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Sammendrag/anbefalinger:

| dette prosjektet ble betydningen av forets sammensetning, produksjonsmiljg og stress for pigmentering av
laksefilet undersgkt. Det ble testet marine og lavmarine for pa 6 og 12°C. En ingrediens som det er mindre av i
plantebaserte dietter enn i marine for er fosfolipid. Det ble funnet en klar positiv effekt av innhold av fosfolipid i
foret pa fordgyelighet av astaxanthin og fett. Det var imidlertid ikke en klar sammenheng mellom fordgyelighet og
retensjon av astaxanthin i filet. Dette skyldtes at férets sammensetning pavirket metabolismen av det absorberte
astaxanthinet i ulik grad.

Det ble isolert leverceller fra laks foret 4 ulike for. Cellene ble inkubert med 13C-astaxanthin for a studere metabolsk
omsetning av astaxanthin in vitro ved bruk av NMR. Det var en lavere omsetning av astaxanthin til reduktive
metabolitter og retinol i fisk som hadde fatt en marin diett sammenlignet med en lavmarin diett. Tilsats av
stresshormonet cortisol i mediet fgrte ogsa til gkt omsetning av astaxanthin i cellene fra den lavmarine dietten, mens
det ikke hadde effekt i den marine dietten. Ogsa in vivo var det indikasjoner pa at stress fgrte til gkt metabolisme av
astaxanthin i bade muskel og lever, mens det var mindre effekter i tarm.

Pigmentering ble ogsa fulgt under kommersielle betingelser i Nofimas FoU-konsesjoner. Her var det hyppige
avlusinger og ogsa utbrudd av PD. Under slike krevende forhold for fisken ga 50 ppm astaxanthin i féret en
astaxanthin-konsentrasjon pa 4,8 mg/kg i muskel mens en gkning til 70 ppm i féret ga en konsentrasjon i muskel pa
5,6 mg/kg. Pigmentering ble ogsa fulgt i et stor-skala forsgk med ulike produksjonsprotokoller og stgrrelse ved
utsett. Generelt hadde stgrrelse ved utsett stgrst betydning, men ogsa lysregime i settefiskperioden pavirket
omsetning av astaxanthin. Laks satt ut ved 600 g hadde innledningsvis i sjgfasen lavere astaxanthin-konsentrasjon og
hgyere konsentrasjon av metabolitten idoxanthin i muskel, men ved slakt (4-4,8 kg) var det ingen signifikante
forskjeller i muskel-astaxanthin, til tross for at 600 g utsettet hadde lavere vekt ved slakt.

Samlet sett har prosjektet dokumentert at forets sammensetning har betydning for opptak og omsetning av
astaxanthin i laks, og at det er et samspill med temperatur. Det er vist at fosfolipid er viktig for opptak av astaxanthin
i tarmen. Prosjektet har ogsa vist at stress gker omsetning av astaxanthin. Videre er det vist at under kommersielle
betingelser med mye avlusing av fisken ser det ikke ut til 3 veere tilstrekkelig med 50 ppm astaxanthin i féret for a na
6 mg/kg i NQC ved slakt.
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1 Sammendrag

| dette prosjektet ble betydningen av forets sammensetning, ulike produksjonsprotokoller og stress for
pigmentering av laksefilet undersgkt. De siste arene har det ifglge flere oppdrettere blitt vanskeligere
a oppna tilstrekkelig rgdfarge pa laksefileten. Selv om mengden av astaxanthin i foret til laks har gkt
de siste arene, har ikke dette Igst problemet med lite farge pa fileten. Arsakene til redusert innfarging
er sannsynligvis sammensatte, de kan skyldes bade redusert opptak i tarmen og gkt omsetning og
nedbrytning av astaxanthin, som ogsa er en effektiv antioksidant. Stress i forbindelse med handtering
ved avlusing av laksen kan fgre til mer nedbrytning av astaxanthin nar behovet for antioksidanter hos
laksen gker.

Ulike komponenter i féret kan ogsd pavirke retensjonen av astaxanthin. Féret til laksen har
gjennomgatt store endringer de siste arene. Bruken av fiskemel og -olje er stadig blitt redusert, og
nedgangen i marine ravarer fgrer blant annet til at det blir mindre fosfolipider, kolesterol, vitamin A
og omega-3-fettsyrer, og mer fiber i lakseféret. Alle disse faktorene kan pavirke utnyttelsen av
astaxanthin i laks. | prosjektet ble det testet i alt 8 ulike dietter, som varierte i innhold av marine
ravarer. Det ble tilsatt ekstra fosfolipid til fér med lavt innhold av fiskemel og -olje for & se hvordan to
ulike fosfolipidkilder (soyalecitin, soy lec, og marine fosfolipider, MPL) pavirket pigmentering. Det ble
ogsa foret en diett uten astaxanthin for a se pa eventuelle effekter av astaxanthin pa fysiologi og gen-
utrykk. Resultatene fra forsgket viste en negativ effekt av lavt innhold av marint protein i foret pa
forinntak, vekst og fordgyelighet av fett og astaxanthin. Tilsats av fosfolipid normaliserte
fordgyeligheten av astaxanthin og fett, og det ble funnet en klar positiv sammenheng mellom innhold
av fosfolipid i foret og fordgyelighet av astaxanthin og fett. Midt-tarmen hos laks féret en lavmarin
diett hadde unormalt mange vakuoler, et tegn pa akkumulering av fett i tarm-veggen. Laks som fikk et
for med fiskemel som proteinkilde hadde normal tarm. Tilsats av marine fosfolipider (MPL) til den
lavmarine dietten normaliserte tarmen, og hindret hypervakuolisering, mens tilsetting av soy lec kun
resulterte i en delvis normalisering av antall vakuoler i tarmen. Gener relatert til dannelse av
apolipoproteiner og lipoproteiner var nedregulert i tarmen til fisk féret lavmarine dietter. Kun
tilsetning av MPL normaliserte utrykket av disse genene. Mangelfull lipoproteindannelse for transport
av fett ut av tarmen kan vaere en mulig arsak til akkumulering av fett i tarmen.

A erstatte fiskeolje med rapsolje hadde ikke negativ effekt pa forinntak, vekst eller fordgyelighet av
astaxanthin og fett. Planteolje i foret f@rte til redusert retensjon av astaxanthin pa 6°C men hadde ikke
effekt pa 12°C.

Det var imidlertid ikke en klar sammenheng mellom fordgyelighet av astaxanthin og retensjon av
astaxanthin i filet fordi forets sammensetning pavirket metabolismen av astaxanthin. Dietter med
fiskemel og tilsats av marint fosfolipid (MPL) fgrte til at mer astaxanthin ble omsatt metabolsk til
idoxanthin, og ga en lavere retensjon av astaxanthin i muskel sammenlignet med laks féret en lavmarin
diett tilsatt Soylec. Generelt var genutrykket mest sammenfallende for laks féret en marin diett og en
lavmarin diett tilsatt MPL. Sammenlignet med et marint for var det redusert utrykk av gener involvert
i syntese og transport av retinoider i tarmen hos laks foret med lavmarine dietter. Nar vi tilsatte MPL
til den lavmarine dietten, ble denne effekten opphevet. Dette kan tyde pa en hgyere metabolsk
omsetning av astaxanthin i tarm hos laks féret dietter med fiskemel og MPL.



Det ble isolert leverceller fra laks foret fire av diettene: Marin, lavmarin, lavmarin + MPL og lavmarin +
DHA. Cellene ble inkubert med 3C-astaxanthin for & studere metabolsk omsetning av astaxanthin in
vitro ved bruk av Nuklezer Magnetisk Resonans (NMR). Det var en lavere omsetning av astaxanthin til
reduktive metabolitter og retinol i den marine dietten og den lavmarine dietten tilsatt MPL
sammenlignet med den lavmarine dietten med og uten tilsatt DHA. Forskjellene i omsetning i
leverceller kan skyldes forskjeller i vitamin A-niva i diettene. Det var hgyest i den marine dietten og
lavest i den lavmarine + DHA. Tilsats av cortisol i mediet ga gkt omsetning av astaxanthin i cellene fra
den lavmarine dietten, mens det ikke hadde effekt i den marine dietten. Det ble ogsa funnet effekter
av stress in vivo pa omsetning av astaxanthin. NMR-spektrene fra stresset og ustresset laks ga
indikasjoner pa at stress fgrte til gkt metabolisme av astaxanthin i bade muskel og lever, mens det var
mindre effekter i tarm.

Ett delmal i prosjektet var & undersgke hvordan ulike produksjonsmetoder for settefisk pavirker
pigmentering. | et forsgk i regi av SFlet CtrIAQUA ble settefisk av ulik st@grrelse (200 og 600 g) produsert
i RAS ved enten en tradisjonell smoltifisering (6 uker pa kort dag, deretter 24 timer lys frem til utsett)
eller uten lysstyring (24 timer lys helt frem til utsett i sjg). Dette ble kombinert med bruk av brakkvann
(12 ppt) eller ferskvann frem til utsett. Som kontroll ble det brukt en 100 g smolt produsert pa
tradisjonelt vis (lysstyring + ferskvann til utsett). Alle behandlinger fikk til enhver tid samme
kommersielle for som innehold 70 ppm astaxanthin fram til pelltestgrrelse 4 mm, og deretter 50 ppm.
Resultatene fra denne arbeidspakken viser at fisk som gikk lenger i RAS hadde hgyere innhold av
idoxanthin enn fisk satt ut ved 100 og 200 g. Denne forskjellen var signifikant helt frem til
slaktestgrrelse. Fisk som hadde gatt pa 24 timer lys hadde ogsa hgyere innhold av idoxanthin enn fisk
som var lysstyrt. Fisk satt ut ved 600 g var tidlig i sjpfasen (mai) darligere pigmentert sammenlignet
med laks satt ut ved 100 og 200 g, selv om de pa dette tidspunkt hadde hgyest kroppsvekt. Ved slakt i
november var astaxanthin-innholdet i NQC mellom 5,5-6,1 mg/kg (sluttvekt mellom 4-4,8 kg) og det
var ikke lenger noen signifikante forskjeller i astaxanthin i NQC mellom utsett eller som fglge av
produksjonsprotokoll i RAS.

I Nofimas FoU konsesjon ved Vikane i Hordaland ble det fulgt opp pigmentering i laks féret med ulikt
niva av fett og protein i foret. To stgrrelsesgrupper med 0-aring (150 og 180g) ble satt i sjg i september
2017. Begge gruppene fikk samme kommersielle for frem til februar 2018. Da ble testgruppen satt pa
et for med et gkt innhold av protein og mindre fett sammenliknet med kontrollgruppen, som fikk et
for som tilsvarer et standard kommersielt for. Frem til juli 2018 fikk begge behandlinger for med 50
mg astaxanthin per kg, men fra juli og til januar 2019 fikk testgruppen et fér 70 mg astaxanthin per kg.
Fisken fikk pavist PD i april 2018 og det ble registrert dgdelighet relatert til PD frem til september 2018.

Det var ogsa store problem med lus ved denne lokaliteten. | Igpet av forspksperioden ble det ufgrt
totalt 11 ikke-medikamentelle avlusninger, 2 med ferskvann og resterende med thermolicer. Det var
ingen signifikante forskjeller mellom forsgk- og kontrollgruppen i astaxanthin-niva frem til siste uttak i
januar 2019. Da ble det funnet en tendens til hgyere astaxanthin-niva i testgruppen sammenliknet med
kontrollgruppen (p = 0,06). Testgruppen hadde numerisk sett et hgyere astaxanthin-niva ved uttaket
bade i august og november 2018. Dette skyldes trolig gkningen i astaxanthin-nivaet i foret til
testgruppen fra 50 til 70 mg/kg i juli 2018. Vi kan se at den store smolten innen bade test og
kontrollgruppen hadde en nedgang i astaxanthin-niva fra mars til mai 2018. Dette var etter at PD ble
pavist og kan vaere relatert til dette. Ved avslutning 13 astaxanthin nivaene i NQC pa mellom 4,8-5,6
mg/kg, ved en vekt pa 4,1-4,3 kg.



Samlet sett har prosjektet dokumentert at férets sammensetning har betydning for opptak og
omsetning av astaxanthin i laks, og at det er et samspill med temperatur. Det er vist at fosfolipid er
viktig for opptak av astaxanthin i tarmen. Prosjektet har ogsd vist at stress gker omsetning av
astaxanthin. Videre er det vist at under kommersielle betingelser med mye avlusing av fisken ser det
ikke ut til & veere tilstrekkelig med 50 ppm astaxanthin i foret for 8 na 6 mg/kg i NQC ved slakt.



2 Hovedfunn

o Tilstrekkelig med fosfolipider i lav-marine dietter var essensielt for a sikre god vekst og normal
fordgyelighet av fett og astaxanthin. Kun fosfolipider av marint oppgav (MPL) ga normal
fettakkumulering i tarm som for fiskemelsdietter. Imidlertid ga dietter med fiskemel eller MPL
lavere innhold av astaxanthin i muskel sammenlignet med laks foret dietter med planteprotein.

e Ved 6°C var det en positiv effekt av fiskeolje pa astaxanthin-konsentrasjon i muskel. Det var ogsa
bedre retensjon av astaxanthin pa 6°C enn pa 12°C.

e Stress-hormonet cortisol fgrte til en gkning i metabolsk omsetning av astaxanthin i leverceller. In
vivo f@rte stress til en endring i karotenoid-profil i muskel og lever, som tyder pa gkt metabolisme
av astaxanthin.

e Astaxanthin har ulik funksjonell betydning i muskel, tarm og lever hos laks féret en lavmarin diett.
Mangel pa astaxanthin fgrte til immunosupresjon i tarm og gkt steroidsyntese i lever, mens det i
muskel var gkt utrykk av gener relatert til stress og inflammasjon.

e Laks som fikk ulike lysregimer i settefiskperioden og ble satt ut i sjg ved ulik stgrrelse hadde tidlig
i sjpfasen ulik pigmentering, men ved slakt var det ikke lenger effekter av produksjonsregime.

e Forlaks under kommersielle betingelser med mange avlusinger og sykdomsutbrudd synes ikke 50
ppm astaxanthin i foret a vaere tilstrekkelig til 3 nd 6 mg astaxanthin per kg i filet.



3 Innledning

3.1 Faglig bakgrunn

Selv om bruken av pigment i féret har gkt de siste darene sa har det blitt vanskeligere & oppna
tilstrekkelig pigmentering av fileten. Med andre ord har retensjonen, den andelen av tildelt pigment
som blir avleiret i fileten, gatt ned. Per i dag finnes det begrenset kunnskap om hvordan samspill
mellom komponenter i for, stress og ytre miljg pavirker opptak og omsetning av astaxanthin og fargen
pa fileten. Det vi vet er at forholdsvis lite av pigmentet i foret finnes igjen i muskelen. Retensjonen av
astaxanthin i laksemuskelen er pa ca 10 % i Igpet av en produksjonssyklus, selv om det er betydelig
variasjon gjennom aret. Det er begrenset kunnskap om hvordan ulike pakjenninger som
sykdomsutbrudd og avlusing pavirker omsetning av astaxanthin. Hyppig handtering har fgrt til at
laksen utsettes for mer stress enn tidligere. Nye produksjonsformer, som produksjon av stgrre
postsmolt i landbaserte resirkuleringsanlegg (RAS) med hgy tetthet, kan ogsa potensielt medfgre
stgrre grad av stress for fisken. Astaxanthin er en svaert potent antioksidant som oksideres av reaktive
oksygenforbindelser til fargelgse forbindelser. Astaxanthin er vist a ha en rekke positive effekter pa
helse og immunsystem i mennesker og pattedyr ved & redusere effekter av oksidativt stress, blant
annet i lever (Sila m. fl. 2015), men det er forelgpig lite dokumentasjon i fisk.

Opptak og transport av karotenoider er komplekse prosesser, og biotilgjengelighet av karotenoider
varierer med en rekke faktorer. Komponenter i dietten, som innhold av fett og fiber, og ogsa genetisk
variasjon, saerlig i metabolsk omsetning, pavirker biotilgjengelighet (Desmarchelier og Borel, 2017). |
tarmen ma karotenoider Igses i miceller for a tas opp i tarmcellene (Figur 1). Fordgyeligheten av
astaxanthin varierer i laks, men er lav sammenlignet med fordgyeligheten av lipid. Ofte er
fordgyeligheten av astaxanthin mellom 40-60 %, og den avtar med gkende forinntak og ved lave
temperaturer (Ytrestgyl m. fl. 2005). Gjennom en produksjonssyklus vil fordgyeligheten derfor variere
med temperatur og veksthastighet, men kan ogsa pavirkes av férets sammensetning. Mengden
planteravarer i foret er nd pa over 70 % (Ytrestgyl m. fl. 2015), og innholdet av omega-3-fettsyrer,
kolesterol og fosfolipid i foret er redusert i forhold til for fa ar siden, mens mengden
plantekomponenter som fiber og fytosteroler har gkt. Dette kan pavirke dannelsen av miceller i
tarmen, som er ngdvendig for opptak av astaxanthin (Parker, 1996, Borel m. fl. 1996, Clark m. fl 2000).
Tilsetning av kolesterol og gallesyrer i for er for eksempel vist a8 ha en positiv effekt pa opptak av
astaxanthin i blod, mens soyalecitin hadde en negativ effekt (Olsen m. fl. 2005). | andre studier er
imidlertid tilsats av ekstra soyalecitin til et hgy-fiskemelsfor til grret (58 % fiskemel, PL konsentrasjoner
pa 2,, 6,3 og 10,5 %) er vist 3 gi gkt mengde canthaxanthin i blod, men ikke hgyere innhold i muskel
(Salvador m. fl. 2009). Enkelte andre studier indikerer imidlertid en positiv effekt av hgyere doser av
soya lecithin pa muskel pigmentering (Abat m. fl. 2002, Choubert m. fl. 2006).

Problemene man na opplever med a oppna tilstrekkelig pigmentering kan skyldes redusert absorbsjon
over tarmen (fordgyelighet) og/eller gkt metabolsk omsetning av astaxanthin som fglge av endret
forsammensetning og gkt stress i forbindelse med mer omfattende og hyppige handteringer av fisken.
Langkjedete, flerumettede n-3-fettsyrer (n-3 PUFAs og HUFAs) har positiv effekt pa pigmentering i
laksefisk (Hardy m. fl. 1987, Bjerkeng m. fl. 1997, 1999, Regost m. fl. 2004, Rgra m. fl. 2005, a,b,
Waagbg m. fl. 1993, 2013). Nylig fant vi redusert innfarging og gkt omsetning av astaxanthin i laks foret
med lave niva av EPA og DHA, men de biologiske mekanismene er ikke kjent. Studier pa pattedyr viser
at det er en synergistisk effekt av astaxanthin og omega-3-fettsyrer som virker via aktivering av sakalte



antioksidant-responsive elementer (ARE) (Saw m. fl. 2013, Sahin m. fl. 2014 a). Det er ogsa vist at det
er en sammenheng mellom regulering av karotenoidmetabolisme og lipidmetabolisme i pattedyr
(Bonet m. fl. 2012, Jia m. fl. 2012, Kim m. fl. 2015).

Grunnleggende kunnskap om opptaksmekanismer i tarm og hvilke gener som er involvert i omsetning
og opptak er ngdvendig for a kunne forutse effekter av stress, miljp og férsammensetning pa
pigmentering, slik at man kan oppna mer forutsigbar kvalitet. Mekanismene for opptak og transport
av astaxanthin i tarmceller hos laks er ikke kjent, men det antas at de samme reseptorer som er vist 3
veere involvert i opptak av karotenoider i pattedyr (Figur 1) ogsa er viktige i fisk. Metabolisme i tarmen
og i lever kan pavirke hvor mye astaxanthin som deponeres i muskel. Astaxanthin blir omdannet til
vitamin A i fisk, inklusiv laks (Schiedt m. fl. 1985, Guillou m. fl. 1989, Moren m.fl. 2002), hvor mye som
metaboliseres til vitamin A er sannsynligvis avhengig av vitamin A-status i laksen. Omsetning av
astaxanthin og betakaroten til vitamin A er katalysert av enzymet betakaroten oxygenase 1 (BMCO1)
og muligens ogsa av betakaroten oxygenase 2 (BCO2), (Lobo m. fl. 2012). Genuttrykket til BMCO1 er
vist & pavirkes av flere faktorer, som smoltifisering, fér og virusinfeksjoner (upubliserte data, Nofima),
men det er behov for mer systematisk kunnskap om det er en sammenheng mellom uttrykk av BCMO1
og pigmentering, og om stress eller komponenter i foret kan pavirke genuttrykket av BMCO1 og BCO?2.

Astaxanthin omsettes ogsa reduktivt til ulike metabolitter i laks. Fgrste trinn i denne omsetningen er
idoxanthin (Schiedt m. f1.1989). Mengden idoxanthin i laksen avtar med gkende fiskestgrrelse, men
gker igjen nar laksen blir kignnsmoden (Aas m. fl. 1997, Ytrestgyl m. fl. 2008). Stress er ogsa foreslatt
a gke mengden idoxanthin i laksemuskel (Schiedt m. fl. 1989), men det er ikke vist en klar sasmmenheng
mellom stress og metabolsk omsetning av astaxanthin.
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Figur 1 Proteiner involvert i opptak, transport, metabolisme og sekresjon av karotenoider i tarmceller hos

pattedyr. SR-BI = scavenger receptor class B member |, CD36 = CD36 molecule, NPC1L1 = NPC1 like
intracellular cholesterol transporter. BCMO1 = betakaroten oxygenase 1, BCO2 = betakaroten

oxygenase 2, CRBPII = cellular retinol binding protein Il, transporter ATP binding cassette Al
(ABCA1), (Kilde: Desmarchelier og Borel, 2017).

3.2 Prosjektets omfang og organisering

Prosjektet har hatt en gkonomisk ramme pa 7 145 000 NOK, hvorav 6 065 000 til Nofima og 1 080 000
til NTNU.

Prosjektet har veert utfgrt i samarbeid mellom Nofima og NTNU. Nofima har vart prosjektleder.
Prosjektleder har vaert Dr. Trine Ytrestgyl, gvrige involverte fra Nofima har vaert Dr. Bente Ruyter, Dr.
Aleksei Krasnov, Dr. Tone-Kari @stbye, Dr Marta Bou Mira, Dr. Grete Baeverfjord, Dr. Bjarne Hatlen, Dr.
Kjell-Arne Rgrvik, og Dr. Jens-Erik Dessen. Fra NTNU har Dr. Alexander Dikiy veert prosjektansvarlig, og
Dr. Elena Shumilina og Dr. Alessandra Ciampa veert prosektdeltakere.

Prosjektet har hatt samarbeid med Nofimas FoU-konsesjoner (Delmal 2) og prosjektet Benchmark som
er en del av SFlet CtrlAQUA som ledes av Nofima (Delmal 3). Det har ogsa veaert koordinering med en
strategisk satsing (SIS) i Nofima (SIS Balance, nfr prosjektnummer) pa Delmal 1 og 4.

Referansegruppen for prosjektet har bestatt av:

Olai Einen (Cermagq), Arne Schei (Lergy), Ragna Heggebg (MOWI). Bente Torstensen representerte
MOWI inntil hun ble ansatt i Nofima.



4 Problemstilling og formal

4.1 Prosjektets effektmal/nytteverdi

Det har de seinere ar blitt stadig vanskeligere a oppna en tilstrekkelig god innfarging i filet i norsk
lakseproduksjon. Mens det for ca. 10 ar siden var tilstrekkelig med 30-40 mg astaxanthin i sjgfasen for
a oppna muskelkonsentrasjoner opp mot 7 mg/kg er det i dag vanskelig a oppna 6 mg/kg i muskel selv
med en gkning av astaxanthin-konsentrasjonen i féret til 50-70 mg/kg. Resultatene fra dette prosjektet
skulle bidra til a finne forklaringsmodeller pa denne endringen i effektivitet i pigmentering av laksefilet
og peke pa mulige lgsninger for a redusere problemene med darlig farge pa filet for dermed a bidra til
a oppna mer stabil og forutsigbar pigmentering i oppdrettslaks.

4.2 Prosjektets resultatmal

Hovedmal
Identifisere mulige samspill mellom komponenter i for og ytre faktorer (temperatur, stress) og
bestemme betydningen av disse for fordgyelighet og omsetning av astaxanthin.

Delmal 1: Undersgke effekt av férsammensetning, og temperatur pa fordgyelighet og omsetning av
astaxanthin.

Delmal 2: Kartlegge utnyttelse av astaxanthin i en kommersiell produksjonssyklus med fokus pa
perioder nar fisken utsettes for stress.

Delmal 3: Undersgke eventuelle effekter av ulike smoltproduksjonsprotokoller pa utnyttelse av
astaxanthin.

Delmal 4: Gjgre studier av mekanismer for opptak og omsetning av astaxanthin ved bruk av *C NMR
spektroskopi.

Prosjektet har dokumentert at bade férsammensetning, temperatur og stress har betydning for
utnyttelse av astaxanthin i laksen.



5 Prosjektgjennomfgring

5.1 Delmal 1: Effekt av forkomponenter og temperatur pa fordgyelighet og
retensjon av astaxanthin

5.1.1 FoOrsammensetning

| denne arbeidspakken ble fordgyelighet og omsetning av astaxanthin i for med hgyt innslag av
planteravarer slik som i dagens kommersielle for, sammenlignet med et marint for i et kontrollert
karforsgk. Det ble laget fire dietter med kombinasjoner av hgyt eller lavt innhold av fiskemel og
fiskeolje (Diett 1-4). Dietten med lavt innhold av marine ingredienser (bade fiskemel og fiskeolje) (diett
2) ble tilsatt komponenter som det er mer av i marine ingredienser; marint fosfolipid, (diett 5) og DHA
(diett 6) for a teste om disse pavirker opptak og retensjon av astaxanthin. Soyalecitin ble ogsa tilsatt
den lavmarine dietten for a teste om marine fosfolipider og soyalecitin har ulik effekt pa opptak og
omsetning av astaxanthin (diett 7). Konsentratene av marine fosfolipider, soyalecitin, og DHA erstattet
en del av fiskeoljen, og ble dosert inn slik at konsentrasjonen av fosfolipid og DHA skulle bli sa lik som
mulig som i den marine dietten.

En liten mengde fiskemel (7,5 %) ble beholdt i lavmarine dietter og i diett 4 for & unnga reduksjon i
vekst. Diett 1 og 4 hadde identisk oljefraksjon (fiskeolje) og diett 2 og 3 hadde samme oljefraksjon
(25/75 fiskeolje/rapsolje). Det ble benyttet en Nord-Atlantisk fiskeolje med 1:1 EPA:DHA (sum
EPA/DHA 15.7 %). Tilsetning av en blanding i forholdet 1:3 av fiskeolje og rapsolje i vakumcoateren ga
en EPA+DHA konsentrasjon pa om lag 1 % i lavmarine dietter, som tilsvarte ca 3.7 % av totalt fett i
dietten. Alle for ble tilsatt yttriumoksid som indikator for 8 male fordgyelighet av astaxanthin og fett.
Formulering av diettene er vist i Figur 2, mens innhold av de ulike fosfolipidklassene i diettene er vist i
Figur 3. Diettene ble formulert slik at de hadde samme innhold av protein, fett og energi. Kjemisk
sammensetning er oppgitt i tabell 1. Effekten av 3 bytte ut marin olje med planteolje og tilsvarende a
bytte ut marint protein med planteprotein pa retensjon og fordgyelighet ble undersgkt pa to
temperaturer, 6 og 12 °C. Det ble ogsa inkludert en diett uten astaxanthin (diett 8) for a identifisere
eventuelle helseeffekter av astaxanthin og for a se om enkelte gener utrykkes forskjellig i laks foret
dietter med og uten astaxanthin. Dette ble undersgkt ved hjelp av microarray.

8 dietter ble testet i triplikat pa 12 °C:

Marin diett, fiskemel (FM) + fiskeolje (FO)*

Lav marin diett, planteprotein (PP) + planteolje (PO)
Fiskemel + planteolje (FM + PO)*

Planteprotein + fiskeolje (PP + FO)*

Lav marin + marint fosfolipid (MPL)?

Lav marin + DHA?

Lav marin + soyalecitin (soy lec)?

Lav marin uten astaxanthin (-Ax)

O NV e WNPRE

1 doseres med marint PL opp til niva i diett 1
2 doseres med DHA opp til niva i diett 1
3 doseres med lecitin opp til niva pa marint PL i diett 1

“4testes pa 6 og 12°C
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Figur 2 Formulering av de ulike diettene. Forkortelser: FM= fiskemel, SPC = Soyaproteinkonsentrat, RO=

rapsolje, FO= fiskeolje, Kons= konsentrat av fosfolipid og DHA, Micro=mikroingredienser.

Tabell 1 Kjemisk sammensetning av de ulike diettene.

lav marin + lav marin + lav marin + lav marin -

marin FM+PO PP+FO lav marin MPL DHA soya lec AX
Energi (MJ/kg) 225 22,1 236 239 23.9 23,9 23,9 239
Fett (%) 26,6 251 26,5 26,8 26,9 26,6 26,3 26,8
Nitrogen (%) 6,7 6.8 7,0 6,9 7.0 7.0 6,9 7.0
Aske (%) 12,3 12,3 5,5 5,4 5,6 5,6 5,4 5,5
Stivelse (%) 9,0 9,1 10,5 10,5 10,2 10,0 10,3 10,5
Astaxanthin (mg/kg) 415 41,3 458 451 48,3 497 48,2 <1
Lutein (mg/kg) <1 2,2 <1 26 2,8 3.0 28 31
Zeaxanthin (mg/kg) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sum fosfolipid (%) 0,5 0,6 0,3 0,3 0,8 0,3 0,6 0,3
Sum EPA/DHA (%) 41 1.7 3 1.1 1.2 3 1.2 1.1
Retinol (IU/kg) 120 000 87 300 88 500 30 900 24 700 14 500 24 100 30 900
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Fosfolipidsammensetning i diettene
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Figur 3 Konsentrasjon av ulike fosfolipid klasser i diettene. LPC = lysophosphatidylcholine, SM =
sphingomyeline, PC = phosphatidylcholine, PS = phosphatidylserine, Pl = phosphatidylinositol, PA +
PE = phosphatidate + phosphatidyletanolamine.

5.1.2 Fiskeforsgket

Atlantisk laks med en startvekt pd 197 g ble fordelt i 33 kar (1 m? overflate, 0,5 m3vannvolum). Alle
diettene (1-8) ble foret til triplikate kar pa 12°C i 84 dager og diett 1,3 og 4 ble foret til triplikate kar pa
6°C i 120 dager. Temperatur og oksygen ble malt daglig. Forinntak ble malt ved & samle opp uspist
pellet og beregne mengde spist for ved a beregne differansen mellom utféret mengde og oppsamlet
mengde pa tgrrstoffbasis per kar (Helland m. fl. 1996). Ved slutten av féringsperioden ble avfgring
strgket av all fisk i alle kar som beskrevet av Austreng (1978). Samtidig ble 6 fisk per kar tatt ut for
prgver av filet, lever, og tarm for analyse av karotenoider og genuttrykk. Prgver for histologi av lever
og midt-tarm ble ogsa tatt fra 6 fisk per kar. Leverceller ble isolert fra 4 dietter: Marin diett, lavmarin
diett, lavmarin + MPL og lavmarin + DHA. Levercellene ble inkubert med *C-astaxanthin for & studere
metabolsk omsetning av astaxanthin i levercellene ved bruk av NMR. Dette er neermere beskrevet i
delmal 4.4. Det ble ogsa tatt blodprgver fra fiskene som det ble isolert leverceller fra, og lipoproteiner
ble separert ved ultrasentrifugering (Aas m. fl. 1999). Videre ble innholdet av astaxanthin og idoxanthin
i de ulike lipoprotein-fraksjonene analysert som beskreveti5.1.3.

5.1.3 Analyser

Prgver av lever ble analysert for totallipid og lipidklasser (Todorcevi¢ m. fl. 2009). Fett ble ekstrahert
etter en metode beskrevet av Folch m.fl.,, 1957. Deretter ble fettsyrene i ekstraktet trans-forestret til
fettsyre metyl estere (FAME). Fettsyresammensetning ble bestemt ved bruk av Hewlett Packard 6890
gass kromatograf (GC) utstyrt med en ID-BPx70 kolonne (SGE, Melbourne, Australia; 60 m x 0.25 mm
i.d., 0,25 um film) med helium som baeregass. Temperaturprogram; 50°Ci 1,2min, 50°C til 170°C med
4°C/min, til 200°C med 0.5°C/min, og til 300°C med 10°C/min. FAME ble detektert ved hjelp av en
flammeionisasjons-detektor (FID) og fettsyresammensetning verifisert ved hjelp av standard 68D (Nu-
Check Prep Inc). 23:0 ble benyttet som intern standard. For separering av ulike lipidklasser, ble Folch-
ekstraktet (tilsatt BHT (0.7 mg/l) dampet inn under nitrogengass og re-opplgst i kloroform. Frie
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fettsyrer (FFA), fosfolipider (PL), triacylglyseroler (TAG) ble separert ved hjelp av
tynnskiktskromatografi (TLC) med mobilfase: petroleumeter:dietyl eter:eddiksyre (113:20:2 v/v/v). De
ulike lipidklassene ble visualisert ved & dyppe platen i en kobber-18 Igsning. Flekkene som
korresponderte til henholdsvis FFA, PL og TAG ble identifisert ved sammenligning med kjente
standarder ved hjelp av en Bioscan AR-2000 imaging scanner (Bioscan Inc., Washington, DC, USA).

Astxanthin og metabolitten idoxanthin ble analysert i filet fra enkeltfisk og i samleprgver av tarm og
lever ved bruk av en ekstraksjonsmetode beskrevet av Bjerkeng med flere (1997). Prgvene ble
analysert pa HPLC pa en Spherisorb Phase Sep nitrile kolonne (250 mm x 4,6 mm, S5, flow 1,5 ml/min,
trykk 50 kgf/cm?2). Detesjon ved VIS 470 nm. Responsfaktor for astaxanthin standard brukes til
beregning av astaxanthin og idoxanthin.

Prgver av tarm, lever og muskel ble analysert med microarray. RNA ble ekstrahert med Agencourt
RNAdvance Tissue kit (Beckman Coulter). Nofima’s genome-wide Atlantic salmon microarray Salgeno
med 44k 60-mer oligonucleotide probes ble brukt. Prgvene ble frosset i flytende nitrogen og
oppbevart pa -80°C til de ble analysert.

5.1.4 Beregninger og statistikk
Spesifikk vekstrate (SGR)=(e("W-"Wo//t_1)*100

Vekstfaktor (Thermal growth coefficient) (TGC) = (W13 — W03)*1000/d°

WO er startvekt (g), W1 er sluttvekt (g), t er antall dager, og d° dggngradsum (antall dager x
gjennomsnittstemperatur).

Forfaktor (FCR) = for spist (kg)/biomassegkning (kg)
Kondisjonsfaktor (CF) = W x L*x 100, hvor L er lengde
Hepatosomatisk indeks (HSI) = levervekt / vekt helfisk *100;

Tilsynelatende fordgyelighet (ACD) =100*[1- ((X taeces/ Y faeces)/ (X ar / Ytor))],

hvor X = konsentrasjonen (mg kg™) av astaxanthin/fett og Y = konsentrasjon av yttrium

Statistiske analyser av effekter av behandling pa vekst (vekt, TGC, SGR), férinntak, FCR, ACD,
karotenoid sammensetning, og organindekser ble gjort i SAS Jmp ved hjelp en to-vegs ANOVA med
proteinkilde og oljekilde som faktorer. Videre ble det brukt Student’s t-test for rangering av forskjeller
mellom de ulike diettene/behandlingene. P - verdier < 0,05 ble regnet som statistisk signifikante, og P
—verdier <0,1 ble ansett som en tendens.

5.2 Delmal 2: Utnyttelse av astaxanthin i en kommersiell produksjonssyklus

| dette prosjektet ble utnyttelsen av astaxanthin i en kommersiell produksjonssyklus undersgkt i
Nofima sine FoU-konsesjoner i Sgr-Norge, lokalitet Vikane (Masfjorden, Hordaland) i samlokalisering
med Blom fiskeoppdrett AS. To grupper av 0-arig smolt av ulik stgrrelse ble produsert av Straumsnes
settefisk ved hjelp av lysstyring og satt ved sjglokaliteten den 21. september 2017. Den ene gruppen
hadde en gjennomsnittsvekt ved utsett pa 151 gram, mens den andre gruppen hadde en
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gjennomsnittsvekt pa 184 gram. Ved sjgutsett ble disse smoltgruppene delt i to og satt ut i hver sin
merd (120 m omkrets, Polarcircle, AkvaGroup, Bryne), slik at 2 merder hadde smolt pa 151 gram og 2
merder med smolt pa 184 gram. Etter dette ble merdene delt opp i en test og en kontroll gruppe, 2
merder per gruppe/behandling, se figur 4 for forsgksoppsett.

TEST
KONTROLL
151¢g 151¢g 184 g 184 ¢
120 449 stk 110 213 stk 94 463 stk 96 880 stk
M1 M2 M3 M4

Figur 4 Forsgksoppsett, vekt ved utsett, antall fisk og inndeling av grupper ved lokalitet Vikane med 120 m
merder.

Bade test- og kontrollgruppen gikk pa samme kommersielle for-serie frem til 28. mars 2018. Etter dette
fikk testgruppen et fér med et gkt innhold av protein og mindre fett sammenliknet med
kontrollgruppen, som fikk et for som tilsvarte et normalt kommersielt for. De fgrste kommersielle
forene brukt etter sjgutsett ble produsert av Skretting, mens foret brukt fra februar 2018 og frem til
forsgksslutt (januar 2019) ble produsert av BioMar. | denne perioden ble innholdet av fett, protein og
pigment i forene definert av Nofima. Det ble benyttet 50 mg/kg astaxanthin i foret for bade test- og
kontrollgruppen fram til den 30. juli 2018. Etter dette fikk testgruppen et for med et astaxanthin niva
pa 70 mg/kg frem til forsgkslutt, mens kontrollgruppen fortsatte pa 50 mg/kg astaxanthin. Dette ble
gjort pa grunn av det ble observert en svak gkning i pigment fra utsett til juli, og man ville da teste om
det er mulig & pke pigmentniva i muskel ved a gke astaxanthin-nivaet fra 50 til 70 mg/kg.

Se tabell 2 for deklarerte og kjemiske verdier av fett, protein og pigment i de ulike fortypene, samt
tidsperioden og vektintervallet hvor de ulike fortypene ble benyttet. De kjemiske analysene ble utfgrt
pa et tilfeldig parti av for ved lokaliteten innen hver pelletstgrrelse og analyser hos Nofima Biolab.
Tabell 3 viser vektede verdier over prosentandel av fett og protein basert pa on-line NIR analyser av
hver fér-batch innen hver pelletstgrrelse. Foret ble tildelt ved hjelp av et sentralféringssystem og
undervannskamera ble benytte for a vurdere appetitt og regulere utféringen. Vanntemperatur og
dedfisk ble registret daglig, lusetelling ble utfgrt ukentlig og fisken ble oppdrettet etter kommersielle
standarder til Blom fiskeoppdrett og etter gjeldene reglement og lovverk.
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Tabell 2

férene ble benyttet.

Vekt

Gram

150 - 300
300 - 600
600 - 900
900 - 1200
1200 - 2500
1200 - 2500
2500 - 4000
2500 - 4000

Tabell 3

Vekt
Gram
900 - 1200
1200 - 2500
1200 - 2500
2500 - 4000

2500 - 4000

Forgruppe
Behandling

Test og kontroll
Test og kontroll
Test og kontroll
Test og kontroll
Test
Kontroll
Test

Kontroll

Pellet stgrrelse

mm

3 mm

5mm

7 mm

10 mm
10 mm
10 mm
10 mm

10 mm

Forgruppe
Behandling
Test og kontroll
Test
Kontroll
Test

Kontroll

49
49
40
37
47
37
45
33

Deklarert niva

Protein (%)

Fett (%)

24
25
30
35
24
35
30
38

Pellet stgrrelse

mm
7 mm
10 mm
10 mm
10 mm

10 mm

50
50
50
50
50
50
70
50

Protein (%)

Astaxanthin
(mg/ke)

40
47
37
45
33

Kjemiske analyser (Nofima Biolab)

Protein (%)

48,6
47,4
40,8
34,6
46,7
37,2
44,3
34,1

Deklarert niva

Fett (%)

30
24
35
30
38

Fett (%)

23,7
24,9
31,5
37,2
23,8
34,6
30,1
37,6

Astaxanthin
(mg/ke)

52
50
54
58
52
58
68
61

Deklarerte og analyserte (on-line NIR-analyser hos BioMar) nivé av protein og fett innhold | kontroll- og testfér benyttet i Igpet av forspket.

Protein (%)

42,6
46,3
37,6
44,7

34,5

Deklarerte og kjemiske verdier av protein, fett og astaxanthin innholdet i kontroll- og testfér giennom forsgksperioden, samt tid og vektintervall hvor de ulike

Periode
Méaned/Ar

Aug 17 —Sep 17
Sep 17 — Nov 17
Nov 17 —Jan 18
Jan 18 — Mar 18
Mar 18 —Jul 18
Mar 18 —Jul 18
Juli18 —Jan 19
Jul 18 —Jan 19

Online NIR-analyser (BioMar)

Fett (%)
29,6
24,3
34,4
30,3

38,1



| Ippet av sjgfasen ble det jevnlig tatt ut fisk for analyser av fett og pigment i muskel (NKS — Norsk
Kvalitetssnitt; NS 9401), samt fett og innholdet av astaxanthin og idoxanthin i lever. Ved hvert uttak
ble det registrert vekt og lengde individuelt pa 100 fisk fra hver av merdene, og deretter ble 10 fisk
med tilsvarende lik vekt og kondisjonsfaktor som de 100 fiskene (*10 %) selektert og tatt ut for
analyser. Dette for & sikre at man tok ut et representativt utvalg av fisk som tilsvarer
giennomsnittsvekten og kroppsformen i merden. En stor kastenot ble brukt for a fange laks fra merden,
for fisken ble havet over i et 1000 liter kar med 200 ml Benzoak vet. (ACD Pharmaceuticals AS, Leknes,
Norge) og bedgvet (ca. 2-5 min) fgr vekt og lengde ble registret forlgpende pa individniva om bord i
baten ved merdkanten. Fisk som ble tatt ut til analyser ble avlivet ved et hardt slag mot hode fgr
gjellene ble skaret over og lagt i vannbad for ut-blgdning. NKS og lever ble deretter tatt ut, lagt i poser,
plassert i isoporkasser med is og fraktet til laboratoriet pad As samme dag. Leveren ble fryst ved -20,
mens NKS ble lagret pa is i 3 dager til den var ute av rigor (d@dsstivhet), fgr den hgyre NKS siden ble
filetert og fotografert med Photofish for hurtiganalyse av fett, pigment og farge. Etter dette ble NKS
koteletten fryst ved -20. Alle NKS’er og levere ble deretter sendt til Nofimas laboratorium pa
Sunndalsgra for kjemiske analyser av astaxanthin og idoxanthin ved hjelp av HPLC. Tabell 4 viser
oversikten over dato for uttak av fisk og gjennomsnittsvekt (standardavviket er vist i parentes) pa de
10 fiskene som ble tatt ut for analyser i de ulike merdene.

Tabell 4 Oversikt over dato for uttak og snittvekt og standardavviket i parentes pa fisk tatt til analyse fra

hver merd.
Test Kontroll Test Kontroll
UTTAK DATO M1 M2 M3 M4

SO 05.09.2017 190 (21) 191 (26) 233 (26) 230(12)
s1 27.10.2017 505 (22) 504 (44) 618 (20) 617 (22)
s2 04.01.2018 999 (61) 994 (79) 1203 (29) 1169 (41)
s3 08.03.2018 1068 (76) 1066 (58) 1408 (39) 1389 (33)
s4 24.05.2018 1474 (38) 1370 (69) 1662 (45) 1722 (56)
S5 23.08.2018 2036 (57) 2271 (124) 2325 (77) 2348 (71)
S6 22.11.2018 3516 (84) 3513 (83) 3849 (92) 3774 (94)
s7 29.01.2019 4274 (157) 4206 (124) 4155 (159) 4270 (126)

Figur 5 viser vanntemperaturen gjennom sjgfasen ved lokalitet Vikane, samt antall avlusinger,
tidspunkt for PD pavisning og dgdelighetsperioden som var relatert til PD-utbruddet.
Gjennomsnittstemperaturen var pa 10.6°C med minimum i februar 2018 pa 3.2 °C, og maksimum i
august 2018 pa 16.6°C. | oktober 2017, like etter sjgutsett, ble fisken foret med diflubenzuron mot
lakselus, og i lgpet av forsgksperioden ble det utfgrt totalt 11 ikke-medikamentelle avlusninger, to med
ferskvann i brgnnbat og resterende med thermolicer.
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Figur 5 Oversikt over temperatur utvikling, samt antall og type avlusinger ved lokalitet Vikane giennom
forsgksperioden.

5.3 Delmal 3: Effekt av ulike smoltproduksjonsprotokoller pa utnyttelse av
astaxanthin

| et prosjekt i SFI’et CtrlAQUA er ulike smoltproduksjonsregimer sammenlignet i et forsgk ved Nofimas
resirkuleringsanlegg pa Sunndalsgra. Settefisk av ulik stgrrelse ble produsert med og uten lysstyring,
og gikk pa ferskvann eller 12 ppt til utsett i sjg ved ca 200 og 600 g. Kontrollgruppa var en tradisjonell
smolt som ble lysstyrt og satt ut i sjg ved 100 g. Fisken gikk i sipmerder ved Gildeskal Forskningsstasjon
(Gifas) til slaktestg@rrelse (ca 4-5 kg). Designet pa forsgket egner seg godt til 3 studere eventuell effekter
av ulike produksjonsregimer pa omsetning og utnyttelse av astaxanthin og om produksjonsbetingelser
i tidlig livsfase kan ha betydning for kvaliteten pa sluttproduktet. Astaxanthin og metabolitten
idoxanthin ble malt i filet og hel fisk f@r, under og etter smoltifisering, fgr utsett pa 100, 200 og 600 g,
og 5 uker etter utsett i sjg. | sjgfasen ble det tatt prgver av filet (Norwegian quality cut, NQC) ved om
lag 1,3 og 4,5 kg.

Forspket var designet som et 2x2x2 faktorielt oppsett i RAS med faktorene:

1) lysperiode (tradisjonell mgrkeperiode, 12:12 L:D i 6 uker eller 24:00 timer lys hele perioden i RAS)
2) salinitet i den pafglgende produksjonsfasen (0 eller 12 ppt fra 100 g i RAS) til utsett i sj@

3) stgrrelse ved utsett (200 eller 600 g)

Disse behandlingene ble i sjgfasen sammenlignet med en tradisjonell smoltproduksjon (12:12 L:D i 6
uker, deretter 4 uker med fullt lys, 24h, i ferskvanns RAS, utsett i sjg ved ca. 100 g) med tanke pa vekst,
overlevelse, kijgnnsmodning og kvalitet ved slakt. Det ble benyttet kommersielle for fra samme
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produsent (Skretting) i hele forsgket. Alle behandlinger i forsgket fikk til enhver tid fikk samme for, fra
samme batch, uavhengig av om den gikk i RAS eller i sjg. Effekter pa pigmentering skyldes derfor miljg
og ikke diett. Frem til pelletstgrrelse 4 mm inneholdt foret 70 mg/kg astaxanthin, mens det fra 6-12
mm inneholdt 50 mg/kg astaxanthin.

Det ble det tatt ut prgver til karotenoid sammensetning i hel fisk bade i RAS og i sjgfasen. | RAS ble det
tatt ut pregver fgr fisken ble satt pa mgrkeperiode (start), og sa ved utsett av 100 g, 200 og 600 g fisk i
sj@. | sigfasen ble det tatt prgver etter 5 uker i sjg for alle tre utsett, og sa ved avslutning av forsgket
nar fisken var blitt ca. 4.5 kg i snitt. Prgvene av helkropp ble analysert for astaxanthin og reduktive
metabolitter av astaxanthin, og for innhold av fett. Prgver av filet (NQC) ble tatt ved utsett av 200 og
600 g, etter 5 uker i sj@, og ved uttakene i mai, september og november nar fisken var henholdsvis ca.
1 kg, 3 kg og 4.5 kg i gjennomsnitt. Prgvene av NQC ble analysert for fett og karotenoider.

5.3.1 RAS landbasert fase

Laksen ble startforet i januar 2016 og gikk i giennomstrgmming frem til forsgket ble startet. 5400 parr
(300 x 18) ble PIT-merket ved ca 30 g. Hver behandling i gikk duplikate 3,2 m3 forsgkskar i Nofimas
senter for resirkulering i akvakultur (NCRA) pa Sunndalsgra (beskrevet i Terjesen med flere., 2013). Det
ble benyttet kommersielt for av samme type til alle kar i RAS (pelletstgrrelse tilpasset fiskestgrrelser
20-600 g, 2-4 mm). Alle forsgksgrupper ble vaksinert med en kommersiell vaksine fra Pharmagq (Alfa
Ject micro 1000). Behandlingene med vintersignal startet 13. juni og varte til 27. juli. Kontrollgruppen
ble evaluert til 3 veere ferdig smoltifisert 22. august. Sjgvannstester ble gjort i forkant av utsett i sjg av
kontrollgruppen i august 2016 (3 tester, 72 timer, 34 ppt S) og f@r utsett av 200 og 600 g fisk etter
standard prosedyrer (Kolarevic med flere., 2014). Ved utsett til sjg ble fisken transportert med bil til
GIFAS. Fisken ble havet forsiktig ut av karene og over pa bilen og Aqui-S (2,7 mg/L) ble brukt til & sedere
fisken i karene. 23. august 2016 ble kontrollgruppa transportert til ngter i sjg ved GIFAS. Fra utsett av
kontrollfisken ble saliniteten gradvis gkt over ca. 2 uker i de behandlingene som skulle ga pa 12 ppt
frem til utsett i sj@. Sjgvannstester ble ogsa gjort fgr utsett av fisk pa 200 og 600 g den 5. oktober og 9.
desember.

5.3.2 Sjgfase

Den fgrste tiden i sjgfasen gikk de ulike behandlingene adskilt i mindre ngter (5x5x5m, 125 m3) med
oppsett for maling av férinntak. Behandlingene ble deretter blandet i to 11x11 m ngter (8 m dype, ca.
1000 m3) frem til slakt.

Fisken ble foret etter appetitt, med litt overforing for a sikre godt forinntak. Fisken ble féret to maltid
per dag i perioden mars til oktober og ett maltid per dag i perioden november til februar. Fisken ble
foret med foringsautomater i 11 m merder og handféret i 5x5 m merder. Fisken fikk for med slice mot
lus ved 4 anledninger: 27 sept-3 okt 2016 (100 g utsett), 25 okt-4 nov 2016 (200 g utsett). 3-15 februar
2016 (600 g utsett), og 8-15 mai 2017 (alle grupper). | tillegg ble det benyttet en metode med mekanisk
avlusing ved 4 anledninger: 21-23 feb 2017, 29-31 mai 2017, 17-18 august 2017 og 10 november 2017.
Vanntemperatur pa 1, 3 og 5m, salinitet og oksygenkonsentrasjon pa 3m ble logget daglig. Temperatur
er vist i figur 6. Det ble tatt prgver av fisken og gjort registreringer av lengde, vekt, vekt av gonader og
scoring av velferd og vaksinebivirkninger ved totalt 6 prgveuttak i sjgfasen. Forsgket ble avsluttet 17.
november 2017. Ytterligere detaljer omkring forsgksbetingelser og @vrige resultater kan finnes i
Nofima rapport 38/2018.
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Figur 6 Vanntemperatur pa Gifas i Igpet av forsgksperioden.

5.4 Delmal 4: Studier av opptak og metabolisme av astaxanthin ved bruk av *3C
NMR-spektroskopi

| denne arbeidspakken ble Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR) brukt til 3 identifisere og
kvantifisere nedbrytingsprodukter av astaxanthin i cellekulturer og ogsa in vivo i levende fisk.

5.4.1 Forspk med hepatocytter

Hepatocytter ble isolert fra fisk fra féringsforsgket som beskrevet av Kjaer m. fl. (2016) for a studere
hvordan ulike forkomponenter pavirker opptak og metabolisme av *C-merket astaxantin i lever.
Cellene ble inkubert med '*C-merket astaxanthin i 48 timer for & identifisere metabolitter av
astaxanthin ved @ bruke NMR (Nuklezer Magnetisk Resonans) spektroskopi ved NTNU. NMR-
spektroskopi er en metode som kan detektere og kvantifisere frie karotenoider og deres estere i
forskjellige vev. | denne studien ble bade 'H og 3C NMR brukt til & méle astaxanthin opptak og
omsetning i laks foret med fire ulike dietter som beskrevet i delmal 2:

Det ble isolert celler fra fglgende 4 diettgrupper:

e Diett 1: Marin diett

e Diett 2: Lav marin diett

e Diett 5: Lav marin diett tilsatt marint fosfolipid (MPL)
e Diett 6: Lav marin diett tilsatt DHA

Cortisol ble ogsa tilsatt celler fra fisk féret marin og lavmarin diett for a indusere stressrespons, for a
se om dette ville ha effekter pa astaxanthin-opptak og omsetning.

Ekstraksjon ble gjort med bruk av heksan og aceton. Det var en utfordring a detektere karotenoider i
hepatocytter og enterocytter pa grunn av de sma vevsprgvene (7-30 mg). Det var derfor ngdvendig
med ytterligere metodeoptimalisering av ekstraksjonsprosedyren og av NMR-analysene.
Lgsningsmidler med forskjellig polaritet ble brukt til & separere den ikke-polare fraksjonen av lipider
fra de mer polare komponentene, inkludert astaxanthin og andre karotenoider (for eksempel
zeaxanthin, idoxanthin, B-karoten). Astaxanthin er lite Igselig i heksan, men mye lettere lgselig i
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aceton. Derfor ble bare acetonekstrakter brukt til NMR-analyse av astaxanthin. 1D*H-NMR-spektra av
alle organiske ekstrakter (bade heksan og aceton) ble ervervet ved 300K med et Bruker Avance 600
MHz spektrometer utstyrt med 5-mm z-gradient-TXI (H / C / N) -cryoprobe. | alt 84 spektra ble
registrert. Et sett med 2D NMR-spektra fra hel lever av noen replikater fra hver diett ble ogsa tatt opp
for & analysere produkter av lipid- og karotenoidmetabolisme i intakt vev. Et sett med NMR-spektra
for referanseforbindelsene (astaxanthin, idoxanthin, zeaxanthin, retinol, B-karoten) ble brukt til 3
identifisere resonansene i prevematerialet. 3C-anriket astaxanthin og metabolitter har resonanser ved
forskjellige kjemiske skift i NMR-spekteret sammenlignet med naturlige (*C) karotenoider og kan
derfor skilles fra hverandre. En ekstern tetramethylsilan (TMS) NMR-standard ble brukt til 3
kvantifisere de ulike metabolske produktene av astaxanthin.

En ikke-malrettet statistisk analyse ble utfgrt pa alle spektroskopiske data for & bestemme
spesifisiteten av lipid- og karotenoidmetabolismen i hver gruppe. De viktigste signalene i den delen av
NMR-spekteret hvor man finner karotenoider ble identifisert ved bruk av ANOVA-testen (IBM SPSS
Statistics). De signifikante signalene ble brukt for & utfgre en linezer diskriminerende analyse (LDA, IBM
SPSS Statistics) av NMR-data.

5.4.2 Forspk med enterocytter

Primeere tarmceller (enterocytter) ble isolert fra laks foret en kommersiell diett. Nofima har etablert
en metode hvor modne enterocytter isoleres, festes til bunnen av en celleflaske og holdes levende i
kultur i ca 48 timer. Slike cellemodeller er egnet til & studere hvilke faktorer som kan pavirke opptak
og metabolisme av astaxanthin i tarmceller innen et begrenset tidsrom. Cellene ble inkubert med ulike
doser 3C-astaxanthin i 24 timer for se om det var en dose-respons i opptak av astaxanthin. Ved en
dose ble det ogsa tilsatt cortisol i mediet for & se om dette pavirket metabolisme av astaxanthin. Det
ble gjort tester av cellenes viabilitet for a sikre at de var metabolsk aktive. Etter inkubering ble cellene
hgstet og ekstrahering og analyse ved NMR ble gjort som for hepatocytter beskrevet i 4.4.1.

5.4.3 In vivo stress forspk med laks

Laks (startvekt 411 g) ble foret dietter med coatet med 3C-astaxanthin i 12 dager, deretter ble fisken
sultet i 4 uker. | denne 4 ukers-perioden ble fisken utsatt for en stressbelastning en gang per uke i 4
pafglgende uker ved at fisken ble trengt i karene ved at vannstanden ble tappet ned til ca. 1/3. Fisken
ble sa havet ut av karet og over i en stamp og tilbake i karet igjen. Fisken ble ikke bedgvd under having.
Kontrollfisken ble forstyrret minst mulig i Igpet av forsgket. Det ble tatt prgver ved avslutning av foring
med 3C-astaxanthin (fgr stress) og sa etter 24, 48 og 72 timer og ved avslutning av forsgket. Innholdet
av C-astaxanthin og nedbrytningsprodukter ble malt i blod og ulike vev og organer (lever, muskel,
tarm). Kjemisk sammensetning av hel fisk ble malt ved avslutning av forsgket.
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6 Oppnadde resultater, diskusjon og konklusjon

6.1 Delmal 1: Effekt av forkomponenter og temperatur pa fordgyelighet og
retensjon av astaxanthin

6.1.1 Forinntak og vekst

Resultatene fra forsgket viste en negativ effekt av lavt innhold av marint protein i foret pa férinntak
og vekst bade pa 6 og 12 °C (p < 0,0001, Figur 7 og 8). Det var ingen signifikante effekter av oljekilde
pa forinntak og vekst. Tilsats av fosfolipider fgrte til en bedring i forinntak etter ca. tre uker og ut
forsgket sammenlignet med dietter med lavt innhold av fiskemel uten tilsatt fosfolipid (Figur 7A). Det
var ingen signifikante forskjeller mellom dietter tilsatt marine fosfolipider og soya lecithin i sluttvekt,
SGR og TGC, men veksten var litt lavere i disse behandlingene sammenlignet med fisk féret dietter med
fiskemel (Figur 8, p < 0,05). Aller darligst vekst hadde fisk féret den lavmarine dietten tilsatt ekstra
DHA. Tre dietter ble ogsa testet pa 6 °C: Marin, FM + PO og PP + FO. Ogsa her var det lavere férinntak
og vekst i dietten med planteprotein, men forskjellene var mindre enn pa 12 °C (Figur 7B og 8). SGR
var lavere pa 6 enn pa 12 °C, men TGC var hgyere pa 6 °C. Det var ingen signifikant effekt av temperatur
pa FCR. Pa 6 °C var det en tendens til hgyere FCR pa fiskemelsdietter, mens det var ingen effekt av
oljekilde. Pa 12 °C var det en signifikant hgyere FCR for fiskemelsdietter og for dietten tilsatt marine
fosfolipider (p < 0,0001, Figur 8).
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Figur 7 Daglig férinntak per kar (gjennomsnitt av tre kar per behandling) ved A) 12 °C og B) 6 °C.
FM-=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine
fosfolipider, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin.
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Sluttvekt, férfaktor (FCT) og vekstrate (SGR og TGC) i laks (startvekt 197 g) foret dietter med ulikt
innhold av marine ingredienser ved 12 °C og 6 °C. Signifikante forskjeller mellom behandlinger er
indikert med store bokstaver ved 12°C og sma bokstaver ved 6°C (p < 0,05). Verdier er snitt per
behandling +SEM. FM=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec =
soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin. Dietter er gruppert
etter sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre.

6.1.2 Akkumulering av fett i tarm, lever og innvoller

Fosfolipider er viktige for dannelse av chylomikroner i tarmen. Chylomikroner er transportproteiner
for fett og fettlgselige forbindelser som astaxanthin og andre karotenoider. Akkumuleringen av fett i
tarmveggen tydet pa at transporten av fett gjennom tarmcellene ble hemmet nar innholdet av
fosfolipider i dietten var lavt. Midt-tarmen hos laks foret en lavmarin diett hadde unormalt mange
vakuoler, et tegn pa akkumulering av fett i tarm-veggen. Laks som fikk et fér med fiskemel som
proteinkilde hadde normal tarm (Figur 9). Tilsats av marine fosfolipider resulterte i en tarm med
normal vakuolisering slik som hos laks féret en fiskemelsdiett, mens tilsats av soyalecitin ga bare en

delvis normalisering av antall vakuoler i tarmen (figur 9B).
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Figur 9 A) Mikroskopibilder av normal og unormal vakuolisering i tarmceller hos laks. B) % andel av fisken

som hadde normal, delvis normal og hypervakuolisering i tarmen. Alle prgver er tatt ved 12°C.
Dietter er gruppert etter sammenlignbar vekst pé 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til
hgyre.

Relativ leverstgrrelse (leverindeks/hepatosomatisk indeks, HSI) var lavere for dietter med fiskemel og
marine fosfolipider sammenlignet med de andre gruppene (p < 0,0001, Figur 10A). Fisk féret en
lavmarin diett uten astaxanthin hadde hgyest leverindeks av alle behandlinger. Det var ingen effekt av
oljekilde pa leverindeks, men det var hgyere leverindeks pd 6°C enn pa 12 °C. Mengden innvollsfett
var sterkt positivt korrelert med kroppsvekt (y = 0,0063 x + 1,97, R?= 0,90, p < 0.0001), fisk med god
vekst hadde ogsa mest innvollsfett, slik at fisk féret marint protein, og dietter med MPL og soyalecitin
hadde mest innvollsfett. Det var ingen effekt av temperatur pa score for innvollsfett (Figur 10B).
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Figur 10  (A) Leverindeks (hepatosomatisk indeks, HSI) og (B) score for mengde innvollsfett i laks féret dietter
med ulikt innhold av marine ingredienser. Signifikante forskjeller mellom behandlinger pé 12 °C er
indikert med store bokstaver (p < 0,05). Verdier er giennomsnitt per behandling +SEM.
FM-=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine
fosfolipider, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin. Dietter er gruppert etter sammenlignbar vekst
pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre.

6.1.3 Lipidsammensetning og % fett i lever

Det var en signifikant effekt av diett pa fettinnholdet i lever, bade pa 6 og 12 °C (p < 0.0001). Lavest
fettinnhold var det i lever hos laks foret den marine dietten (Figur 11A). Fettinnholdet i lever var hgyere
i laks foret dietter med planteprotein sammenlignet med fiskemelsdietter, men planteolje fgrte ogsa
til en gkning i fettinnhold, saerlig pa 6 °C (p < 0,0001). Ved 6°C var det hgyere fettinnhold i lever i fisk
foret FM+PO sammenlignet med fisk foret en marin diett og en diett med planteprotein og fiskeolje
(PP +FO). Lipidsammensetningen i lever var ogsa pavirket av diett (Figur 11B). Den marine dietten
hadde mye lavere innhold av triglycerid (TAG) enn de gvrige diettene (p < 0,0001) og ogsa lavere
innhold av monoacyl (MAG) og diacylglycerider (DAG). Nar det gjaldt fosfolipid (PL) var det hgyest
innhold i lever fos laks féret diettene tilsatt PL og i FM+PO dietten, og ingen signifikante forskjeller
mellom de gvrige diettene pa 12°C. Ved 6°C var det ingen forskjeller i PLi lever mellom diett-gruppene,
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men det var hgyere MAG/DAG og TAG i fisk foret med fiskemel og planteolje (FM+PO) sammenlignet
med de to andre diettene.
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Figur 11 (A) % fett i lever ved 12 og 6 °C, forskjeller mellom behandlinger er markert med henholdsvis store
og smad bokstaver pa 12 og 6°C, og (B) innhold av ulike lipidklasser i lever fra laks féret de ulike
diettene pa 12°C. Verdier er gjennomsnitt per behandling + SEM (n=3). PL = fosfolipid, MAG =
monoacylglycerid, DAG = diacylglycerid, TAG = triacylglycerid, FFA = frie fettsyre. FM=fiskemel, FO=
fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA =
lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin. Dietter er gruppert etter
sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre.

6.1.4 Indikatorer pa lever og muskelfunksjon (ALAT, ASAT, CK)

Det ble analysert innhold i blod av enzymene aspartat aminotransferase (ASAT) og alanin
aminotransferase (ALAT) som er indikatorer pa leverfunksjon. Det ble ogsa analysert for innhold av
kreatinkinase (CK) i blod, som er en indikator pa muskelfunksjon. Det var generelt stor variasjon
mellom enkeltindivider i bade ASAT og ALAT, men det var likevel signifikante effekter av diett for begge
enzymer (p < 0,01). Men hovedeffekten skyldtes forskjeller i vekst hos laks féret de ulike diettene, laks
foret dietter som resulterte i lav vekst hadde lavere verdier enn laks foret dietter som ga normal vekst.
Alle tre enzymer var positivt korrelert med vekt ved avslutning av forspket (R?= 0,47-0,57). Nar man
kun sammenlignet dietter som ga sammenlignbar vekst var det ingen signifikante effekter av diett for
dietter med normal vekst (Figur 12A), mens det var signifikante effekter pa ASAT og ALAT nar man

25



sammenlignet dietter med lav vekst (Figur 12B) med hgyest verdier i FM+PO og lavest verdier i dietten
med tilsatt DHA, som ogsa vokste darligst.
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Figur 12 Indikatorer pa leverfunksjon: Aspartat aminotransferase (ASAT), Alanin aminotransferase (ALAT) og
indikator pG muskelfunksjon (C) Kreatinkinase (CK) i fisk foret de ulike diettene. Verdier er
gjennomsnitt per behandling +SEM. Dietter er gruppert etter sammenlignbar vekst pG 12°C, (A) TGC
2,8-3,1 (B) TGC 1,6-2,3. Signifikante effekter av diett er markert med ulike bokstaver.

6.1.5 Fordgyelighet av astaxanthin og fett

Fordgyeligheten av fett og astaxanthin ble kraftig redusert nar laksen fikk et for med lavt innhold av
fiskemel sammenlignet med nar laksen fikk et for med fiskemel (Figur 13A). A bytte ut fiskeolje med
rapsolje hadde ikke negativ effekt pa fordgyeligheten av astaxanthin og fett ved 12°C. Nar dietten med
lite fiskemel ble tilsatt ekstra fosfolipid, bade av marint opphav og som soyalecitin, forbedret det
fordgyeligheten av bade astaxanthin og fett, og fordgyeligheten av astaxanthin og fett gkte
proporsjonalt med innholdet av fosfolipid i foret (Figur 13B). Dette kan tyde pa at fosfolipider er viktige
for Igselighet av astaxanthin og fett i miceller i tarm lumen, noe som er avgjgrende for et effektivt
opptak i tarmcellene. Innholdet av PL i tarmlumen kan ogsa ha pavirket mengden av miceller som ble
dannet i tarmen. Det kan ogsa veere stgrrelsen pa micellene som pavirkes av konsentrasjonen av PL i
tarmlumen, sma miceller kan diffundere raskere og har stgrre overflate/volum og derfor gi hgyere
opptak av astaxanthin og lipid i tarmcellene. Men effekten pa fordgyelighet kan ogsa skyldes at
transport gjennom tarmen ble hemmet pga. redusert syntese av apoproteiner som inngar i
chylomikroner. Det var ingen signifikant effekt av temperatur pa fordgyelighet, ved 6°C var ADC
henholdsvis 40, 47 og 35% for marin diett, FM+PO og PP+FO. Dette kan skyldes at fisken pa 6°C spiste
mindre enn den pa 12°C, og dermed var passasjehastigheten gjennom tarmen lavere, og det er mer
tid til absorbsjon av astaxanthin. | forsgk hvor fisk pa ulike temperaturer parfores slik at férinntaket er
det samme, er det imidlertid vist en negativ effekt av lavere temperatur pa fordgyelighet av
astaxanthin (Ytrestgyl med flere 2005).
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Figur 13 A) Fordgyelighet (ADC) i % av spist for de ulike diettene pG 12°C. Dietter er gruppert etter
sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre. B) Korrelasjon mellom
innholdet av fosfolipid i féret og fordgyelighet (ADC) av henholdsvis fett og astaxanthin. Verdier er
gjennomsnitt per behandling (n=3. FM=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje,
soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA = lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin
diett uten astaxanthin.

6.1.6 Innhold av astaxanthin og metabolitter i ulike vev
Lipoproteiner og serum

Chylomikroner dannes i tarmen og frigjgres til blodbanen. Tarmen syntetiserer ogsa HDL og VLDL.
Chylomikronene og VLDL sirkulerer i blodbanen og avgir karotenoider til perifere vev som muskel.
Opptaksmekanismene for astaxanthin i muskel og andre vev hos laks er ikke kjent. | levra syntetiseres
det VLDL og HDL som sendes ut i sirkulasjonssystemet. Karotenoider kan da igjen komme i sirkulasjon
og tas opp i vev og organer. Mesteparten av karotenoidene i blodet finnes i HDL og albumin i laksefisk.
Det er ogsa mulig at karotenoidene gar direkte til lever via portaren. Detaljer for hvordan transport av
karotenoider foregar gjennom tarmen og videre over i blod og til lever er imidlertid ikke kjent i
laksefisk. Bade for astaxanthin og idoxanthin fant vi en stgrre andel i lipoproteiner (chylomikroner,
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LDL/VLDL og HDL) i laks foret den den marine dietten enn hva som var tilfelle for laks féret diettene
med planteprotein (Figur 14, p < 0,01). | laks foret den marine dietten var om lag 60 % av astaxanthin
og 70 % av idoxanthin i lipoproteiner, mens i laks foret planteproteindiettene var i snitt ca 60 % av
astaxanthinet i albumin-fraksjonen og ca 55 % av idoxanthin i albumin-fraksjonen.
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Figur 14  A) Astaxanthin og idoxanthin i serum hos fisk féret de ulike diettene pG 12°C. Verdier er
gjennomsnitt per behandling + SD (n=3). Signifikante forskjeller i innhold av astaxanthin mellom
behandlinger for hver temperatur er indikert med store bokstaver, og forskjeller i idoxanthin er
indikert med sma bokstaver (p < 0,05). B) Fordeling av astaxanthin og idoxantin i de ulike
lipoprotein fraksjonene og albumin. Dietter er gruppert etter sammenlignbar vekst pG 12°C, TGC
2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre. FM=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein,

O=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA = lav marin diett tilsatt DHA, -Ax
= Lav marin diett uten astaxanthin.

Muskel

Retensjonen av astaxanthin i muskel er ikke bare avhengig av fordgyeligheten av astaxanthin. Hvor
mye av pigmentet som omsettes metabolsk er ogsa viktig. Lever og tarm er antatt a veere de viktigste
organene for omsetning av astaxanthin. Selv om man kjenner noen metabolitter av astaxanthin sa er
det fortsatt ukjent hva som styrer omsetning av astaxanthin. Om pigmentet gar direkte fra tarmen til
lever eller om det gar til muskel f@grst kan vaere avgjgrende for hvor mye som omsettes metabolsk og
hvor mye som deponeres i muskel. | dette forsgket var innholdet av metabolitten idoxanthin hgyere i
muskel hos laks féret dietter som inneholdt fiskemel sammenlignet med hos laks féret med
planteprotein (p < 0,0001, Figur 15). Ogsa planteolje gkte konsentrasjonen av idoxanthin i muskel (p <
0,0001). Tilsats av fosfolipid, saerlig marine fosfolipid, gkte innholdet av idoxanthin i muskel (p < 0,05).
Det var en positiv linezer korrelasjon mellom innholdet av idoxanthin i muskel og innholdet av fosfolipid
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i foret (R? = 0,85). Forskjeller i vekst mellom behandlingene kan ha péavirket retensjon, men
sammenligner man dietter som hadde sammenlignbar vekst (TGC 2,8-3,1) det vil si marin diett, FM +
PO, og FM + MPL og soya lecithin, sa fant vi hgyest konsentrasjon av astaxanthin i fileten til laks féret
den lavmarine dietten tilsatt soyalecitin (Figur 15A). A erstatte fiskeolje med rapsolje i en
fiskemelsdiett hadde ingen effekt pa innhold av astaxanthin eller idoxanthin i filet. Men nar man
erstattet fiskeolje med rapsolje i en planteprotein-diett fgrte det til en nedgang i astaxanthin i filet
(Figur 15A). Nar man sammenligner astaxanthin i muskel ved 6 og 12°C sa var det ingen signifikant
forskjell i astaxanthin konsentrasjon for diettene FM + PO og PP + FO, mens det var hgyere astaxanthin
konsentrasjon for den marine dietten pa 6°C sammenlignet med 12°C (p < 0.05, Figur 15 A og B). Fisk
pa 6°C var noe mindre enn fisk pa 12 °C, sa relativt til kroppsvekt var astaxanthin og totalt karotenoid
i muskel hgyere i fisk pa 6 enn pa 12°C (p < 0,001, Figur 16). Mengden idoxanthin i muskel var hgyere
pa 6 enn pa 12°C (p < 0,0001). Det ble ogsa funnet en ukjent metabolitt i muskel. Konsentrasjonen av
denne metabolitten var ikke pavirket av proteinkilde, men var hgyere i fisk foret dietter med planteolje
(p <0,0001). Total mengde karotenoider i muskel var hgyere pa 6 enn pa 12°C, (p < 0,01) selv om fisken
var mindre.
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(A) Innhold av astaxanthin, idoxanthin og en ukjent metabolitt i muskel, tarm og lever fra fisk féret
de ulike diettene pa 12°C. Verdier er giennomsnitt per behandling (n=3). (B) Innhold av idoxanthin i
muskel (% av totalt karotenoid) ved 12 og 6°C. Dietter er gruppert etter sammenlignbar vekst pd
12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre. FM=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein,
PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA = lav marin diett tilsatt DHA, -Ax
= Lav marin diett uten astaxanthin.
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Figur 16  Astaxanthin i muskel plottet som funksjon av kroppsvekt pa 6 og 12°C. Verdier er giennomsnitt per
behandling (n=3). FM=fiskemel, FO= fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec =
soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA = lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin diett uten

astaxanthin.
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Figur 17  Retensjon av astaxanthin og total mengde karotenoider i muskel, pG 12 og 6°C. Verdier er
gjennomsnitt per behandling + SD (n=3). Signifikante forskjeller i retensjon av astaxanthin mellom
behandlinger for hver temperatur er indikert med bokstaver, (p < 0.05). Dietter er gruppert etter
sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre.

Hvor effektivt astaxanthin deponeres i muskel males gjerne i % deponert av spist mengde, som
betegnes som retensjon. For a ta hgyde for det som er metabolisert kan man ogsa beregne % retensjon
av total mengde karotenoider i muskel, regnet fra mengde spist. Retensjon kan vaere nyttig a bruke for
a sammenligne grupper som ikke har spist like mye, og dermed varierer i vekt, men ogsa nar innholdet
av astaxanthin varierer litt mellom diettene, slik som i dette forsgket, hvor diettene med fiskemel
hadde litt lavere innhold av astaxanthin (41,5 mg/kg) enn diettene med planteprotein (45-50 mg/kg).
Men fisk som fikk for med fiskemel eller tilsatt fosfolipider vokste derimot bedre og hadde hgyere
sluttvekt sammenlignet med de andre diettene. Ved 12°C var det hgyest retensjon av astaxanthin og
totalt karotenoid i muskel i diettene med soya lecithin og PP+FO (Figur 17). Det var lavere retensjon i
dietter med fiskemel og i dietten med MPL, men det var ikke en signifikant effekt av oljekilde pa 12°C.
Det var heller ingen signifikant effekt av DHA pa retensjon. Retensjonen pa 6 of 12°C var ikke signifikant
forskjellig for diettene FM+PO og PP+FO, men det var en gkt retensjon av astaxanthin og totalt
karotenoid for den marine dietten pa 6°C sammenlignet med pa 12°C (p < 0,05). Pa 6°C var det ogsa
en positiv effekt av fiskeolje pa retensjon av astaxanthin (p < 0.05). Det var ingen signifikant
sammenheng mellom fordgyelighet (ADC) av astaxanthin og retensjon av astaxanthin (R?= 0,06) eller
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retensjon av totalt karotenoid (R?= 0,002). Retensjonen av astaxanthin i muskel var negativt korrelert
med mengde idoxanthin i muskel bade ved 12°C (R?> = 0,67) og ved 6°C (R* = 0,76).

Lever

Ved 12°C var innholdet av astaxanthin i lever lavere i fisk foret lav marin diett og lav marin diett tilsatt
DHA (Figur 18, p < 0,05) sammenlignet med de gvrige diettene. (Figur 18, p < 0,0001). Ved 6°C var
innholdet av astaxanthin hgyere i lever hos fisk féret den marine dietten enn i fisk foret FM+PO og
PP+FO (Fig 18, p < 0,05). Det var ogsa mer astaxanthin i lever ved 6 enn ved 12°C (p < 0,005). Ved 12°C
var innholdet av idoxanthin hgyest i lever fra fisk foret dietten med MPL og lavest i lav marin, lavmarin
+ DHA (Figur 18). Fisk pa 6°C hadde hgyere konsentrasjon av idoxanthin i lever enn fisk pa 12°C (p <
0,0001). Det var ingen effekt av temperatur pa konsentrasjonen av et ukjent karotenoid med
retensjonstid pa 3 minutt i lever, men den utgjorde en stgrre andel av det totale innholdet av
karotenoider i lever pa 12°C enn pa 6°C. Dette karotenoidet er sannsynligvis en metabolitt av
astaxanthin. Pa 6°C ga planteolje i dietten gkt innhold av idoxanthin i lever (p < 0,001), mens det ikke
var noen effekt av planteolje ved 12°C pa konsentrasjonen av idoxanthin i lever. Det var ingen
korrelasjon mellom innhold astaxanthin og % fett i lever (R*= 0,001), noe som kan indikere at transport
av astaxanthin til lever eller ut av lever skjer ved hjelp av ulike mekanismer.
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Figur 18  Karotenoider i lever, pa 12 og 6°C. Verdier er gjennomsnitt per behandling + SD (n=3). Signifikante
forskjeller i innhold av astaxanthin mellom behandlinger for hver temperatur er indikert med store
bokstaver, og forskjeller i idoxanthin er indikert med sma bokstaver (p < 0,05). Dietter er gruppert
etter sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre. FM=fiskemel, FO=
fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA =
lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin.

Tarm

Det var effekter av bade diett og temperatur pa konsentrasjonen av astaxanthin og metabolitter i
tarmen. Konsentrasjonen av astaxanthin i tarm var hgyest i diettene tilsatt fosfolipid og i PP+FO
dietten. Lavest konsentrasjon ble funnet i den lavmarine dietten og i dietten tilsatt DHA (Figur 19). Ved
12°C var det en signifikant effekt av oljekilde, det var hgyere astaxanthin konsentrasjon i tarm hos fisk
som fikk fiskeolje (p < 0,01) mens det ikke var noen signifikant effekt av proteinkilde. Det var imidlertid
en signifikant interaksjon mellom protein og oljekilde (p < 0,05). Ved 6°C var det hgyest konsentrasjon
av astaxanthin i tarmen hos fisk foret med PP+FO dietten, og lavest konsentrasjon i FM+PO dietten.
Det var noe hgyere astaxanthin konsentrasjon i tarmen pa 6°C enn pa 12°C (p < 0,05). Konsentrasjonen
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av idoxanthin var som i lever hgyere pa 6 enn pa 12°C, og det var ogsa en gkning i idoxanthin i lever
ved bruk av planteolje pa 6°C. Det var ogsa hgyere konsentrasjon av idoxanthin i dietter med fiskemel
og i dietten tilsatt marine fosfolipider (Figur 19). | tarmen ble det i tillegg til astaxanthin og idoxanthin
funnet to ukjente metabolitter, en med retensjonstid pa ca 3 minutt og en med retensjonstid pa 3.9

minutt.

Konsentrasjonen av sistnevnte metabolitt og idoxanthin var positivt korrelert (y = 0.23x +

0.074, R2=0,71).
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Karotenoider i tarm, pd 12 og 6°C. Verdier er gjennomsnitt per behandling + SD (n=3). Signifikante
forskjeller i innhold av astaxanthin mellom behandlinger for hver temperatur er indikert med store
bokstaver, og forskjeller i idoxanthin er indikert med sma bokstaver (p < 0,05). Dietter er gruppert
etter sammenlignbar vekst pd 12°C, TGC 2,8-3,1 til venstre, TGC 1,6-2,3 til hgyre. FM=fiskemel, FO=
fiskeolje, PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine fosfolipider, DHA =
lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin.

6.1.7 Genutrykk i lever, muskel og tarm

Det ble gjort microarray analyser av lever og tarm av 6 fisk per diett fra fglgende dietter:

Marin diett

Lav marin diett (+ Ax)

Lav marin diett uten astaxanthin (-Ax)

Lav marin diett + marine fosfolipider (MPL)
Lav marin diett + soyalecitin (Soy lec)

Lav marin diett + DHA (+ DHA)

For a se pa eventuelle effekter av astaxanthin i muskel ble genuttrykket muskel analysert i den

lavmarine dietten og lavmarin diett uten astaxanthin.

Det ble funnet klare effekter av diett pa genutrykk i samtlige vev, og den mest tydelige forskjellen var
mellom fisk foret marin diett eller lav marin diett tilsatt marine fosfolipider og de @vrige diettene.
Sammenlignet med den marine dietten var antall gener med ulikt utrykk hgyest i lavmarin diett tilsatt
DHA og lavest i dietten tilsatt MPL (Figur 20). Det ble ogsa funnet klare effekter av astaxanthin i muskel,
lever og tarm nar man sammenlignet lavmarine dietter med og uten astaxanthin. Responsene var ulike

i muskel, lever og tarm.
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Tarm

| tarmen fgrte lavmarine dietter til gkt uttrykk av gener som gker ved inflammasjon og stress, og en
nedregulering av gener knyttet til lipid metabolisme og biotransformasjon (Figur 21). Tilsats av marine
fosfolipider til den lavmarine dietten normaliserte mange av responsene, og denne dietten var mest
lik den marine i genuttrykk. En stimulering av syntese av steroider og terpenoider i lavmarine dietter
indikerte mangel pa omega-3 fettsyrer. Lavmarine dietter fgrte ogsa til en ned-regulering av
genuttrykk av gener involvert i syntese og transport av retinoider, slik som betakaroten 15,15-
dioxygenase som spalter betakaroten til retinal som fgrte trinn i syntesen av A-vitamin i pattedyr (Figur
22). | diettene som ikke var tilsatt fosfolipid var det ogsa en ned-regulering av retinol bindende protein
II. | dietten tilsatt MPL var det mindre effekter pa gener involvert i retinoidsyntese og transport, med
unntak av en oppregulering av retinol saturase og retinol dehydrogenase som ikke var tilfelle i de andre
lavmarine diettene. Fravaer av astaxanthin i dietten reduserte genutrykket av gener i retinoid-syntese
og transport ytterligere sammenlignet med den lavmarine dietten med astaxanthin.

ANTALL GENER MED ULIKT UTTRYKK

2500
2000
1622

1500 1579
1000 851
500 160 794

151 545 512

MPL DHA - Ax

Soy lec PP/PO

M Intestine W Liver

Figur 20  Antall gener med forskjellig uttrykk i lever og tarm hos fisk féret de ulike diettene. Den marine
dietten er referansefér. PP=planteprotein, PO=planteolje, soy lec = soyalecitin, MPL= marine
fosfolipider, DHA = lav marin diett tilsatt DHA, -Ax = Lav marin diett uten astaxanthin.
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Figur 21 Gen-utrykk i tarm (midt-tarm) hos laks féret de ulike diettene sammenlignet med laks foret den
marine dietten (n=6 fisk per behandling). Den marine dietten er referansefér. Data er log2-
ekspresjons ratio. S@ylene viser sum av funksjonelle grupper av gener, hvert band representerer ett
gen.
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A)

Gene MPL
Beta-carotene 15, 15-dioxygenase 2 -0.24
Beta-carotene 15,15'-monooxygenase 0.68
Beta-carotene dioxygenase 1 0.09
Epidermal retinol dehydrogenase 2 0.39
Retinol dehydrogenase 3 0.91
Retinol dehydrogenase 8b -0.10
Retinol saturase 1.90
Retinol-binding protein Il -0.03
B)

ALDH 1
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7 RDH Cyp26

’
7
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Figur22  A) Gen-utrykk i midt-tarm av gener involvert i retinoid syntese og transport i de ulike diettene
sammenlignet med gen-uttrykk i den marine dietten. B) Oversikt over metabolisme av beta-karoten
til retinol i pattedyr. 8-carotene-15,15"-oxygenase (CMOI, = BCMO1 or BCO1), 8-carotene 9°,10'-
oxygenase 2 (CMOIIl or BCDO2 or BCO2), aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH 1 or RALDH), Cyp26=

cytochrome P450 (CYP) 26 family, retinol dehydrogenases (RDH), alcohol dehydrogenase (ADH),
lecithin:retinol acyltransferase (LRAT) (kilde:Shete og Quadro, 2013).

Lever

| lever fgrte lavmarine dietter til en oppregulering av gener knyttet til aminosyremetabolismen,
spesielt til syntese av serin. Det var ogsa en oppregulering av en rekke gener involvert i
lipidmetabolisme. | lever var det gen-utrykket i dietten tilsatt DHA som skilte seg mest fra de gvrige,
diettene tilsatt MPL og soya-lecithin var mest sammenlignbare med den marine dietten (Figur 23). Med
unntak av dietten tilsatt DHA hadde fisk foret de lavmarine diettene hadde tegn pa omega-3 mangel,

36



indikert ved gkt utrykk av gener knyttet til syntese av steroider og terpenoider. Dietten med DHA skilte
seg ut fra de gvrige med hgyere utrykk av gener relatert til stress og inflammasjon og lavere utrykk av
gener involvert i biotransformasjon (Figur 24). For gener involvert i retinoid-syntese og transport var
det en nedregulering av samtlige gener involvert i syntese av vitamin A i dietten tilsatt DHA. | lever hos
fisk foret en lavmarin diett uten astaxanthin var det en nedregulering av enzymene $3,8 15,15 mono-
og dioksygenaser som spalter beta-caroten (Figur 24). Alle lavmarine dietter hadde en oppregulering
av retinolbindende protein i lever i varierende grad sammenlignet med den marine dietten.

Ward's method Gene
1-Pearson r [D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
[D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
Lv-M1 Phosphoserine aminotransferase
Lw-SL5 Phosphatidylserine decarboxylase
Lv-MPL5 Phosphatidylserine decarboxylase
Lv-M2 lSolute carrier family 3
Lv-M3 [Methionine adenosyltransferase Il
Lv-M4 Solute carrier family 1
Lv-MPL2 Glutamate/neutral amino acid
Lv-MPL3 transporter)
Lw-SL4 Bolute carrier family 38, member 5b
Lw-M5 sparagine synthetase
pncredhan o acd
Lv-MPL4 . .
aa-Pro aminopeptidase 2
Lw-SL1 X .
Lipoprotein lipase
LwSL3 -
Endothelial lipase
Lv-DHA1 . .
LeDHA3 [Carnitine palmitoyltransferase
v cyl-CoA-binding protein-like
Lv-DHA2 .
- Perilipin
- [Fatty acid 2-hydroxylase
Lv-DHAS [Polyunsaturated fatty acid elongase
Lw-5L2 flov12
0 1 2 3 4 5 6 7

Linkage Distance

Figur 23 Gen-utrykk i lever hos laks féret de ulike diettene. Venstre figur: Cluster-analyse av gen-
ekspresjonsprofiler. Hayre: Ulikt utrykk av gener knyttet til aminosyre- og lipidmetabolisme
sammenlignet med marin diett.
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iGene MPL | Soylec | PP/PO DHA -Ax
Retinoid-binding protein 7 0.52 0.64 1.05 1.14
Retinol dehydrogenase 11 0.78 -0.02 0.19 0.33
Beta-carotene 15, 15-dioxygenase 2 -0.20 -0.25 -0.67
Beta-carotene 15, 15-dioxygenase 2 -0.22 -0.30 071
Beta-carotene 15,15'-monooxygenase -0.03 -0.49 0.76
Retinol dehydrogenase 11 1.07 0.27 -0.32 0.71
Retinol-binding protein 4-B 0.52 023 | 034 -0.49

Gen-utrykk i lever hos laks féret de ulike diettene sammenlignet med laks féret den marine dietten
(n=6 fisk per behandling). Data er log2-ekspresjons ratio. Sgylene viser sum av funksjonelle grupper
av gener, hvert band representerer ett gen.

Effekter av astaxanthin-mangel pa gen-utrykk i tarm, lever og muskel

Fraveer av astaxanthin i en lavmarin diett fgrte til en rekke endringer i gen-utrykk i de undersgkte
vevene. Responsen var forskjellig i muskel, lever og tarm, bade i antall gener som var utrykt forskjellig
og hvilke typer gener som var pavirket i de ulike vevene. | muskel var totalt 315 gener utrykt forskjellig,
men i lever og tarm var henholdsvis 78 og 160 gener utrykt forskjellig. (Figur 25).

Figur 25

Antall gener med ulikt uttrykk

Midt-tarm; 160

Antall gener med ulikt uttrykk i muskel, lever og tarm hos laks féret en lavmarin diett med og uten

astaxanthin.

| tarm var den stgrste effekten av astaxanthin-mangel en nedregulering av gener involvert i
immunforsvaret til laksen. Av de 160 genene med ulikt uttrykk i tarm var 134 nedregulert. Av disse var
en relativt stor andel immun-relaterte gener (47 gener). Mange av disse er involvert i forsvar mot virus
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(Figur 24). Det var ogsa en markant nedregulering av gener som tilhgrer gruppen ladder lectiner.
Lectiner er viktige komponenter i det uspesifikke immunforsvaret og kan ogsa aktivere komplement
systemet som er viktig som fgrste forsvar mot patogener. Komplement systemet aktiveres ved at
lectiner bindes til lipopolysakkarider pa overflaten av bakterier (Hoover med flere 1998), og lectiner er
vist @ ha antimikrobielle og immunregulerende funksjoner i fisk (Ng med flere 2015). En annen gruppe
gener med immunoregulerende funksjon, gimaps, var ogsa nedregulert i tarmen til fisk som ikke hadde
fatt astaxanthin. | pattedyr er gimaps ngdvendige for utvikling og overlevelse av B og T celler (Webb
med flere 2016, Datta med flere 2017,). Deres funksjon i fisk ikke er helt kartlagt, men det er sannsynlig
at de har en immunstimulerende funksjon.

| lever var det faerre gener som var pavirket av mangel pa astaxanthin enn i tarm, og mest
fremtredende var en gkt syntese av steroider og terpenoider (Figur 26). Dette er ogsa karakteristisk
ved mangel pa omega-3-fettsyrer. Det var ogsa en nedregulering av noen gener relatert til
immunforsvar i lever. Genet for enzymet heme oxygenase var ogsa nedregulert, dette enzymet
beskytter mot betennelse i lever hos pattedyr (Immenschuh med flere 2010, Origassa med flere 2013).
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Figur 26 Responser fraveer av astxanthin i en lavmarin diett pd gen-utrykk i tarm, lever og muskel hos laks.
Data er ekspresjons ratioer (folds).

Mangel pa astaxanthin hadde stgrst effekt pa gen-utrykk i muskel, av de registrerte endringene var
265 gener oppregulert sammenlignet med fisk foret en diett med astaxanthin. Av de oppregulerte
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genene utgjorde gener som induseres ved stress, samt gener relatert tilimmunforsvaret en stor andel,
henholdsvis 15 og 119 gener (Figur 26). Av de oppregulerte stressinduserte genene kan nevnes heat
shock proteins, metallothioneins, myc og gadd. De oppregulerte immunrelaterte genene tilhgrte ulike
funksjonelle grupper av immun-gener, gener for proteiner som reagerer og binder seg til antigener,
som MCHI og MCHII var oppregulert, det samme var ogsa gener spesifikke for lymfocytter (btk, cd274,
hcls1, hck) og gener som koder for proteiner med betydning for celle-mobilitet og adhesjon av celler
(cd53, coronin, connexion, fermitin).

Ut fra resultatene pa genuttrykk i tarm, lever og muskel synes astaxanthin & ha viktige og ulike
funksjoner i lever, tarm og muskel hos laks. Funksjonen er forskjellig i de ulike vevene, og den stgrste
effekten ble funnet i muskel, hvor gen-utrykket samlet indikerte en mild betennelsesreaksjon og
stressresponser. | lever var det st@rst effekt pa steroid-syntese, mens i tarm dominerte nedregulering
av immunresponser. Det ma imidlertid papekes at det var unormal fett-akkumulering i lever og tarm i
begge dietter, noe som kan indusere inflammasjon og stress-responser i cellene. Det er mulig at man
ikke ville fatt samme respons pa mangel pa astaxanthin i en marin diett som ga normal
fettakkumulering i lever og tarm.

6.2 Delmal 2: Utnyttelse av astaxanthin i en kommersiell produksjonssyklus

6.2.1 Resultater

Astaxanthin-nivaet i muskel gkte i Igpet av forsgksperioden i takt med gkende fiskevekt (fig 27 og 28).
Vi kan se at den store smolten innen bade test og kontrollgruppen hadde en nedgang i astaxanthin-
niva fra mars til mai 2018. Dette ble registret etter at PD ble pavist og kan vaere relatert til denne
sykdomspavisningen. Det var ingen signifikante forskjeller mellom forsgk- og kontrollgruppen i
astaxanthin-niva frem til forspksslutt. Ved det siste uttak i januar 2019 ble det observert nesten
signifikant gkt astaxanthin-niva (test: 5,6 + 0,1 mg/kg vs. kontroll: 4,8 + 0,3 mg/kg, P=0,06) i
testgruppen sammenliknet med kontrollgruppen. Testgruppen hadde numerisk sett hgyere
astaxanthin-niva ogsa ved uttakene i august og november 2018. Dette skyldes trolig gkningen i
astaxanthin-nivaet i foret til testgruppen fra 50 til 70 mg/kg i slutten av juli 2018. Det har tidligere blitt
vist at & gke pigmentinnholdet i foret utover 50 mg/kg har ingen eller liten effekt for a gke
pigmentinnholdet i muskel (Torrisen m.fl. 1995). De fglgende observasjonene kan indikere at det a gke
astaxanthin nivaet i foret over 50 mg/kg har en effekt, og da kanskje spesielt om hgsten nar fisken
lagrer fett. Dette kan vaere viktig da den stadig kortere produksjonstiden i sjg har gjort at knapt noen
laks gar mer enn en hgst i sjg nar man ser bort i fra den innledende smoltperioden. Det skal nevnes at
de kjemiske analysene av foret viste at kontroll-féret brukt fra mars til juli 2018 hadde 8 mg/kg mer
astaxanthin sammenliknet med test-foret, samtidig som at kontrollféret brukt fra juli til januar 2019
kun hadde 7 mg/kg mindre astaxanthin sammenliknet med testféret brukt i samme periode. Det skal
likevel understrekes at dette kun er analyserte verdier fra en batch med for, og ikke av alle batchene
for de respektive férene innen hver pelletstgrrelse.

Til tross for hyppige avlusninger og nedgang i temperatur, ser vi en god innfarging i muskel i Igpet av
hgst og vinterperioden i 2018. Idoxanthin-nivaet i muskel var hgyest etter utsett og ble redusert etter
hvert som fisken vokste (fig 29 og 30). Det ble ikke funnet noen forskjeller i idoxanthin-niva i muskel
mellom test- og kontrollgruppen. Merd 3 hadde et lavere niva av idoxanthin sammenliknet med alle
de andre merdene etter sjgutsett, men fulgte samme mgnsteret som de andre merdene.
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Fettinnholdet i muskel gkte i Igpet av forsgksperioden (figur 31 og 32) og i takt med gkende fiskevekt,
slik som pigmentnivdet. Det var ingen forskjeller i fettinnhold mellom test- og kontrollgruppen
gjennom forsgksperioden.
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Figur 27  Astaxanthin (mg/kg) i NKS for fisk tatt ut til analyser i de ulike merdene gjennom forsgksperioden.
Verdier er giennomsnitt per merd.
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Figur 28  Astaxanthin (mg/kg) i NKS basert pa slgydvekt av fisken tatt ut for analyser. Verdier er
gjennomsnitt per merd.
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Figur29  Idoxanthin (mg/kg) i NKS for fisk tatt ut til analyser i de ulike merdene gjennom forsgksperioden.
Verdier er giennomsnitt per merd.
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Figur 30  Idoxanthin (mg/kg) i NKS basert pd slgydvekt av fisken tatt ut for analyser. Verdier er gjennomsnitt
per merd.
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Figur 31 Fett (%) i NKS for fisk tatt ut til analyser i de ulike merdene gjennom forsgksperioden. Verdier er
gjennomsnitt per merd.
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Figur 32 Fett (%) i NKS basert pa slgydvekt av fisken tatt ut for analyser. Verdier er giennomsnitt per merd.

Figur 33 og 34 viser henholdsvis astaxanthin og idoxanthin-nivaet i lever fra utsett og frem til august
2018. Det var et signifikant (P = 0,04) lavere niva av astaxanthin i lever hos fisk i testmerdene
sammenliknet med kontroll ved uttaket i slutten av oktober 2017. Det ble observert en gkning i
astaxanthin nivaet i lever fra mai til august 2018 hos alle merder. Idoxanthin-nivaet i lever fulgte
samme mgnster som idoxanthin-nivaet muskel i begynnelsen av forsgksperioden, ved at det var hgyt
etter utsett og ble gradvis redusert frem til varen 2018. Etter dette ble observert en gkning i idoxanthin
fra mai til august 2018, i likhet med nivaet av astaxanthin. Testgruppen hadde et signifikant (P = 0,03)
lavere niva av idoxanthin ved utsett, sammenliknet med kontrollgruppen.
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Figur 33 Astaxanthin (mg/kg) i lever for fisk tatt ut til analyser i de ulike merdene gjennom forsgksperioden.
Verdier er giennomsnitt per merd.
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Figur 34 Idoxanthin (mg/kg) i lever for fisk tatt ut til analyser i de ulike merdene gjennom forsgksperioden.
Verdier er gjennomsnitt per merd.
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6.3 Delmal 3: Effekt av ulike smoltproduksjonsprotokoller pa utnyttelse av
astaxanthin

6.3.1 Vekst

Kontrollfisken som ble satt ut pa 100 g (100,4 + 4,5 g, CF 1,21 +0,02) hadde en SGR i RAS pa 1,8 (+0,06)
og TGC 1,82 (+0,06). Fisk som gikk pa kontinuerlig lys i RAS vokste bedre enn den som fikk 12:12 i 6
uker og de hadde hgyere kondisjonsfaktor (p < 0,001). Ved usett av 100 g lysstyrt smolt den 23.08 var
fisken som hadde gatt pa 24h i snitt 151 g (+7,7) med en CF pa 1,34 (+0,02) og SGR var 2,3 (+0,08) og
TGC 2,5 (#0,11). Frem til 200 g var det ogsa en signifikant positiv effekt av 12 ppt pa vekst (p < 0,05),
mens det ved 600 g ikke lenger var en effekt av salinitet pa vekt eller kondisjonsfaktor, men fortsatt
en positiv effekt av 24h pa vekst (p < 0,05).

Vektutvikling i forsgket er vist i figur 35. Den fgrste perioden etter utsett i sjg var det en negativ effekt
av kontinuerlig lys (24h) sammenlignet med lysstyrt fisk pa forinntak og férutnyttelse, mens det ikke
var noen effekt av & bruke brakkvann i RAS. Fisk satt ut ved 600 g hadde svaert darlig férinntak de fgrste
ukene etter sjputsett, mens fisk satt ut pa 100 og 200 g begynte a spise kort tid etter utsett. Vekst i
sjgfasen var fgrst og fremst pavirket av stgrrelse ved utsett, fisk satt ut ved 600 g hadde lavere TGC i
sjofasen (2,9) enn fisk satt ut ved 100 og 200 g (3,3). Hovedarsaken var darligere vekst i Igpet av
sommeren for 600 g utsettet (TGC i snitt pa 2,7) enn for 100 og 200 g utsettet (TGC pa 3,8 og 3,7). Ved
avslutning av forsgket var fisk satt ut ved 600 g i snitt 4,12 kg, mens fisk satt ut ved 100 og 200 g var
4,87 og 4,67 kg.
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Figur 35 Vektutvikling i Igpet av forsgket (fra oktober 2016 til november 2017) for de ulike behandlinger og
utsett. Verdier er basert pd samleprgver av 10 individ per not, Verdier er giennomsnitt per
behandling + SD (n=2).
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6.3.2 Pigmentering

Innholdet av astaxanthin i hel fisk gkte fra 200 til 600 g i RAS (p < 0,01) (Tabell 5). Konsentrasjonen av
astaxanthin-metabolitten idoxanthin var hgyere i fisk som ikke var lysstyrt (24h) ved 200 g, mens det
var ingen effekt av behandling ved 600 g. Andelen idoxanthin (i % av totalt karotenoid) avtok fra 200
til 600 g i RAS (p < 0,05).

For bade 200 og 600 g utsettet var det ingen endring i innholdet av astaxanthin de fgrste 5 ukene i sj@.
For 200 g utsettet var det en signifikant nedgang i innholdet av idoxanthin i Igpet av de fgrste 5 ukene
i sj@, mens det ikke var noen endring de fgrste 5 ukene i 600 g utsettet. Forinntaket og vekst var ogsa
veldig darlig i denne perioden for 600 g utsettet, mens 100 og 200 g utsettet begynte a spise kort tid
etter utsett. Etter 5 uker i sjg var det ingen effekt av behandling i RAS pa konsentrasjonen av idoxanthin
i 200 g fisk, mens det for 600 g fisk var en signifikant hgyere konsentrasjon av idoxanthin i fisk som
hadde gatt pa 24 h og 12 ppt i RAS f@r utsett sammenlignet med de andre behandlingene (p < 0,01,
interaksjon lysperiode*salinitet). Ved avslutning av forsgket nar fisken var mellom 4,2-4,8 kg var det
ingen forskjeller mellom gruppene i innhold av astaxanthin i hel fisk, men fisk som hadde gatt pa 24 h
i RAS hadde fortsatt litt hgyere innhold av idoxanthin sammenlignet med de som var lysstyrt (p <
0,001). Fisk satt ut i sjg ved 600 g hadde hgyere idoxanthin (p < 0,01) og lavere energi- og fettinnhold
sammenlignet med fisk satt ut ved 100 g og 200 g (p < 0,01, Figur 36). Det var ogsa en effekt av
lysbehandling i RAS pa energi i hel fisk ved slakt, fisk som ikke var lysstyrt (24 h) hadde litt hgyere
energi-innhold, for fett var det samme trend, men forskjellen var ikke signifikant (p = 0,11). Fisk som
gikk pa ferskvann i RAS hadde ogsa litt lavere astaxanthin enn de som gikk pa 12 ppt, men forskjellen
var ikke signifikant (p=0,12).

| RAS ble pigment malt i NQC (Norwegian quality cut) ved utsett av 200 og 600 g fisk. | sjg ble pigment
malt 5 uker etter utsett og fett ble malt i NQC i mai, september og november 2017. Ved utsett bade
ved 200 og 600 g var det ingen effekt av behandling i RAS pa astaxanthin i NQC, men som i hel fisk var
det hgyere idoxanthin i NQC fra fisk som hadde gatt pa kontinuerlig lys (Tabell ) (p < 0,05). Etter 5 uker
i sjg var det en tendens til hgyere innhold av astxanthin i NQC i 100 g utsettet sammenlignet med 200
g (p=0,09). | begge disse gruppene hadde innholdet av astaxanthin i NQC gkt signifikant de fgrste 5
ukene i sjg (p <0,001). Innholdet av astaxanthin i NQC var hgyere enn ved overfgring til sjg (p < 0,01).
For fisk satt ut pa 600 g var det ingen signifikant endring i astaxanthin i NQC fra utsett og etter 5 uker
i sjp. Det var en tendens til at fisk som hadde gatt pa 12 ppt i RAS hadde hgyere astaxanthin i NQC etter
5 uker i sjg (p =0,09). Mengden idoxanthin i NQC gikk ned etter overfgring til sjg bade i fisk satt ut pa
100, 200 og 600 g (p < 0,001).

| Ippet av vinteren og varen gkte pigmentnivaet i fisken til mellom 3-4 mg/kg ved uttaket i mai nar
fisken i snitt var rundt 1 kg (Figur 37A, 38A). | denne perioden vokste 200 og 600 g utsettet tilnaermet
like godt (TGC pa 3,4 og 3,3), men kontrollgruppa hadde en TGC pa 3,8. Det var en signifikant effekt av
vekt ved utsett pa astaxanthin i NQC (p < 0,001). Hgyest astaxanthin-konsentrasjon i NQC hadde
kontrollfisken, og 600 g utsettet hadde lavest konsentrasjon, til tross for at den var stgrst pa dette
tidspunktet. Motsatt var det for idoxanthin, det var lavest konsentrasjon i 100 g utsettet og hgyest i
600 g utsettet (Figur 37B, 38A, p < 0,001). Det var fortsatt hgyere idoxanthin i fisk som hadde gatt pa
kontinuerlig lys i RAS, mens lysbehandling og salinitet ikke hadde noen effekt pa astaxanthin
konsentrasjonen.
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Tabell 5

Innhold av astaxanthin (mg/kg) og metabolitten idoxanthin (mg/kg og % av totalt karotenoid) i hel

fisk i RAS og etter 5 uker i sj@. Verdier er giennomsnitt av 2 kar £SD. Analysene ble gjort pd
samleprgver av 10 fisk per kar.

40¢g 0 ppt <0,1 <0,1 -
100 g RAS 12:12 0 ppt 0,20 + 0,00 0,10 £ 0,00 33,3+1,0
24h 0 ppt 0,12+ 0,06 0,07 +£0,01 38,0+ 12,2
200 g RAS 12:12 0 ppt 0,55 + 0,07 0,20 0,00 26,8+2,5
12:12 12 ppt 0,55 + 0,06 0,25 0,07 31,3+8,8
24 h 0 ppt 0,70 0,00 0,40 £ 0,00 36,4+0,0
24h 12 ppt 0,65+0,21 0,50+0,14 43,9+10,5
600 g RAS 12:12 0 ppt 0,74 0,01 0,27 £ 0,00 26,90,3
12:12 12 ppt 0,91+0,13 0,30 0,07 25,0+6,8
24 h 0 ppt 0,82 0,22 0,31+0,04 27,6+2,8
24h 12 ppt 0,93 + 0,09 0,30 £ 0,12 24,4 +6,4
200 g 5 u sjp 12:12 0 ppt 0,90+0,21 0,26 + 0,05 22,9+8,0
12:12 12 ppt 0,77 £ 0,02 0,18 + 0,06 18,8+ 4,6
24 h 0 ppt 0,66 + 0,07 0,23 £ 0,06 25,373
24h 12 ppt 0,40+0,10 0,15 + 0,05 28,7+1,3
600 g 5 u sjo 12:12 0 ppt 0,81+ 0,06 0,35+0,03 30,0+0,3
12:12 12 ppt 0,90+ 0,29 0,30+ 0,09 25,0+0,0
24 h 0 ppt 0,43 0,22 0,15+ 0,04 27,1+4,9
24h 12 ppt 0,90+0,21 0,55+ 0,04 38,3+4,8
A) Astaxanthin i hel fisk ved avslutning H200¢g B) Idoxanthin i hel fisk ved avslutning
Lys: NS m600¢g 030  Lysp<0.001
salinitet: NS ’ Salinitet : NS
5o BW utsett: NS 0,25 BW utsett: p <0.01
4:5 0,20
E g:g | % 0,15
2 30 £ 9
E 53 0,10 b
15
1,0 0,05
0,5
0,0 0,00
kontroll 12 ppt 12 ppt kontroll 12 ppt 12 ppt
12:12 12:12 12:12 24h 24h 12:12 12:12 12:12 24h 24h
Q E i i hel fisk ved lutni Lys: p<0.05 D % ; 3 - Lys: NS
nergi i hel fisk ved avslutning e 005 ) % Fett i hel fisk ved avslutning salinitet: p < 0.05
BW utsett: p < 0.001 BW utsett:p <0.01
14,0 20
12,0 20,0
10,0
S‘f 8,0 150
= 6,0 10,0
40
5,0
20
00 00
kontroll 12 ppt 12 ppt kontroll 12 ppt 12 ppt
12:12 12:12 12:12 24h 24h 12:12 12:12 12:12 24h 24h
Figur 36 A) Astaxanthin, B) Idoxanthin, C), Energi, og D) fett i hel fisk ved avslutning av forsgket i November

2017. Verdier er giennomsnitt per behandling + SD (n=2).
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Tabell 6 Innhold av astaxanthin (mg/kg) og metabolitten idoxanthin (mg/kg og % av totalt karotenoid) i
NQC i RAS og etter 5 uker i sjg. Verdier er giennomsnitt av 2 kar £SD. Analysene ble gjort pa
samleprgver av 10 fisk per kar.

Uttak Lysperiode Salinitet Astaxanthin Idoxanthin % ldoxanthin
200 g RAS 12:12 0 ppt 0,82+0,13 0,44 + 0,08 35,0+0,5
12:12 12 ppt 0,62 0,09 0,49 + 0,06 44,0 +6,3
24 h 0 ppt 0,68 +0,25 0,86 +0,16 56,4 £9,7
24 h 12 ppt 0,77 +0,24 0,89 + 0,08 54,3+13,5
600 g RAS 12:12 0 ppt 1,51+0,17 0,48 + 0,03 243+1,1
12:12 12 ppt 1,72+ 0,29 0,49 +£0,20 22,5+9,8
24 h 0 ppt 1,34+0,17 0,82+0,17 379+1,2
24 h 12 ppt 1,74 + 0,54 0,72 0,10 30,2 £9,4
100 g 5 usjp 12:12 0 ppt 1,78 £ 0,07 0,34+0,04 15,9+2,2
200g5 usjp 12:12 0 ppt 1,54 +0,19 0,32 +0,09 17,1+2,1
12:12 12 ppt 1,24 +0,14 0,40 £ 0,04 24,4+3,9
24 h 0 ppt 1,17 £0,03 0,78 +£0,02 40,2+0,1
24 h 12 ppt 1,49 + 0,14 0,43 £ 0,05 26,1+0,2
600 g5 usjg 12:12 0 ppt 1,27 £0,39 0,17 £ 0,03 13,7 £5,88
12:12 12 ppt 1,51+0,29 0,52+0,30 22,4+7,94
24 h 0 ppt 1,07 +£0,11 0,33+0,20 22,3+9,21
24 h 12 ppt 1,21+0,03 0,34 £ 0,00 22,1+0,55

| Igpet av sommeren vokste 100 og 200 g utsettet sveert bra (TGC henholdsvis 3,8 og 3,7), mens 600 g
fisken hadde darligere vekst (TGC i snitt 2,7), og var derfor mindre enn de andre utsettene i september
2017. Gjennomsnittsvekt for 200 g utsettet var pa 3090 g og for 600 g utsettet 2600 g, mens
kontrollfisken veide 3250 g i september. Astaxanthin i NQC hadde gkt siden uttaket i mai, og var i snitt
5,8 mg/kg. Det var na hgyest astaxanthin konsentrasjon i NQC hos 200 g utsettet (p < 0,001), mens det
var ingen forskjell mellom 100 og 600 g utsettene. Innholdet av idoxanthin hadde falt betraktelig siden
uttaket i maiialle grupper, ogla nda mellom 2,5 og 6 % av totalt karotenoid i NQC (Figur 38B. Idoxanthin
konsentrasjonen var lavest i 100 g utsettet, og hgyest i 600 g utsettet (p <0,0001). Fettinnholdet i NQC
hadde ogsa gkt siden mai, og var nd pa mellom 15-19 %. Fettinnholdet var hgyest i 100 g utsettet, og
lavest i 600 g utsettet (Figur 38B, p <0,001).

Ved avslutning av forsgket 17.-19. november 2017 var det ingen signifikante effekter av tidspunkt for
utsett eller betingelser i RAS pa innhold av astaxanthin i NQC, selv om 600 g utsettet var mindre enn
de andre utsettene (Figur 38C). Det var ingen gkning i astaxanthin i NQC fra september til november,
gjennomsnitt for alle grupper var ved slakt 5,8 mg/kg og total-karotenoid var i snitt pa 6,0 mg/kg.
Idoxanthin utgjorde i snitt 3,6 % av totalt karotenoid ved slakt, men det var fortsatt litt hgyere
idoxanthin i NQC hos fisk satt ut pa 600 g (4,1 %) sammenlignet med fisk satt ut pa 200 g (2,9 %).
Fettnivaet i NQC var litt hgyere i november (17,8 % i snitt for alle behandlinger) enn i september (16,7
%). Det var ingen effekter av salinitet og lysperiode i RAS pa fett i NQC ved avslutning av forsgket, men
det var en signifikant effekt av st@grrelse ved utsett (p < 0.05) med hgyest fett% i kontroll (20.4), mens
200 g og 600 g utsett hadde i gjennomsnitt 18,4 og 17,3 % fett i NQC (Figur 38C).
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Figur 37  (A) Astaxanthin (A) og (B) idoxanthin (% av totalt karotenoid) i NQC som funksjon av vekt for de
ulike behandlinger og utsett. Verdier er basert pd samleprgver av 10 individ per not, Verdier er
gjennomsnitt per behandling + SD (n=2).

49



A)

6,0

5,0

4,0

5

I
%30
£

B)

(mg/ke)
s

0,0

0,00

Mai
Astaxanthin i NQC 31 mai 2017
m200g W600g 12,0
10,0
8,0
& 60
4,0
2,0
0,0
control 12 ppt 12 ppt
12:12 12:12 12:12 24h 24h
Idoxanthin i NQC 31 mai 2017
25,0
= 200
2
z
2 150
£
£ 100
s
z
0,0
control 12 ppt 12 ppt
12:12 12:12 12:12 24h 24h
September
Astaxanthin i NQC, 20 september 2017
m200g W6E00g
BW utsett: p < 0.01 25,0
20,0
15,0
g
10,0
5,0
0,0
control 12ppt 12 ppt
12:12 1212 12:12 24h 24h
Idoxanthin i NQC, 20 september 2017
BW utsett: p <0.001
Lys: p = 0.06 80
E 7.0
2 60
a
B 50
£ a0
§ 30
S a0
g w0
T o0
control 12 ppt 12 ppt
1212 1212 1212 24h 24h

50

Fetti NQC 31 mai 2017

control 12 ppt 12 ppt

12:12 12:12 12:12 24h

% Idoxanthin i NQC 31 mai 2017

: ii A | l

control 12 ppt 12 ppt

12:12 12:12 12:12 24h 24h

Fetti NQC, 20 september 2017

BW utsett: p < 0.001

T

control 12 ppt 12 ppt
12:12 12:12 12:12 24h 24h

% ldoxanthin i NQC, 20 september 2017

BW utsett: p< 0,001

control 12 ppt 12ppt
12:12 1212 1212 24h 24h



C) November

m200g
astaxanthin i NQC (mg/kg) November 2017 5600 ¢ idoxanthin (mg/kg)
7,00 040
6,00 035
5,00 5,85 0,30
4,00 025
0,20
3,00
0,15
2,00 0,10 0,13
1,00 005
0,00 0,00
kontroll 12 ppt 12 ppt kontroll 12 ppt 12 ppt
12:12 1212 1212 24h 24h 1212 12:12 12:12 24h 24h
% fett i NQC % idoxanthin

20,00

5,00
15,00 4,00
10,00 3,00
2,00
5,00 2,18
1,00
0,00

0,00
kontroll 12 ppt 12 ppt kontroll 12 ppt 12 ppt

12:12 12:12 12:12 24h 24h 12:12 12:12 12:12 24h 24h

Figur 38  Konsentrasjon av astaxanthin, idoxanthin og % fett i NQC i mai (A) og september (B) og ved slutt-
uttaket i november 2017 (C). Verdier er basert pd samleprgver av 10 individ per not, 2 ngter per
behandling.

Tradisjonelle retensjonsberegninger av astaxanthin (% retinert av spist) kan ikke gjgres i dette forsgket
da det ikke var mulig & samle forspill for de ulike behandlingene ettersom de gikk i felles merd. Siden
de ulike utsettene hadde ulik vekst og fettdeponering i de ulike periodene har de mest sannsynlig ogsa
ulik forfaktor, sa a beregne retinert av spist ved a anta en forfaktor blir heller ikke riktig. Men det gar
an a beregne hvor mye astaxanthin som deponeres i muskel relativt til gking i kroppsvekt. Basert pa
muskelkonsentrasjonen av astaxanthin og kroppsvekt ved start og slutt av en periode, og antakelsen
at muskel utgjgr 65% av kroppsvekt, kan man beregne relativ deponeringseffektivitet som gkning i
totalt astaxanthin i muskel (mg)/@kning i muskelmasse (kg). | perioden mai til september var det en
tendens til at kroppsvekt ved utsett hadde en effekt pa deponeringseffektivitet (p=0,07). 100 g kontroll
hadde lavere deponeringseffektivitet enn 600 g utsett (figur 39) men det var ingen effekter av
lysbehandling eller salinitet i RAS. | perioden september til november var det heller ingen effekt av
behandling i RAS, men igjen hadde 600 g utsettet hgyest deponering av astaxanthin i forhold til gkning
i muskelmasse (p < 0,05). Relativ deponeringseffektivitet (mg astaxanthin/kg muskel) var 6,31 600 g
utsettet, 5,1 i 200 g utsettet og 6,1 i kontrollfisken mellom september og november.
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Figur 39  Deponeringseffektivitet av astaxanthin i sjgfasen for de ulike behandlingene. Verdier er
gjennomsnitt per behandling + SD.
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6.4 Delmal 4: Studier av opptak og metabolisme av astaxanthin ved bruk av 3C
NMR spektroskopi

Féret til laksen inneholdt bade *C-astaxanthin, (i form av Carophyll Pink), og vitamin A (retinol) fra
vitaminblandingen og de marine ravarene. Innholdet av vitamin A var imidlertid svaert forskjellig i de
fire diettene, det var mye mer vitamin A i den marine dietten enn i de tre andre diettene. Enterocytter
ble isolert fra laks foret en kommersiell diett som ogsa var tilsatt Carophyll Pink og vitamin A. Etter at
hepatocyttene og enterocyttene var isolert fra laks foret de ulike diettene ble de inkubert med 3C-
astaxanthin i henholdsvis 48 og 24 timer. Derfor var karotenoidblandingen i disse cellene et resultat
av metabolisme av 2C astaxanthin in vivo og metabolisme av 3C-astaxanthin in vitro. Spektrene til
referanse- (*2C) karotenoider og *C-isotoper ble derfor sammenlignet med spektrene av aceton-
ekstrakter fra cellene. Noen resonanser av ?C-astaxanthin og derivater ble funnet i celler fra enkelte
dietter, mens resonansene av *C-astaxanthin ble funnet i alle cellekulturer (figur 40 og 41A). | tillegg
til 3C-astaxanthin-signalene inneholdt hepatocytt-spektrene ogsd andre signaler fra metabolske
produkter av *C-astaxanthin. Bade *2C- og '3C-astaxanthin kan imidlertid ha veert bundet til proteiner,
som albumin og ulike lipoproteiner, og vil da ikke kunne detekteres med NMR. Intracellulaer transport
av astaxanthin og metabolitter er lite kjent i laks, men det ma antas at ulike transportproteiner er
involvert ettersom disse forbindelsene er svaert lite polare. Imidlertid vil ekstraksjon med |gsemidler
normalt frigjgre astaxanthin ved at proteiner denaturerers nar de kommer i kontakt med Igsemidler.
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Figur 40 1H-NMR-spektra av aceton-ekstrakter av seks replikaer av hepatocyttene fra laks féret diett 1;
sammen med referansen til det naturlig (**C) og *3C-astaxanthin.
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Figur 41 1H-NMR-spektra av aceton-ekstrakter fra enterocytter. A) karotenoider i cellekulturer tilsatt

gkende doser 3C-astaxanthin (**C-astaxanthin-signalene gker fra bunnen til toppen av bildet vist
ved rektangler); B) lipider bis-allyliske protoner i enterocytter tilsatt skende doser *3C-astaxanthin.

Hepatocytter

Den statistiske analysen (LDA) av hepatocyttenes spektra viser en distinkt gruppering av karotenoid-
profilene i celler fra de ulike diettene (Figur 42). Dette tyder pa at det er forskjellig metabolisme av
astaxanthin i hepatocytter isolert fra laks foret de ulike diettene.

Canonical Discriminant Functions
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Figur 42 Plot som viser resultatet av Lineaer diskriminerende analyse (LDA) av NMR- spektrene fra
hepatocyttene.

NMR-analyse gjorde det mulig & kvantifisere *C-astaxanthin og metabolitter i hepatocytter fra de ulike
diettene (idoxanthin-> zeaxanthin-> B-karoten-> retinol). Hepatocyttene fra laks féret den marine
dietten (D1) hadde den hgyeste mengden 3C-anriket astaxanthin (17 mg / kg). Hepatocytter fra laks
féret en lavmarin diett (D2) og lavmarin diett + marine fosfolipid (D5) hadde lavere innhold av 3C-
astaxanthin i hepatocyttene. Sammensetningen av karotenoider i hepatocytter fra laks foret diett 2 og
5 var imidlertid forskjellig. | hepatocytter fra laks foret den lavmarine dietten (D2) ble bade astaxanthin
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og metabolittene idoxanthin, zeaxanthin, og B-karoten funnet i cellene, mens det i hepatocytter fra
laks foret dietten tilsatt marint fosfolipid (D5) hovedsakelig ble funnet astaxanthin og idoxanthin og
ukjente karotenoider som inneholdt en epoksygruppe. Dette tyder pa en oksidativ astaxanthin-
metabolisme. Den laveste mengden 3C-astaxanthin ble funnet i hepatocyttene fra fisk féret med
lavmarin + DHA (D6). Flere nedbrytningsprodukter av astaxanthin ble ogsa detektert i denne gruppen,
inkludert det antatte epoksy-karotenoidet. Mengden dannet retinol relativt til mengde astaxanthin
kan brukes som et mal pa hvor astaxanthin som omsettes til retinol. Den hgyeste mengden retinol ble
funnet i hepatocytene fra diett 6, lavmarin + DHA (Figur 43). En gkt omsetning av astaxanthin til retinol
ble ogsa observert i hepatocyttene fra den lavmarine dietten inkubert med kortisol (figur 44).

Figur 43

Figur 44
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%-vis innhold av *C-astaxanthin og metabolitter av 3C-astaxanthin i leverceller isolert fra laks
féret en marin diett og en diett basert pd planterdvarer med og uten tilsats av ekstra DHA og
marint fosfolipid (MPL). Leverceller fra to dietter (D1 og D2) ble ogsa inkubert med cortisol (C) i
mediet. D1 = Marin diett, D2 = lavmarin diett, D5 = lavmarin diett tilsatt marint fosfolipid, D6 =
lavmarin diett tilsatt DHA.
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Konsentrasjoner av 13C B-karoten og retinol i hepatocytter isolert fra diett 6 og diett 2 inkubert med
13C astaxanthin med og uten kortisol.
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Tolkningen av resultatene fra cellekulturer krever noen forbehold. Leverkvaliteten i fisk foret de
lavmarine diettene var darligere enn i fisk fra den marine dietten, med lys porgs lever med hgyere fett-
innhold sammenlignet med den marine dietten. Levercellene fra lavmarine diett-grupper kan ha hatt
darligere celler med hgyt fettinnhold, slik at tettheten av leverceller var forskjellig i de ulike
cellekulturene. Dette kan ha pavirket konsentrasjonen av karotenoider i kulturene. Derfor er det
kanskje mest interessant a se pa den %-vise fordelingen av astaxanthin og metabolitter i hepatocytter
fra de ulike diettene. Karotenoid-profilen i cellekulturene er et resultat av den direkte interaksjonen
av komponentene i isolerte hepatocytter med albumin-bundet *C-astaxanthin tilsatt i vekstmediet og
av den intracellulaere metabolismen av astaxanthin. In vivo kan karotenoid-profilen i lever ogsa vaere
avhengig av transportmekanismer siden astaxanthin fgrst vil passere giennom andre organer, hvorav
tarm er det som kan pavirke opptak og hvor astaxanthinet gar. Dersom en stgrre andel gar direkte til
muskel bundet til albumin i stedet for til lever med chylomikroner og HDL kan innholdet av astaxanthin
og metabolitter i lever bli lavere. Imidlertid viser vare funn at det er betydelige forskjeller i
metabolisme av astaxanthin i hepatocytter isolert fra laks som har fatt plantebaserte og marine dietter.

Enterocytter

For & studere omsetning av astaxanthin i tarm ble 3C-astaxanthin tilsatt i gkende mengde til de isolerte
enterocyttene (se metoder). Astaxanthinet ble tilfgrt bundet til albumin (bovint serum albumin, BSA,
Sigma Aldrich). Spesifisiteten av astaxanthinopptaket ble verifisert av Linear Discriminant Analysis
(LDA). Resultatene er vist i figur 45.
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Figur 45 LDA av enterocyttenes NMR spektra. 1 - Dose 1; 2 - Dose 2; 3 - Dose 3; 4 - dose 4; 5 - dose 5; 6 -
Dose 4 med kortisol (se metoder).

Selv om mengden astaxanthin gker i hver gruppe med en faktor pa 2 (18,75 - 37,5 - 75 - 150 - 300), er
fordelingen av gruppene i LDA ikke linezer. Fgrste og andre dose ligger naer hverandre mens de andre
dosene ligger lengre fra hverandre. Dette indikerer at mengden astaxanthin i cellene er avhengig av
dosen cellene er inkubert med. NMR-analysen viser korrelasjonen av mengden av det tilfgrte 3C-
astaxanthin med innhold i enterocyttene. Tilsats av kortisol til cellene endret ikke mengden
astaxanthin i cellene, siden prgver fra gruppe 4 og 6 ligger naert hverandre pa LDA-plottet. Foruten 13C-
astaxanthin ble det ikke detektert noen metabolske produkter av astaxanthin i enterocyttene (figur 41
A). Tilsetning av astaxanthin pavirket imidlertid sammensetningen av lipider i enterocyttene. @kning
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av astaxanthin i cellene gkte antall bis-allyliske protoner (CH = CH-CH2-CH = CH), dvs. mengde PUFA i
enterocyttene (Figur 41B). Dette indikerer at det er interaksjoner mellom karotenoider og
metabolisme av lipider i enterocytter. Saw med flere (2013) studerte antioksidanteffekten til
astaxantin alene eller i kombinasjon med PUFA og fant at den synergistiske antioksidant effekten var
spesielt sterk ved lave niva av astaxanthin og omega-3-fettsyrer. Dette kan forklare forskjellene mellom
gruppe 1-2 (med lav astaxantin konsentrasjon) og de andre gruppene med hgyere astaxanthin dose.

Analyser av hel lever fra foringsforsgket
NMR-spektra fra lever inneholdt et bredt spekter av forskjellige produkter sannsynligvis fra metabolsk
omsetning av astaxantin (Figur 46). LDA av bade karotenoid- og lipidprofiler er vist i figur 47.
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Figur 46 1H-NMR.spektra av acetonekstrakter av leverpraver fra féringsforsgket sammen med referanse
naturlig (*2C) astaxanthin.
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Figur 47 Karotenoid (A) og lipid (B) —profilene i acetonekstrakt fra hel lever. o Marin diett (1)

Lavmarin diett (2) o Lavmarin + marint fosfolipid (5) o Lavmarin + DHA (6).
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LDA-analysen viser at lipid- og karotenoidprofilene i lever er sveert spesifikke for hver diett. Det er ogsa
stprre spredning mellom diettene i karotenoid og lipid-profil i lever enn det som var tilfelle for
hepatocytter og enterocytter. Diett 1 (marin diett) og diett 6 (med DHA) er de som er mest ulike bade
i lipid og karotenoidsammensetning i lever. Disse diettene var ogsa mest ulike med tanke pa genuttrykk
i lever. Dette tyder pa at tilsetning av DHA til et lavmarint for endrer karotenoidmetabolismen mer
signifikant i forhold til de andre lavmarine férene. Det var ogsa fisk foret med dietten tilsatt DHA som
hadde darligst vekst og lavest innhold av astaxanthin i muskel av samtlige for-grupper i forsgket. En
mulig forklaring pa den darlige veksten er at nar opptaket av lipid i tarmen ikke fungerer pa grunn av
for lite fosfolipider i foret, sa vil det fgrst oppsta problemer nar det blir en hgy konsentrasjon av
flerumettet fett i tarmen som lett vil oksideres. Astaxanthin er en kraftig antioksidant, som derfor kan
forbrukes i stgrre grad hvis konsentrasjonen av flerumettet fett blir hgy slik at det dannes frie radikaler.
Lever og tarm er antatt a veere det viktigste organ for omsetning av astaxanthin. Selv om man kjenner
noen metabolitter av astaxanthin, er det fortsatt ukjent hva som styrer omsetning av astaxanthin. Om
pigmentet gar direkte fra tarmen til lever eller om det gar til muskel fgrst kan vaere avgjgrende for hvor
mye som omsettes metabolsk og hvor mye som deponeres i muskel. De utfgrte eksperimenter viser at
enterocyttene kan inneholde en gkende mengde fritt astaxanthin uten det akkumulerte metabolitter
i malbare mengder. Samtidig metaboliserte hepatocyttene astaxanthin til forskjellige sluttprodukter,
avhengig av deres tidligere diett.

Effekt av stress pa omsetning av astaxanthin in vivo

Laks ble foret med et fér coatet med 3C-astaxanthin som beskrevet i 4.5.1. Fgr dette var fisken foret
en kommersiell diett med et lavt innhold av astaxanthin (5 ppm). Analyser av lever, muskel og tarm
etter at fisken var utsatt for stress i form av having viser en endring i karotenoidprofil saerlig i muskel
og lever (figur 48 og 49). Det ble ogsa gjort analyser av kjemisk sammensetning av hel fisk etter 4 uker.
Det var lavere innhold av fett og energi i stresset laks (p < 0.05), men ingen signifikant forskjell i
astaxanthin. Det var imidlertid hgyere konsentrasjon av idoxanthin i laksen som var stresset (p < 0,05).
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Figur 48  (gverst) PCA plott av karotenoid-profil i muskel fra stresset laks @ og laks som ikke var stresset o
72 timer etter stress i form av having (nederst).
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Prgver av lever og tarm ble analysert 24 timer etter at laksen var pafgrt stress. Sammenlignet med
ustresset laks fant vi i stresset laks nye signaler i spekteret fra lever og hgyere intensitet i regionen
omkring retinol (Figur 48A) mens det var mindre forskjell pa stresset og ustresset i laks i spekteret fra
tarm (Figur 50B). For & identifisere de ulike karotenoidene og kvantifisere dem er det ngdvendig med
ytterligere analyser. Samlet sett tyder imidlertid resultatene pa at stress in vivo fgrer til en endring i
karotenoid profilen i saerlig muskel og lever, noe som tyder pa en endring i metabolisme av astaxanthin
til retinoider, tilsvarende det vi fant in vitro i leverceller. Stress in vivo ga kun en mindre endring av
karotenoidprofilen i tarm og tilsats av cortisol til enterocytter ga heller ingen endring i karotenoidprofil.
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Figur49  Karotenoid-regionen i NMR-spekter fra (A) lever og (B) tarm hos stresset fisk (rad linje) og ustresset
fisk (blg linje) 24 timer etter pdfart stress.

Konklusjoner

For a gke deponeringen av astaxanthin i fiskemuskel ma minst mulig av astaxanthinet bli metabolisert
eller oksidert. | denne sammenhengen spiller sammensetningen av fiskeforet en viktig rolle.
Optimaliseringen av férblandingen krever studier av astaxanthin-metabolismen i fiskens forskjellige
organer. Dette er sveert utfordrende studier pa grunn av den hgye redoksaktiviteten til astaxanthin og
dets metabolitter. De kan fungere som en pro- eller antioxidant i forskjellige miljger og dermed bli
oksidert eller redusert. Reaktiviteten til astaxanthin er direkte forbundet med lipidsammensetningen.
Karotenoider og lipider kan virke annerledes i kombinasjon enn nar de er tilstede separat, pa grunn av
synergisme og muligens felles regulering av metabolske spor.
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7 Sammenstilling og diskusjon av sentrale resultater

7.1 Forklarings-modeller og hypoteser for virkningsmekanismer for resultater fra
foringsforsgk

Absorpsjon, transport og opptak av karotenoider

CH = chylomikroner
HDL =High Density Lipoproteins
LDL = Low Density Lipoproteins
’ VLDL = Very Low Density Lipoproteins
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Figur 50  Flow-skjema for opptak og distribusjon av astaxanthin i laks.

1) Resultat for opptak (fordgyelighet) av astaxanthin (Ax)
e  Marint for (FM+FO): ADC Ax 43 % (Ax i tarmvev: 1,9 mg/kg)

e FM+PO: ADC Ax 47 % (Ax i tarmvev: 1,9 mg/kg)

e Lav Marin (PP+PO): ADC Ax 36 % (Ax i tarmvev: 1,5 mg/kg)

e PP+MPL: ADC Ax 48 % (Ax i tarmvev: 2,1 mg/kg) } Hgyest opptak og

e PP+ Soylec: ADC Ax 50 % (Ax i tarmvev: 2,1 mg/kg) niva av astaxanthin i
tarm

Tilsetting av enten MPL eller Soylec til en diett basert pa planteprotein, bedret opptaket av fett og
astaxanthin i tarmen, antagelig pga. bedre Igselighet (micelledannelse i tarm, figur pkt 1). Det var ca.
like mye astaxantin tatt opp i tarmen til diettgruppene PP+MPL og PP+Soylec, men i MPL-gruppen var
det gjenfunnet mer totalkarotenoid i tarmvev, men det skyldtes hgyere forekomst av idoxanthin og
andre ukjente karotenoider. Genuttrykksanalyser av tarmvev til lavmaringruppene (PP) sammenlignet
med marin gruppe (FM+FQ) viste at PP+Soylec hadde nedregulert gener i retinol syntesen, mens
PP+MPL hadde oppregulert enkelte gener i retinolsyntesen, noen som kan indikere hgyere grad av
metabolisme av karotenoider i gruppen tilsatt MPL enn i gruppen tilsatt Soylec, noe som ogsa er i
overensstemmelse med flere karotenoider (metabolitter av astaxanthin) funnet i MPL gruppen i tarm.
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2) Tarm enterocytt

e FM+FO: Normal tarm (ikke hypervakuolisering som tegn pa fettakkumulering)
e FM+PO: Normal tarm
e PP+PO: Hypervakuolisering av tarm (bedres ikke dersom FO erstatter PO)

e PP+MPL: Normal tarm
e PP +soylec: Delvis normal tarm (noe hypervakuolisering)

Lavmarin-dietten PP+PO fgrte til hypervakuolisering (fettakkumulering i tarm) som videre resulterte i
lavere forinntak og vekst. Tilsetting av MPL gav normal tarm, mens tilsetting av Soylec bare delvis
normaliserte tarmen. Det kan tyde pa at MPL, som bl.a. bestar av en blanding av ulike fosfolipider i
st@rre grad sikrer lipoproteindannelse og transport av fettlgselige komponenter fra tarmen til ulike vev
(figur pkt. 2,3,4). Det var gkt uttrykk av gener forbundet med inflammasjon og stress i tarmen til PP+PO
gruppen sammenlignet med tarmen til FM+FO-gruppen. Tilsetting av MPL til planteprotein dietten
resulterte i normalisering av genuttrykk (liten forskjell fra FM +FO-gruppen). Tilsetting av Soylec viste
noe gkt uttrykk av gener relatert til stress og inflammasjon, men ikke i like stor grad som i PP+PO-
gruppen. Dette tyder pa at gkt fettakkumulering og hypervakuolisering gir gkt stress og
inflammasjonsrisiko i tarmen.

Tabellen under viser at tarmen til PP+MPL-diettgruppen har relativt likt uttrykk av gener relatert til
flere apolipoproteiner/lipoproteindannelse som FM+FO-gruppen. Disse genene er pa den annen side
signifikant nedregulert i tarmen til PP+soylec og PP+PO-gruppene, noe som indikerer mindre syntese
av apoproteiner for dannelse av chylomikroner og HDL. Mangelfull lipoproteindannelse for transport
av fett ut av tarmen kan vaere en mulig arsak til akkumulering av fett i tarmen. Dette viser at MPL og
Soylec har ulike effekter i tarmen, mens MPL tilsetting til en lav fiskemelsdiett normaliserer tarmen og
hindrer hypervakuolisering, sa gir tilsetting av tilsvarende nivad av Soylec kun delvis normalisering av
tarmen. Det kan imidlertid ikke utelukkes at et hgyere nivd av Soylec kunne gitt en ytterligere
reduksjon i fett-akkumulering, ettersom det er vist i forsgk med lakseyngel at tilsats av fosfolipider fra
krill og soya-lecithin begge ga bedring i vekst og redusert fettakkumulering i tarm, men det matte
tilsettes mer Soylec for a oppnad samme effekt som av krill PL, henholdsvis 3,6 og 2,5 % av foret (Taylor
m fl. 2015), som ogsa er hgyere dosering enn det som ble gitt i dette forsgket.

Nyere data tyder pd at perilipin-2 er et sentralt gen/protein som koordinerer lipid homeostasen i
tarmen ved @ modulere kapasitet til lipidopptak og transport i enterocytter. Tabell 7 viser at perilipin-
2 var oppregulert i PP+soylec- og PP+PO-gruppene, men ikke i MPL-gruppen sammenlignet med den
marine dietten.
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Tabell 7 Uttrykk av gener relatert til lipoproteintransport i tarm i lavmarine dietter (PP = planteprotein, PO =
planteolje, MPL = Marint fosfolipid, SL = soyalecitin.

Uttrykk av gener relatert til lipoproteintransport i tarm PP+MPL PP+SL PP+PO
Apolipoprotein B-100 0,22 -1,46 -1,37
apolipoprotein Eb-like (LOC106570128) 0,04 -1,11 -1,09
apolipoprotein E [Oncorhynchus mykiss] 0,00 -1,10 -1,10
Apolipoprotein A-1V - Ident 93 -0,49 -0,79 -0,95
Apolipoprotein Cll [Oncorhynchus mykiss] -0,90 -0,68 -1,18
Apolipoprotein A-I| -0,11 -0,22 -0,47
perilipin-2-like (LOC106602803), X1 -0,44 0,73 1,07

Hgyest grad av hypervakuolisering hadde diettgruppen PP+DHA, dette kan skyldes at DHA-gruppen var
rik pa flerumettede fettsyrer som gir lavere smeltepunkt og normalt bedre fettabsorpsjon i tarmen.
Nar PP-gruppene manglet fosfolipider til a frakte fettet bort, sa ble tilstanden verst i DHA-gruppen. |
dette forsgket kan vi derfor ikke si noe om DHA har effekt pa muskelfarge, grunnet problemer i tarmen.

3-4) Transport av Ax i serum

e FM+FO: Ax 3,5 mg/kg (60 % av Ax transporteres i lipoproteiner og ca. 40 % bundet til
albumin i blodbanen)

e FM+PO: Ax 3,1 mg/kg (ikke analysert lipoprotein)

e PP+PO: Ax 2,1 mg/kg (60 % av Ax transporteres i albumin 40 % i lipoproteiner i
blodbanen)

e PP+MPL: Ax 2,0 mg/kg (60 % av Ax transporteres i albumin 40 % i lipoproteiner i
blodbanen)

e PP +soylec: Ax 3,3 mg/kg (ikke analysert lipoprotein)

Det ble gjenfunnet mer astaxanthin i serum i FM+FO-gruppen enn i PP+PO-gruppen. Analyse av
lipoproteinsammensetningen i plasma i disse to diettgruppene viste at 60 % av astaxanthinet ble
transportert i lipopoproteinene chylomikroner og HDL og 40 % bundet til albumin i den marine
diettgruppen, mens 60 % av astaxanthinet ble transportert i blodet bundet til albumin i
lavmaringruppen og kun 40 % i lipoproteiner. Videre viste genuttrykket som diskutert over en
nedregulering av en rekke gener relatert til apolipoproteinsyntese i PP+PO-gruppen. Dette kan vaere
tegn pa mangel pa fosfolipid i dietten med lite fiskemel (PP), dvs. ikke nok byggesteiner tilgjengelig for
lipoproteinsyntese. Dette kan indikere at Ax i st@rre grad transporteres fra tarmen til blodbanen
bundet til serum-albumin, mens annet fett akkumulerer i tarmen pga. mangel pa lipoprotein for
transport. Musestudier har vist at dersom man injiserer radioaktivt merket HDL i blodbanen, sa vil det
aller meste av HDL tas opp av lever og adskillig mindre i andre vev. En mulig hypotese kan vaere at fett
og Ax bundet i HDL og Chylomikroner transporteres via portaren direkte til lever fgr videre transport
ut fra lever via VLDL til perifere vev som muskel. Denne transporten via lever fgr videre transport til
muskel kan fgre til noe metabolisme/nedbrytning av Ax i lever og dermed mindre Ax tilgjengelig for
deponering i muskel.

Det var like godt opptak av Ax i tarmen, og mindre fettakkumulering i tarm i PP+MPL-gruppen
sammenlignet med PP+Soylec-gruppen (noe som tydet pa bedre transport av lipidkomponenter ut fra
tarmen og til perifere vev), men det ble gjenfunnet mindre Ax i blodet i PP+MPL-gruppen enn i
PP+Soylec-gruppen. Dette funnet har vi ikke noen klar forklaring pa, men dataene indikerer ogsa
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hgyere grad av metabolsk omdanning av Ax i MPL-gruppen bade i tarm og lever, noe som kan vaere en
medvirkende arsak til mindre Ax gjenfunnet i serum.

5) Astaxanthin retensjon i muskel

e FM+FO: Ax 5,9 (15,6 % idoxanthin av total kar)

e FM+PO: Ax 5,7 (15,6 % idoxanthin av total kar)

e PP+PO: Ax 6,8 (PP+FO= Ax 7,7) (15,6 % idoxanthin av total kar)
e PP+MPL: Ax4,2 (25,6 % idoxanthin av total kar)

e PP +soylec: Ax 7,9 (8,8 % idoxanthin av total kar)

Til tross for darligere opptak av astaxanthin i tarm og mindre mengde gjenfunnet i blodet til
lavmaringruppene (PP) uten tilsatt fosfolipid i dietten, sa var det absolutt mest astaxanthin deponert i
muskel i disse gruppene (med unntak av PP+MPL), noe som kan synes som et paradoks. Dette til tross
for at laksen var stgrre i de marine gruppene og i PP-gruppene tilsatt fosfolipid enn i lavmaringruppene,
og astaxanthin-nivaet i muskel ofte gker med gkt fiskestgrrelse. En mulig forklaringsmodell er at nar
mer astaxanthin i PP-gruppene transporteres bundet til aloumin enn i HDL og Chylomikroner, sa vil
albuminbundet astaxanthin kunne tas direkte opp i muskel fra blodet, mens astaxanthin bundet i
lipoproteiner i stgrre grad vil tas opp i lever og metaboliseres. | en tidligere studie av Ytrestgyl og
Bjerkeng (2006), ble astaxanthin injisert i bukhulen til laksen slik at man omgikk tarmen, og da fant
man at opptaket i muskel gkte lineaert med gkende mengde astaxanthin injisert uten at det var tegn
til en metning av transportkapasiteten i blodet. Mest sannsynlig ble astaxanthin ble bundet til
serumproteiner som albumin i blodet fgr direkte opptak i muskel.

Arsaken til at PP+MPL-gruppen gir darligere retensjon av Ax i muskel enn de andre PP-gruppene,
spesielt PP+ Soylec, er det ikke et entydig svar pa ut ifra vare resultater. Men det kan skyldes at det er
gkt nedbrytning/metabolisme av Ax i MPL-gruppen i tarmen (i overensstemmelse med
genuttrykksdataene), slik at mindre kommer over i blodbanen og videre inn i muskel. Det ble funnet
en stgrre andel nedbrytningsprodukter fra Ax i lever og i muskel i denne gruppen.

6) Astaxanthinilever

e FM+FO: Ax 1,6 (0,5 andre ukjente karotenoid produkter)

e FM+PO: Ax 1,4 (0,5 andre ukjente karotenoid produkter)

e PP+PO: Ax 0,6 (PP+FO=1,4) (0,2 andre karotenoid produkter)
e PP+MPL: Ax1,3 (1,3 andre ukjente karotenoid produkter)

e PP +soylec: Ax 1,2 (0,4 andre ukjente karotenoid produkter)

Dataene viser hgyest niva av astaxanthin i lever i gruppen féret FM+FO, dette er den samme
diettgruppen hvor en stgrre andel av astaxanthin ble fraktet i lipoproteinene HDL og chylomicroner
som antagelig blir transportert i stgrre grad direkte fra tarmen via portaren til lever, og med noe lavere
niva av astaxanthin i muskel. Det er lavere astaxanthinilever PP-gruppene, noe som stemmer overens
med hypotesen om at mer astaxanthin i denne gruppen blir transport bundet til albumin direkte til
muskel. | MPL-gruppen er det stgrre grad av omdanning til andre karotenoidprodukter inkludert
idoxanthin (noe som ogsa ble observert i tarm og muskel).

Hepatocytter fra forsgksfisken ble isolert og inkubert med stabil isotop av astaxanthin. | det forsgket
s man at lavmaringruppene (PP+PO og PP+DHA) hadde stgrre omdanning av 3C astaxanthin til retinol
enn i den marine gruppen, (FM+FO), noe som er i overensstemmelse med lavere niva av astaxanthin i
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lever til denne gruppen. Det kan skyldes effekter av forskjeller i A-vitaminnivaer i dietten. | FM+FO-
dietten var det 120 000 IU retinol /kg fér, mens det i PP+PO var ca 30 000 U retinol /kg for. Dette kan
indikere at retinolnivaet i foret har betydning for Ax-metabolismen i lever. Retinolnivaet i dietten var
lavest i PP+DHA-gruppen 14 500 U retinol /kg for og det var hgyest omdanning av astaxanthin til
retinolileveridenne gruppen. | gruppen PP+MPL, var det lavere omdanning til retinol, og hovedsakelig
omdanning til idoxanthin.

7) Andre effekter i lever
e FM+FO: Normal lever (fett % 5,4, ASAT 377)
e  FM+PO: @kt fettniva i lever (fett % 10,7, ASAT 501)
e PP+PO: @kt fettniva i lever (fett % 11,1, ASAT 144)
e PP+FO : @kt fettniva i lever (fett % 15,3, ASAT 293)
e PP+MPL: @kt fettniva i lever (fett % 13,7, ASAT 326)
e PP +soylec: @kt fettniva i lever (fett % 14,2, ASAT 647) Hpyest TAG niva i lever

Det var kun FM+FO-gruppen som hadde helt normalt niva av fett og triglyserider i lever. En diett med
PO og FM gav gkt triglyseridniva i lever. Alle PP-diettgruppene hadde hgyt niva av triglyserider, men
det var aller hgyest i PP+Soylec-gruppen som ogsa viste tendens til forhgyet niva av ASAT i blodet
sammenlignet med de andre diettgruppene, og som kan indikere tegn pa mild grad av levercelleskade.

Genuttrykket av perilipin var ikke signifikant forskjellig mellom FM+FO- og PP+MPL-gruppene, men var
signifikant oppregulert i PP+PO- og PP+Soylec-gruppene. | museforsgk er det vist at leverspesifikke
perilipiner er sentrale for initiering og patologisk utvikling av fettlever.

PP+PO+MPL-dietten ga ogsa forhgyet mengde fett og triglyserid sammenlignet med fiskemelsdietten.
Dette tyder pa at andre faktorer i fiskemelet enn fosfolipid pavirker fettnivaet i lever.

Nyere studier har vist at uttrykket av gener relatert til serinmetabolisme i stor grad er pavirket av
fettlever. Dette er i overenstemmelse med vare funn som viser oppregulering av gener i
serinmetabolismen i alle PP-gruppene (Tabell 8) sammenlignet med FM+FO-gruppen (normal).

Tabell 8 Uttrykk av gener relatert til metabolisme av serin i lavmarine dietter med og uten tilsats av marine
fosfolipider (MPL) og soyalecitin (SL).

Uttrykk av gener relatert til serine metabolisme| PP+MPL
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1,66
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1,56
Phosphoserine aminotransferase (Ortho_H) 1,18
Phosphatidylserine decarboxylase (pisd) 1,71
Phosphatidylserine decarboxylase (pisd) 1,51
Solute carrier family 3 (amino acid transporter h 0,50
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Oppsummering kritiske faktorer

e Kilde til og niva av fosfolipid i dietten pavirket bade opptak og metabolisme av astaxanthin
i lever og tarm og deponering av astaxanthin i muskel.

e Retinolnivdet i féret synes @ pdvirke metabolismen av astaxanthin til retinol i lever.

e Fiskeolje bedret retensjonen av astaxanthin i muskel i en planteproteinbasert diett.

e Andre ukjente faktorer i fiskemelet forhindret fettakkumlering i lever. Kun en
fiskemelsdiett ga en normal lever i dette forsgket.

e Planteolje kombinert med fiskemel fgrte til gkt fettakkumulering i lever, spesielt ved lave
vanntemperaturer.

e Lavtemperatur ga gkt omsetning av astaxanthin til idoxanthin.

e Fiskemel og PP+MPL ga normale tarmer, PP-Soylec gir hypervakuolisering.

Dataene fra foringsforsgket viser et komplekst samspill, og at metabolisme og deponering av
astaxanthin i stor grad er pavirket av andre naeringsstoffer i foret. Det er ogsa vist at ogsa ytre faktorer
som stress og temperatur har betydning for metabolisme av astaxanthin. Astaxanthin er vist @ ha
funksjonell betydning i ulike vev, saerlig var det stor effekt i muskel hvor mangel pa astaxanthin i foret
fgrte til en mild betennelseslignende tilstand.

7.2 Produksjonsprotokoller og FoU konsesjoner

Det var effekter pa pigmentering som fglge av produksjonsprotokoll i RAS i stor-smolt forsgket. Fisk
som ikke var smoltifisert med et vintersignal hadde en hgyere idoxanthin-konsentrasjon sammenlignet
med fisk som hadde fatt et vintersignal, ogsa ved slakt. Ved utsett i sjg hadde fisk satt ut ved 600 lavere
Ax, hgyere idoxanthin, og hgyere fettinnhold enn de som ble satt ut ved 100 og 200 g. Men ved
avslutning hadde ikke fisk satt ut ved 600 g lavere innhold av Ax i filet enn de gvrige utsett, til tross for
lavere sluttvekt. Fisk satt ut ved 600 g deponerte dermed Ax mer effektivt i sjgfasen enn fisk satt ut
ved 100 og 200 g. Lavere veksthastighet er ikke hele forklaringen, ettersom forskjellen i
deponeringshastighet var stgrst i siste periode fgr slakt (september — november) da veksten for de
ulike utsettene var like god. Ved slakt var det ingen forskjeller mellom behandlinger eller utsett i Ax
innhold i NQC, snitt for alle grupper var Ax 5,8 og total karotenoid 6,0 mg/kg. Fisken hadde da fatt 50
ppm i foret fra pelletstgrrelse 4 mm og hadde fatt relativt lite handteringstress (4 manuelle avlusinger)
og hadde ikke hatt sykdomsutbrudd. Det var ingen gkning i Ax i NQC fra fisken var ca 2,5-3 kg i
september og fem til slakt i november. | FoU-konsesjonene hadde fisken stgrre utfordringer med
handtering (11 mekaniske avlusinger) og PD utbrudd. Gruppen som fikk 50 ppm Ax i foret endte opp
med en Ax konsentrasjon i NQC pa 4,8 mg/kg i snitt, altsd 1 mg lavere enn fisken i storsmolt-forsgket
pa tilsvarende slaktevekt. Dette kan skyldes mer handtering og PD utbrudd, men det ble ogsa brukt
kommersielle for fra ulike produsenter i de to forsgkene, sa det kan ikke utelukkes at det ogsa kan
veere effekter av for. Om det skyldes for eller handtering, sa er det i begge forsgkene et godt stykke
opp til 7 mg/kg totalpigment som var malet i industrien for et drgyt tiar siden. Da ble det ogsa brukt
mindre enn 50 ppm i foret frem til slakt, det var vanlig @ bruke mellom 20-40 ppm i foret fra fisken var
ca 2 kg og frem til slakt.

65



8 Videre arbeid

Dette prosjektet har frembrakt ny kunnskap om faktorer som pavirker mengden astaxanthin tilgjenglig
for muskelpigmentering i laks, men samtidig reiser det ogsa nye spgrsmal. Det er fortsatt ulgste
sparsmal knyttet til de grunnleggende mekanismer so, styrer opptak, transport og omsetning av
astaxanthin i laks. Det er vist at fosfolipider (PL) i foret er essensielt for normalt opptak av astaxanthin
og lipid i tarmen. Dette kan skyldes at PL pavirker micelledannelse i tarmen, ettersom lgselighet i
miceller antas a veere en forutsetning for opptak av karotenoider. Bade PL av marint opphav og soya-
lecithin hadde positiv effekt pa fordgyelighet, det var en positiv korrelasjon mellom innhold av PL i
dietten og fordgyelighet av astaxanthin. Soya-lecithin ga imidlertid hgyest innhold av astaxanthin i
muskel. Det er mulig at hgyere doser av PL kunne gitt enda hgyere fordgyelighet og bedre
pigmentering. Dette forsgket var ikke designet som et dose-respons forsgk, og behovet for PL hos laks
i sjpfasen er ikke kjent. Videre ble diettene med tilsatt PL testet bare pa en temperatur (12°C),
fordgyeligheten ved lav temperatur kan muligens pavirkes forskjellig av marine PL og soya-lecithin
ettersom bade fosfolipid og fettsyresammensetningen er forskjellig i de to produktene. Store deler av
produksjonen av laks i Norge foregar ved temperaturer ned mot 6 °C og under, det er derfor viktig at
dette tas i betraktning nar effekter av ulike férkonsept pa pigmentering skal evalueres ettersom
problemer med fettakkumulering i tarm og lever er stgrre ved lave temperaturer. Produktene som ble
benyttet i dette prosjektet besto heller ikke av 100 % PL, det bgr derfor testes effekten av renere
produkter, og se pa effekter av de enkelte PL-klassene. Samspill mellom ulike naeringstoff er viktig a ta
i betraktning. | dette forsgket sa vi ogsa en negativ effekt av tilsats av DHA nar tarmen ikke fungerte
normalt med gkt fettakkumulering. | andre forsgk har vi derimot sett en positiv effekt av gkt DHA pa
pigmentering. Hva som er optimal konsentrasjon i féret av DHA med tanke pa pigmentering og hvordan
dette pavirkes av stress er ikke kjent. | dette prosjektet har vi sett indikasjoner pa at stress pavirker
omsetning av astaxanthin. | leverceller sa vi en gkt omsetning til retinol ved tilsats av cortisol ogi et in
vivo forsgk s3 vi en endring i karotenoid/retinoid- spekteret etter stress, men uten at de ulike
metabolittene ble kvantifisert. Med unntak av diettene som inneholdt fiskemel eller -olje var alle
diettene lave i vitamin A, men over det som er antatt behov for a sikre normal vekst. Men hvilket niva
av vitamin A som sikrer optimal pigmentering er ikke kjent. | Nofimas FoU-konsesjoner hvor fisken ble
utsatt for 11 lusebehandlinger i Igpet av ett ar var 50 ppm astaxanthin i foret ikke tilstrekkelig til & na
5 mg astaxanthin per kg i filet. Det er umulig @ ha en ustresset kontrollgruppe i kommersielt oppdrett,
men ved a utvikle stressmodeller under kontrollerte forsgksbetingelser kan man finne effekten av
stress pa muskelpigmentering i laks.

Videre arbeid bgr fokusere pa fglgende tema:

e Grunnleggende mekanismer for opptak, transport og omsetning av astaxanthin i ulike organ.

e Betydning av samspill mellom ulike naeringsstoff, som EPA/DHA, vitamin A, og andre
antioksidanter i foret for pigmentering i laks.

e Behov for fosfolipid hos laks i sjgfase for a sikre god helse og god pigmentering i muskel, ogsa
ved lave temperaturer.

e Utvikle stressmodeller som kan gi bedre svar pa hvor mye pigmentering pavirkes av stress over
tid og eventuelle interaksjoner med komponenter i féret.
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