; P<0,05). Det ble ikke funnet
signifikante forskjeller mellom kjonn eller férgrupper i totalt innhold av mage-/tarminnhold av
kroppsvekten (Figur 10).

MT-innhold (% fiskevekt) | ANOVA (P-verdi) O Hunner T
3.0 - Tid < 0.001 OHanner
i Kignn = 0.644
2> 1 Diett = 0.615
2.0 -
1.5 -

| ﬂﬂﬂﬂ D‘ﬁﬂ‘ﬂﬂ

A‘BCA‘

Start 24 h 48 h

Figur 10 Totalt innhold fra mage-/tarmsystemet (MT) oppgitt i prosent av fiskevekt. Gjennomsnitt + standardfeil;
N=9-19 individ per stolpe i figuren. Statistikk ved to-veis ANOVA for effekter av tid, kignn og diett. Signifikante
forskjeller mellom faktorer vist ved P<0,05.

For de enkelte segmentene i mage-/tarmsystemet ble det observert forskjeller i segmentinnhold relatert
til totalt innhold i mage-/tarmsystemet over tid og mellom férgrupper. | mage og fortarm (proximal
intestine; PI) ble det observert signifikant reduksjon i innhold etter 48 timer faste, mens det i midttarm-
del 3 (MI-3) og baktarm (DI) var en signifikant gkning i innhold etter 48 timer faste (ANOVA effekt tid;
P<0,05). Forskjeller i mengde innhold mellom férgruppene ble kun observert i magen til fisken, med
signifikant mer mageinnhold i fisk tildelt kontrollfér og fér med krabbemel sammenlignet med fér med
rekemel (ANOVA effekt diett; P<0,05) (Figur 11A). Videre statistiske analyser med post hoc test viste
ingen signifikante forskjeller mellom férgrupper hos foret eller torsk fastet i 24 og 48 timer. Storst
numerisk forskjell mellom férgruppene ble observert 24 timer etter fasting med mindre mageinnhold i
torsk tildelt rekemel (1,5 %) < krabbemel (5,3 %) < kontroll (10,8 %) (Figur 11B).
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Figur 11 Mage-/tarminnhold i ulike segmenter gjiennom fordayelsessystemet til torsk tildelt forsgksdiettene etter
féring, og etter faste i 24 og 48 timer. Gjennomsnitt + standardfeil;, N=9-19 individ per stolpe i figuren. A) Innhold i
hele mage-/tarmsystemet. Statistikk ved to-veis ANOVA for effekter av tid og diett pa kroppsvekt. Signifikante
forskjeller vist ved P<0,05. B) Innhold i mage og baktarm. Statistikk ved Tukey post hoc test. Forskjell i bokstavene
over stolpene i figuren viser signifikante forskjeller mellom diettgruppene (P<0,05).

5.5 Mage-tarmfunksjoner
Gjennomsnittlig terrstoffinnhold var noe lavere i mage (13 %), og gkte noe bakover i tarmen (15-20 %).
Tarrstoff var dermed signifikant lavere i mage sammenlignet med baktarm, men ellers var det ingen

signifikante forskjeller mellom segment eller férgrupper grunnet stor individvariasjon (Figur 12A). Det
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var bla. observert individer med sveert vaeskefylt innhold med kun 0,4 % tgrrstoff i mage, 4 % tarrstoff i
fortarm og 10-15 % tarrstoff ellers bakover i tarmen. Det ble generelt observert gkt tgrrstoff og viskositet
av innhold gjennom midttarm-segmentene 1 til 3, med tarrstoff fra 15 til 19 % og med en signifikant
gkning i viskositet fra 69 mPAS i MI-1 til 606 mPAS i M1-3 (Figur 12B). Det var ingen signifikante
forskjeller mellom diettgruppene i terrstoffinnhold eller viskositet for de ulike tarmsegmentene, og

figurene viser dermed gjennomsnitt per segment uavhengig av diett.

A) B
Terrstoff (%) ANOVA (P-verdier) Viskositet (mPas)
- Diett; P=0,078
25 1 - Tarmseg; P=0,021 700 7 ANOVA (P-verdier) b
b b g0 ] - Diett; P=0,764 [
20 - T T - Tarmseg; P<0,05
ab
b 500 -
a aL ab XL
i
15 A l 400 -
300 a
10 -
T
200
5 -
100 a
0 . . : : : i I . . :
ST PI MIL M2 MI3 DC Mi1 MI2 \E

Figur 12 Tarrstoffprosent av innhold giennom mage-/tarmsystemet (A) og viskositet i midftarmsegmenter. Mage
(ST), fortarm (Pl), midttarmsegment (MI) og baktarm (DC). Gjennomsnitt + standardfeil; N= 7-10. Statistikk ved to-
veis ANOVA for forskjeller mellom segment og diett, etterfulgt av Tukey post hoc test ved signifikante forskjeller
(P<0,05). Forskjell i bokstavene over stolpene i figuren viser signifikante forskjeller mellom tarmsegmenter.

Det var et seerlig fokus pa prevene fra baktarm da disse benyttes til & beregne fordgyelse av
naeringsstoffer, samt kan indikere hvordan gjedselen fra fisken spres etter utslipp i vann og mulighet for
a samle den i filtersystemer. Det ble ikke observert signifikante forskjeller i t@rrstoff av dette innholdet i
foret eller fastet fisk, eller mellom férgruppene (Figur 13). Det er en liten indikasjon pa at krabbemel kan

gi noe hgyere tgrrstoff (ikke signifikant).
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Tarrstoff distalt tarminnhold ANOVA (P-verdier)
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Figur 13 Tarrstoffinnhold (%) i baktarm hos torsk foret ulike forsgksfér, og etter faste i 24 og 48 timer. Gjennomsnitt
+ standardfeil; N= 7-10. Statistikk ved to-veis ANOVA for effekter av tid og diett. Ingen signifikante forskjeller
observert (P>0,05).

Volum av galle i gallebleeren til torsk fastet i 48 timer ble malt ved a temme galleblaeren med en sproyte.
Det var ingen signifikante forskjeller i gallevolum mellom kjgnn eller férgruppene, med et volum pa
1,5-2,5 ml/kg fisk (Figur 14A). Gallesaltene i gallen ble analysert med standardene taurocholate (TC)
og taurochenodeoxycholate (TCDC), men kun TC var til stede av disse standardene hos torsk i
motsetning til laks som har begge. Det var ingen signifikante forskjeller i konsentrasjon av TC mellom

de ulike forgruppene med en konsentrasjon pa 235-295 mM i galle hos torsk (Figur 14B).

A) B)
Volum i galleblaeren (ml/kg fisk) TC (mM) i galleblzaeren
3.5 4

O Hunner 350 - ANOVA (P=0.084)
3.0 + ANOVA (P-verdi) O Hanner 300 A

Kjgnn = 0.313
2.5 A Diett = 0.148 250 4
2.0 A 200 A
1.5 A 150 -
1.0 100 -
0.5 + 50
0.0 - o 4
Kontroll Krabbe Reke Kontroll Krabbe Reke

Figur 14 Uttak av galle fra gallebleeren til torsk etter 48 timer faste; A) gallevolum (mi/kg fisk) per individ (N=10-18
per stolpe i figur) og B) analysert konsentrasjon av taurocholate (mM) i galle. Gjiennomsnitt + standardfeil. Statistikk
ved to-veis ANOVA for effekter av kjgnn og diett for galle volum, og en-veis ANOVA effekt av diett for konsentrasjon
av taurocholate. Ingen signifikante forskjeller observert (P>0,05).
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Gallesaltniva i tarminnhold er presentert i Figur 15. Det ble malt sveert hgyt innhold av gallesalter i
tarminnholdet i proksimalt tarmavsnitt med blindsekker (PI), 15-20 % av terrstoffet. Gallesaltnivaene var
videre redusert gradvis gjennom midtarmen (MI1-3), og kun sveert lave nivaer ble registrert i baktarm
(DI). Dette tyder pa en effektiv reabsorpsjon av galle over tarmepitelet langs hele tarmkanalen, som
kjent fra laksefisk (Kortner m.fl., 2013). Det var ingen klare effekter av diett pa gallesaltniva i tarminnhold,
men fisk féret pa krabbeskallmel hadde de hayeste gallesaltnivadene i PI, signifikant hgyere enn kontroll-
foret fisk.

Gallesalter i tarminnhold, mg/g tarrstoff

300 = Kontroll
a [ Krabbe
s @ Reke
- b
200 b al
T Diett: p=0.16
Avsnitt: p<0.0001
Interak: p=0.017
100
. 01—
Pl Mi1 MI2 MI3 DI

Figur 15 Gallesaltniva i tarminnhold fra blindsekker (Pl), midttarm (MI1-3) og baktarm (DI) hos torsk tildelt 3 ulike
forspksfor. Data er gitt som gjennomsnitt av samlepraver pr kar + standardfeil. P-verdier for to-veis ANOVA er vist.

5.6 Fordoyelse

Gjenveerende tgrrstoff i baktarmen og konsentrasjonsforskjeller i fordgyelse-markaren yttrium(lll)oxide
mellom for og baktarmsinnhold ble brukt til & beregne fordayelse av tarrstoff. Hos féret torsk var det en
signifikant lavere fordayelse av tarrstoff i gruppen tildelt fér med krabbeskallmel sammenlignet med
kontroll og fér med rekeskallmel. | torsk fastet i 24 og 48 timer var det ingen signifikant forskjell i
fordeyelse av tarrstoff (Figur 16). Mye av tarrstoffet i baktarmen til torsken féret skallmel, seerlig krabbe,
var mineraler med antatt lav fordgyelse. | all hovedsak kalsium som utgjorde 13 % av baktarmsinnholdet
hos torsk foret med krabbe, 7 % hos torsk féret reke og 3 % av baktarmsinnholdet til kontrollgruppen.
Solsikkemel bidro med tilsynelatende mer jern og kobber som var gjenspeilt i signifikant hgyere
baktarminnhold av disse mineralene i kontroligruppen sammenlignet med de andre diettgruppene
(Tabell 4). Lavere tarrstoff fordayelse vil ngdvendigvis ikke pavirke appetitt eller vekst sa lengde det

ikke har innvirkning pa tilgjengelighet av protein og fett som ellers var balansert likt i forsgksférene.
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Figur 16 Tarrstoff-fordayelse hos torsk tildelt et kontrollfér og tilsetninger av skallmel fra krabbe og reke.
Gjennomsnitt + standardfeil. N=3 kar. Statistikk ved to-veis ANOVA for effekter av tid (P=0,040) og diett (P=0,221),
etterfulgt av Tukey post hoc test per tidsuttak. Forskjell i bokstavene over stolpene i figuren viser signifikante
forskjeller mellom diettgruppene (P<0,05), ns = ikke signifikant forskjellig.

Tabell 4 Mineralsammensetning i fér og baktarmsinnhold

For-innhold Gjedsel-innhold

Kontroll Krabbe Reke Kontroll Krabbe Reke P-verdi

Makromineraler (g/100g)

Fosfor (P) 1.1 1.1 1.4 1.310.22 1.310.12 2.4+0.6° 0.013
Kalium (K) 0.9 0.7 0.8 0.1+0.02 0.1+0.02 0.1+0.02 0.314
Natrium (Na) 0.6 0.8 0.7 1.4+0.22 0.9+0.22 1.1£0.32 0.059
Kalsium (Ca) 0.8 45 2.1 3.0+0.32 13.2+1.6° 7.1£0.9° <0.001
Magnesium (Mg) 0.3 0.3 0.3 1.1+0.12 1.2+0.22 1.2+0.12 0.677
Spormineraler (mg/kg)

Jern (Fe) 190.0 130.0 160.0  659.249.9° 380.6+30.3% 533.9+79.9° 0.001
Mangan (Mn) 44.0 33.0 36.0 66.6+18.32 77.8£13.52 67.2424.72  0.740
Kobber (Cu) 16.0 11.0 14.0 54.2+1.0° 30.3+2.42  48.7+4.1*  <0.001
Sink (Zn) 160.0 140.0 150.0 581.1+82.92 421.7+38.72 533.2489.62 0.091

Gjennomsnitt + standardavvik, N=3 kar. Statistikk ved ANOVA for effekter av diett, etterfulgt av Tukey post hoc test. Forskjell i
bokstavene viser signifikante forskjeller mellom diettgruppene (P<0,05).

Grunnet lite prgvemateriell fra baktarm var det ikke nok til kiemiske analyser av protein, fett og energi
som en normalt analyserer i slike forsgk. Aminosyreanalysen krever lite prevemateriell og er en god
indikator for den spesifikke protein-fordgyelsen i fisken. Summen av aminosyrer (Total AA) utgjorde
86-87 g/100 g av proteinet i forsgksforene. Torsk tildelt fér med krabbeskallmel viste signifikant hayere
fordeyelse av det totale aminosyreinnholdet (91 %) sammenlignet med kontroll og fér med rekeskallmel
(89 %). Denne forskjellen mellom férgruppene var ogsa gjenspeilet i de fleste essensielle aminosyrene,
utenom i fordayelse av leucin og threonin, som ikke var forskjellig mellom gruppene. Fordgyelse av
lysin, metionin og valin var ikke signifikant forskjellig mellom gruppene tildelt skallmel, men torsk tildelt

krabbeskallmel hadde signifikant hgyere fordeyelse av disse aminosyrene sammenlignet med
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kontrollgruppen (Tabell 5). Tilfarsel av krystallinske aminosyrer vil kunne pavirke tolkningen av disse

resultatene da disse vil ha lik fordgyelighet mellom férgruppene.

Tabell 5 Aminosyrefordayelse hos torsk tildelt ulike forsgksfér

Fordoyelse, % Kontroll Krabbe Reke P-verdi
Total AA 88.8+0.12 91.0+0.6° 89.0+0.72 0.005
Essensielle aminosyrer

His 85.9+0.22 88.4+0.7° 85.5+1.12 0.008
lle 88.5+0.42 91.3+0.6° 89.3+0.92 0.005
Leu 89.5+0.42 92.6+0.52 90.2+0.92 0.002
Lys 90.3+0.72 92.7+0.5° 91.1+0.8% 0.013
Met 88.8+0.62 91.9+0.6° 89.7+1.43 0.016
Phe 90.9+0.22 92.8+0.5° 91.1+0.62 0.003
Thr 83.6+1.22 87.4+1.22 84.1+3.02 0.114
Val 86.7+1.02 90.4+0.7° 87.8+1.3% 0.013
Arg 92.8+0.12 94.0+0.3° 92.9+0.62 0.019
Ikke-essensielle aminosyrer

Ala 89.5+0.12 91.5+0.5P 89.8+0.72 0.005
Asp 78.0+£0.42 80.3%1.62 77.841.92 0.152
Glu 94.040.12 95.340.3° 93.9+0.32 0.001
Gly 84.1+0.02 85.5%+1.12 84.5+0.62 0.143
Hyp 84.8+4.12 90.2+0.52 83.814.22 0.118
Pro 91.640.32 93.2+0.4° 91.11£0.72 0.005
Ser 84.9+0.02 88.2+0.7° 85.310.72 0.001
Tyr 87.6+0.32 89.310.72 87.5+1.52 0.114

Gjennomsnitt + standardavvik, N=3 kar. Statistikk ved ANOVA for effekter diett, etterfulgt av Tukey post hoc test. Forskjell i
bokstavene viser signifikante forskjeller mellom diettgruppene (P<0,05).

5.7 Tarmhelse
Makroskopiske observasjoner: Det ble observert stor variasjon i tarmleie/tarmforlgp, lengde, og

krgsoppheng i prgvetatt fisk. Tarmens lengde sett i forhold til kroppslengde varierte mellom om lag 1:1,
og helt opp til en tarmlengde 2,3 ganger kroppslengde (se ogsa Figur 9). De kortere tarmene hadde
som regel et relativt enkelt tarmforlap og 1& godt organisert i bukhulen, mens de lengre tarmene ofte
hadde et komplisert tarmforlgp med mange slynger og buktninger (Figur 17). Det var som nevnt over
ingen effekter av diett pa tarmlengde (Figur 8). Av totalt 54 obduserte fisk ble det kun registrert ett individ
med feilleie av tarm, der tarmen (tarmavsnitt MI-2) var avsngrt gjennom et hull (ruptur) i krgset
(Figur 17). | kr@set gar blodforsyning til tarmene, vengst blod som frakter naeringsstoffer fra tarmen til
lever, og nerver. Det kan spekuleres i om en lang tarm i kombinasjon med utbredt krgs hvor mineraliserte
avleiringer muligens lager sma hull, kan bidra til at tarmen dras inn/gjennom disse hullene og dermed

avsngres av de sterkere, fibrgse bindevevsdragene i krgset.
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Figur 17 Eksempler pa provetatt fisk med kort, enkelt tarmforlgp (venstre) og langt, komplisert tarmforlep med
mange slynger (midtre panel). Til hayre vises ett individ med feilleie av tarm, sdkalt strangulerende obstruksjon, der
en fibrags streng i krgset avsnarer passasjen i tarmen.

Det ble videre observert enkelte fisk med redusert tarmsystem og grenlig tarminnhold (trolig galle), eller
fokalt gr@gnn lever (Figur 18). Muskelatrofi (muskelsvinn) i bukvegg, som regel sett i sammenheng med
oppblast buk og vandig innhold i magesekk, ble observert hos enkelte individer (Figur 19).

Figur 19 Eksempler pa pravetatt fisk med muskelatrofi i bukvegg (venstre) og oppspilt buk med vanndig innhold i
magesekk (hoyre)
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Mikroskopiske observasjoner av midttarm:

Midttarm 1 (MI1): Alle vurderte MI-1 vevspraver utenom én ble observert med normal og frisk morfologi

(Figur 20a og 21). Villiene ble observert dekket med intakt tarmepitel med en tynn, sparsomt celluleer
lamina propria og submucosa, samt tilstedeveerelse av tarmkrypter. En fisk fra kontroligruppen ble
observert med markerte endringer, kjennetegnet av total tap av epitel- og villus-strukturer (Figur 20b).
Lamina propria sa ut til & veere mer kompakt med en mild gkning i celletetthet, mens kryptene sa ut til &
vaere mildt krympet i starrelse. Endringene i MI-1 ble ogsa observert i MI-2 og MI-3 segmentene for den

samme fisken.

Midttarm 2 (MI2): MI-2-vevet ble ogsa vurdert til hovedsakelig normalt og friskt. Se Figur 22 og 23. To

individer ble imidlertid observert med markerte endringer som beskrevet ovenfor for MI-1. De to fiskene
med patologiske endringer hadde utseende tilsvarende illustrasjon i Figur 20b, kjennetegnet ved totalt

tap av tarmepitel og villusstruktur, men med minimal enteritt eller andre endringer.

Midttarm 3 (MI3): P4 samme méate som for MI-1 og MI-2 segmentene, ble flertallet av fiskene observert

med normal og sunn morfologi i MI-3 segmentet. Se Figur 24 og 25. Unntaket var den ene fisken som
ble observert med patologi i MI-1- og MI-2-segmentene, som ogsa ble observert med patologi i MI-3-

regionen.

Fisk med patologiske observasjoner histologisk var ikke notert til & ha makroskopiske utfordringer med
tarm.

Figur 20 Representative bilder av MI-1-regionen hos de 54 evaluerte fiskene. (a) Flertallet av fiskene hadde normal
og frisk morfologi, kjennetegnet av et intakt epitel som dekket villiene (bla pil), tynn lamina propria med sparsom
cellulaer sammensetning (bla pilspisser), og en tykkere, men sparsomt cellulzer submucosa (*). Kryptene er merket
med §. (b) En fisk ble observert med totalt tap av tarmepitel og fraveer av villi-struktur (oransje pil), lamina propria
var mildt tykkere (oransje pilspiss), og kryptene (§) sa ut til & vaere mildt krympet. Bildene stammer fra det samme
individet som er opphavet til bildene i Figur 22 og 24.
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Figur 21 Antall MI-1 vevsseksjoner som ble vurdert som "normal”, "mild", "moderat", "markert" eller "alvorlig" for
endringer i morfologi av (a) villusstruktur og utseende av tarmepitel, (b) endringer i kryptstruktur, (c) @kninger i
bredde og inflammatorisk celleinfiltrering i lamina propria, og (d) submucosa.

Figur 22 Representative bilder av MI-2-segmentet hos de 54 evaluerte fiskene. (a) Flertallet av fiskene hadde
normal og frisk morfologi, kjennetegnet av et intakt epitel som dekket villiene (bla pil), tynn lamina propria med
sparsom celluleer sammensetning (bla pilspisser), og en tykkere, men sparsomt cellulser submucosa (*). Kryptene
er merket med §. (b) To fisker ble observert med totalt tap av tarmepitel og fraveer av villi-struktur (oransje pi),
lamina propria var mildt tykkere (oransje pilspiss), og kryptene (§) sé ut til & vaere mildt krympet. Bildene stammer
fra det samme individet som er opphavet til bildene i Figur 20 og 24.
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Figur 23 Antall MI-2 vevsseksjoner som ble vurdert som "normal”, "mild", "moderat”, "markert"” eller "alvorlig" for

endringer i morfologi av (a) villusstruktur og utseende av tarmepitel, (b) endringer i kryptstruktur, (c) @kninger i
bredde og inflammatorisk celleinfiltrering i lamina propria, og (d) submucosa.

Figur 24 Representative bilder av MI-3-segmentet hos de 54 evaluerte fiskene. (a) Flertallet av fiskene hadde
normal og frisk morfologi, kjennetegnet av et intakt epitel som dekket villiene (bla pil), tynn lamina propria med
sparsom cellulaeer sammensetning (bla pilspisser), og en tykkere, men sparsomt celluleer submucosa (*). Kryptene
er merket med §. (b) To fisker ble observert med totalt tap av tarmepitel og fravaer av villi-struktur (oransje pil),
lamina propria var mildt tykkere (oransje pilspiss), og kryptene (§) sé ut til & vaere mildt krympet. Bildene stammer
fra det samme individet som er opphavet til bildene i Figur 20 og 22.
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Figur 25 Antall MI-3 vevsseksjoner som ble vurdert som "normal”, "mild", "moderat", "markert" eller "alvorlig" for
endringer i morfologi av (a) villusstruktur og utseende av tarmepitel, (b) endringer i kryptstruktur, (c) @kninger i
bredde og inflammatorisk celleinfiltrering i lamina propria, og (d) submucosa.

5.8 Blodkjemi

Erneeringsrelaterte blodparametre (glukose, kolesterol, triglyserider, frie fettsyrer), samt blodmarkgrer
for leverfunksjon (ALAT, ASAT) er presentert i Figur 26. Det var ingen signifikante effekter av diett pa
analyserte maleparametre. Det var heller ingen signifikante effekter av kjgnn (data ikke vist). Nivaene
pa disse biomarkgrene i blodet anses for & vaere innenfor normalomradet, og er i samsvar med tidligere
data rapportert for torsk (Hansen m. fl., 2013; Rosenlund m. fl., 2004).
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Figur 26 Erneeringsrelaterte blodparametre, herunder glukose, kolesterol, triglyserider (TAG), og frie fettsyrer, samt
blodmarkarer for leverfunksjon, herunder alanin aminotransferase (ALAT) og aspartataminotransferase (ASAT).
Ingen signifikante forskjeller ble funnet (P>0,05).
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5.9 Oppsummerende diskusjon og implementering av resultatene
Juvenile torsk i kar ved Havbruksstasjonen i Tromsg ble tildelt kontrollfér og testfér med 10 %

rekeskallmel (reke) og 15 % krabbeskallmel (krabbe) i en periode pa 27 dager. Testingrediensene ble
byttet ut mot solsikkemel for & opprettholde likt protein (50-51 %), fett (18-19 %) og energiinnhold
(20-21 kJ/g) i diettene. Studien ble gjennomfgrt i naturlig sjgvannstemperatur (5-6 °C) for Tromsg i
perioden mai-juni. Torsken ble féret etter appetitt med et daglig férinntak pa 0,2-0,5 % av biomassen,
med en gjennomsnittsvekt som gkte fra 343+18 til 384126 g. Optimum temperatur for vekst hos torsk
er 10-12 °C ved en stgrrelse pa ca. 200 g (Bjornsson m.fl., 2007; Imsland m.fl., 2005), men da
hovedformalet med studien var a se pa effekter pa fordagyelse og tarmhelse s& vi det mest relevant &
giennomfare forsgket med de naturlige sjgvannstemperaturer som forekommer i kommersielt oppdrett
av torsk i Nord-Norge. Det ble ikke observert signifikante forskjeller mellom diettgruppene i vekst eller
férinntak, men det var en sterk tendens (P=0,057) til hoyere forfaktor med 10 % reke i dietten
sammenlignet med de andre diettgruppene. Tidligere studier har vist at 20 % rekeskallmel sammenlignet
med en kontrolldiett med planteproteiner (50 % av proteinet i foret) gir redusert forinntak, fordayelse og
vekst, men at denne effekten ble ikke observert ved 10 % innblanding (Hansen m. fl., 2013).
Samsvarende med vare resultater med en lavere aminosyrefordgyelse av dietten med rekeskall
sammenlignet med de andre diettgruppene, viste Tibbets m. fl. (2006) lavere protein og
energifordayelse av rekeskallmel sammenlignet med krabbeskallmel, men ogséa andre ingredienser som
krill, fiskemel og en rekke planteproteiner. Disse ingrediensene ble inkludert med 30 % pa toppen av en
referansediett med kun fiskemel som proteinkilde, og viste ingrediensenes potensial i for til torsk. Vi
hadde i var studie lite tilgang pa pr@vemateriell til videre analyser av protein, fett og energi, og prioriterte
derfor aminosyrefordgyelse som er viktig faktor for fiskens vekst. Stgrre fisk og mulig hayere temperatur
kunne gitt mer prevemateriell, men den korte baktarmen til torsken gjgr det utfordrende & samle nok
prevemateriell til akkrediterte metoder. Uansett viser flere studier lavere fordgyelse av rekeskallmel
uavhengig om ingrediensen er tilsatt pa toppen av en fiskemeldiett (Tibbets m. fl., 2006), i en
planteproteindiett (Hansen m. fl., 2013) eller byttet ut mot solsikkemel, som i var studie, eller oppdrettet

ved respektive 12, 8 eller 6 °C.

Tarmhelsen hos fisken ble vurdert til & veere hovedsakelig normal, frisk, og funksjonell. Det ble ikke
observert noen klare effekter av diett pa dedelighet, neeringsstoffnivaer i blodplasma, gallesaltnivaer i
tarminnhold, eller tarmmorfologi. | s& mate er resultatene i samsvar med studien utfgrt av Hansen m. fl.
(2013), der dietter med 10-20 % krabbeskallmel eller 10 % rekeskallmel ikke resulterte i noen negative
effekter pa tarmmorfologi. Den samme studien viste at en gkning av rekeskallmel til 20 % resulterte i
endret tarmhistologi og reduserte neeringsstoffnivaer i blodplasma, og forfatterne av artikkelen
spekulerte i om disse negative observasjonene skyldes kitininnholdet i rekeskallet. | var studie ble det
videre observert stor variasjon i tarmlengde, med en klar indikasjon at tarmlengde er korrelert til fiskens
stgrrelse. De lengre tarmene hadde ofte et komplisert tarmforlgp med mange slynger og buktninger, og
det er ikke usannsynlig at en relativt lengre tarm med mer komplisert tarmforlgp kan gjere fisken
predisponert for komplikasjoner senere i livsstadiet. Feilleie av tarm, sakalt strangulerende obstruksjon
(Skredsmo m.fl. under review; Journal of Fish Diseases), tidligere kalt tarmslyng, ble imidlertid kun

observert i ett individ.
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Ut fra disse betraktningene er skallmel fra marine sidestrammer potensielle ressurser som kan innga
som ingredienser i for til oppdrettsfisk, inkludert torsk. | kommersielle for til torsk kan det vaere
hensiktsmessig & tilsette rekeskallmel ved en lav inklusjon pa under 10 % for & hindre eventuell negativ
pavirkning pa vekst og forfaktor som indikert i dette forsgket. Dette med saerlig tanke pa at det tidligere
(Tibbets m. fl., 2006) er pavist at rekeskallmel har noe lavere fordgyelse sammenlignet med andre
ingredienser vurdert i for til torsk, som samsvarer med den lavere fordgyelsen av aminosyrer i dietten
med rekeskallmel sammenlignet med krabbeskallmel i var studie med torsk. Ingrediensen vil da bidra
med essensielle aminosyrer, fettsyrer og mineraler, og kan brukes som en viktig kilde til disse
naeringsstoffene. Studien var indikerer ogsa at rekeskallmel kan gi appetittstimulerende effekter, og kan
brukes med hayere innblandinger i overgangsfaser for & fa opp férinntaket. For & beskrive
rekeskallmelet sitt fulle potensial begr det gjennomfgres vekstforsgk til doblet vekt med ulike

innblandingsniva av ingrediensen.
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6 Hovedfunn

- Skallmel fra marine rastoff er en sidestram som kan brukes som ingredienser i for til fisk,
redusere innblanding av fiskemel fra ville bestander og bidra til gkt beerekraftig bruk av lokale
ressurser i féret til torsk. Fordgyelse og tarmhelse ble derfor studert i 300-grams torsk tildelt
kontrolldiett med planteproteinet solsikkemel som i to testfér ble byttet ut med 15 %
krabbeskallmel eller 10 % rekeskallmel. Forsgket ble gjennomfart over 27 dager med daglig
registrering av forinntak. Lik vekst og férinntak ble det observert mellom diettgruppene, men en
sterk tendens (P=0.057) til hgyere forfaktor hos torsk tildelt dietten med rekeskallmel
sammenlignet med de to andre diettgruppene.

- Tarmhelsen hos fisken ble vurdert til & vaere hovedsakelig normal, frisk, og funksjonell. Det ble
ikke observert noen klare effekter av diett pa dedelighet, neeringsstoffnivaer i blodplasma,
gallesaltnivaer i tarminnhold, eller utseende og struktur av tarm. Kun en fisk ble observert med
feileie av tarm, sakalt strangulerende obstruksjon (tidligere kalt tarmslyng), men med stor
variasjon i starrelse pa fisken ble det observert en klar korrelasjon mellom tarmlengde og
fiskestarrelse som mulig kan medvirke til tarmproblematikk i senere livsstadier. Videre
undersgkelse for & avdekke om denne tilstanden er genetisk relatert eller er enestaende for
oppdrettsfisk er ngdvendig. Samtidig bar féringsstudier gjennomfares kommersielt for a i starre
grad avdekke om ulike behandlinger kan ha pavirkning pa forekomst og dedelighet av denne
tarmlidelsen.

- @kt innblanding av skallmel i for til torsk vil gke innholdet av mineraler med lav fordgyelighet,
men sa lenge innholdet av fordgyelig protein og energi opprettholdes vil dette ikke pavirke
fiskens vekst. Krabbeskallmel har noe hgyere aminosyrefordgyelse sammenlignet med
rekeskallmel og kontroll, men enkelte aminosyrer som lysin, metionin og valin viste lik
fordgyelighet mellom férgruppene tildelt skallmel. Med utgangspunkt i denne studien og tidligere
publiserte funn er rekeskallmel en ressurs som kan brukes med verdifulle naeringsstoffer som
kan balansere diettene. Rekeskallmel kan pa lik linje med krabbeskallmel redusere forets
bulktetthet, og gi redusert hardhet og stabilitet av forpelletene i vann. Tiltak i forformulering og
under férproduksjon ma vurderes for a optimalisere férkvalitet ved skallmeltilsetning. Ytterligere
vekstforsgk til minst doblet vekt, gjerne pa stor torsk, bagr gjennomfgres for a studere hvordan
ulike innblandingsniva av skallmel pavirke torskens férinntak, vekst og helse.
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- Presentasjon pa Havbrukskonferansen til FHF/NFR 2024
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