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Hovedkonklusjon

Dette forsgket har vist at ved tilsetning av fett i for til Berggylte yngel bgr en stor andel vaere i form
av fosfolipid (PL). Forene i forsgket var tilsatt 6% fett og nar 4-6% av dette var PL, hadde fisken en
tilvekst pa ca 1,4 ganger tilveksten i kontrollgruppen. Forsgket varte i 8 uker.

Tilsetning av hydrolysert protein hadde ingen positiv effekt pa veksten hos berggylte i dette forsgket.
Foret var i utgangspunktet tilsatt 20% rekemel og innholdet av vannlgselig protein i kontrollféret var
relativt hgyt. Vi kan derfor ikke konkludere endelig med at berggylte ikke trenger lett fordgyelig
protein.



Effekt av phospholipid og hydrolysert protein i for til Berggylte

Innledning

Berggylte er en magelgs fisk. Der andre marine fiskelarver gar giennom en metamorfose med
utvikling av mage, beholder Berggylte en morfologisk enkel tarm, med utseende som et rgr. Tarmen
er ogsa kort, bare 50-75% av kroppslengden. Vi vet at Berggyltens fgde bestar av evertebrater. Disse
bruker frie aminosyrer til 8 osmoregulere og har et hgyt innhold bade av frie aminosyrer og
vannlgselig protein. De inneholder antagelig ogsa lite fett, noe som gir en hgy andel fosfolipid (PL),
som finnes i cellemembranene. Yngre stadier av copepoder, fiskelarvers viktigste naturlige byttedyr,
har ogsa en slik sammensetning.

Hypotesen i dette studiet er at Berggylte yngel har en tarm som i funksjon ligner pa tarmen hos
marine fiskelarver. Det betyr at fisken har begrenset kapasitet i fordgyelsen av protein, samt i den
prosessen som produserer PL til cellemebraner og transportproteiner for fett i blod. For til Berggylte
vil da matte inneholde lett fordgyelig protein og en hgy andel PL i fettet for at fisken skal kunne
fordgye og absorbere fett og protein, samt produsere cellemembraner.

Lett fordgyelig protein kan man fa ved & inkubere férproteinet med fordgyelsesenzymer, slik at det
blir hydrolysert, fgr det tilsettes féret. PL fra soya er kommersielt tilgjengelig, mens PL fra marine
kilder er sveert kostbart og produseres kun i sma volumer. Kun 6% av fettet ble tilsatt mens de
resterende 10% var naturlig tilstede i forravarene. Soya PL og -olje ble brukt som tilsatt fett.

Materialer og metoder

Hydrolysering av fiskemel

100 | springvann ble varmet i en kjgkkenkoker til 60 2C og 30 kg fiskemel ble tilsatt en kjgkkenkoker
og rert ut. 350 g Protamex (Novazymes) ble rgrt ut i blandingen som ble holdt under kontinuerlig
rgring ved 55 — 60 °C i 60 min. Brix ble malt ved jevne mellomrom under hydrolysen. Etter endt
hydrolyse ble blandingen varmet til 90 °C i Igpet av 25 min for a inaktivere enzymene. Blandingene
ble staende uten omrgring for a bunnfelle ulgselige materiale. Vaesken ble dekantert fra og silt
gjennom 80 mikrometer duk. Vaeskefasen ble sa konsentrert pa inndamper for 3 redusere
vanninnhold. Bunnfallet ble tgrket i blandetgrker (Forberg FT 200) og inndampet vaeske ble tilsatt
tgrken. Ferdig hydrolysert mel ble lagret kjglig i plastsekker frem til forproduksjon

Forproduksjon

Alle ingredienser ble veid inn og blandet i en mikser i minimum 20 minutter (tabell 1 og 3). For a
sikre god homogenitet av alle ravarer ble ingredienser som skulle tilfgres i sma mengder fgrst
blandet og mikset separat fgr blandingen ble tilsatt hovedingrediensen. Siden rekemelet ikke er
tilsatt antioksidanter fra produsent, ble forblandingen tilsatt 25 mgkg™ etoxiquin (0,05 g FEQ 500 per
kg forblanding. Etoxiquin ble Igst ut i 96 % Ethanol (Arcus) og blandingen ble sprgytet pa
forblandingen under kontinuerlig miksing. Alle forblandingene ble etter blanding siktet gjennom en
industri sikt med duk pa 0.6 mm (Allgaier 1200 mm). Fraksjonen som var stgrre en 0.6 mm ble



formalt pa en Retsch mglle og blandet tilbake i férblandinge. Dette for @ unnga tetting av dyser under
produksjon. Foret ble produsert pa en twin screw forsgksekstruder med dyse pa 1.5 mm(Wenger).
Foret ble tgrket ved 60 °C i 50-60 min i en karusell tgrke. Foret stod sd i et dggn ved romtemperatur
for avkjgling fgr det ble knust pa en retsch mglle og siktet ut i ulike partikkelstgrrelser. Foret ble
pakket i plastposer og lagret pa kjgl ved 4 °C.

Tabell 1: Ravareinnhold (% av ww) i diett 1-4 med gkende mengde soya lecithine (PL).

Diett nr: 1 2 3 4
PL (% av diett) 0 2 4 6
Fiskemel® 41,8 41,8 41,8 41,8
Rekemel” 20 20 20 20
Hvete® 17,8 17,8 17,8 17,8
Hydrolysert fiskemel® 10 10 10 10
Soy lecithin® 0 2 4 6
soy Oil’ 6 4 2 0
Monosodiumphosphate® 2 2 2 2
Vitamin — mix" 0,31 0,31 0,31 0,31
Betaine' 1,5 1,5 1,5 1,5
Mineral mix' 0,52 0,52 0,52 0,52
Yttrium* 0,05 0,05 0,05 0,05
Carop. Pink (10%)' 0,03 0,03 0,03 0,03

®LT-Fishmeal, Karmsund Fiskemel AS, Norway

bShrimp powder (7411), Seagarden AS, Avaldsnes Norway

“Wheat grain (510130), Norgesmgllene AS, Nesttun Norway.

See text.

*Soylecithin GMO powder (20022), Agrosom, Mélln Germany

"Mills Soy oil. Mills DA, Sofienberg, Norway.

¢D3 3000 IE™ E 160 mg*€, K3 20 mg*é, C 500 mg™€, B1 20 mg™®, B2 30 mg™®, B6 25 mg™*¢, B12 5 pg™é, B5 60
mg ¢, 200 mg™*® Taurine, Folic acid 10 mg™®, Niacin 200 mg™®, Biotin 1 mg™®,

" BOLIFOR® MSP, Yara AS, Norway.

'Betafin S1, Danisco Animal Nutrition, Helsinki Finland.

"Mn 30 mg™€,, Mg 750 mg™®, Fe 60 mg™®, Zn mg™¢, 120 mg™¢, Cu 6 mg™®, K 800 mg™€, Se 0,3 mg™®.
kYttrium(lll) oxide, Reacton 99,99 %. Alfa Aesar, Ward Hill USA.

ICarophyll Pink (10 %),DSM, Basel Switzerland.

Tabell 2: Naeringsinnhold (% av dw) i diett 1-4 med gkende mengde soyalecithin (PL).

Diett 1 2 3 4
PL (% av diett) 0 2 4 6
Protein 55,0 55,7 55,9 56,1
Aske 13,8 13,8 14,0 141
Fett (Bligh and Dyer) 17,6 17,1 17,1 16,3

Analysert PL (% av fett) 29 41 47 60




Tabell 3: Ravareinnhold (% av ww) i diett 5-8 med gkende mengde hydrolysert protein (HPRO).

Diett nr 5 6 7 8
HPRO (% av protein) 0 10 25 45
Fiskemel® 52,8 42,8 27,8 7,8
Hydrolysert fiskemel® 0 10 25 45
Rekemel® 20 20 20 20
Hvete® 17,8 17,8 17,8 17,8
Fiskeolje® 3 3 3 3
Soy lecithin' 2 2 2 2
Vitamin mix® 0,31 0,31 0,31 0,31
Monosodiumphosphateh 2 2 2 2
Betaine' 1,5 1,5 1,5 1,5
Mineral mix 0,52 0,52 0,52 0,52
Yttrium" 0,05 0,05 0,05 0,05
Carop. Pink (10%)' 0,03 0,03 0,03 0,03

®LT-Fishmeal, Karmsund Fiskemel AS, Norway

®See section ***

‘Shrimp powder (7411), Seagarden AS, Avaldsnes Norway

‘Wheat grain (510130), Norgesmgllene AS, Nesttun Norway.

*NorSalmoil (Batch: 11304), Egersund Sildeoljefabrikk, Egersund Norway.

fSoylecithin GMO powder (20022), Agrosom, Molln Germany

D3 3000 IE™ E 160 mg™€, K3 20 mg™, C 500 mg™®, B1 20 mg™®, B2 30 mg™, B6 25 mg™¢, B12 5 ug™®, B5 60
mg ™€, 200 mg™® Taurine, Folic acid 10 mg™, Niacin 200 mg™, Biotin 1 mg™®,

" BOLIFOR® MSP, Yara AS, Norway.

‘Betafin S1, Danisco Animal Nutrition, Helsinki Finland.

'Mn 30 mg™®,, Mg 750 mg™, Fe 60 mg™®, Zn mg™®, 120 mg™®, Cu 6 mg™é, K 800 mg™®, Se 0,3 mg™®.
kYttrium(lll) oxide, Reacton 99,99 %. Alfa Aesar, Ward Hill USA.

ICarophyII Pink (10 %),DSM, Basel Switzerland.

Resultater hydrolyse av fiskemel og férproduksjon

Alle forene hadde like mengder protein, fett og aske (Tabell 2 og 4) og andel PL i fettet gkte fra 29 til
60 % i for 1-4 (Tabell 2). Innhold av PL i for 5-8 var 41-42% av fettet, det samme som i for 2.

Hydrolysen av fiskemel gav en dobling i innhold av vannlgselig nitrogen (tabell 5), mens protein, fett
og aske innhold var relativt likt mellom det ikke hydrolyserte og hydrolyserte produktet. Det gjenstar

Tabell 4: Naeringsinnhold i diett 5-8 (% av dw) med gkende mengde hydrolysert protein (HPRO)

Diett 5 6 7 8
HPRO (% av protein) 0 10 25 45
Protein 56,4 56,7 56,3 56,4
Aske 14,1 14,2 14,3 14,5
Fett (Bligh and Dyer) 16,5 15,9 16,3 16,1
Vannlgselig protein(% 26,6 28,6 31,8 36

av total protein)
Hydrolysegrad OPA 0,6 1,1 2 3,5




Tabell 5: Analyser av fiskemel og hydrolysert fiskemel

Analyser Fiskemel Hydrolysert fiskemel
Protein (%) 69,9 70,4

Fett (%) 14,8 14,8

Aske (%) 12,6 13,9

Vann (%) 6,7 4,1
Vannlgselig raprotein (%) 19,2 38,7

Fosfor (ikke beinbundet) (%) 0,96 0,97

T-Bars (mg/kg) 7 9

et par analyser for & bedre definere kvaliteten pa det hydrolyserte produktet. Relativt lik mengde T-
Bars i de to produktene antyder at det ikke har skjedd en kraftig oksidasjon som fglge av hydrolyse
og tgrkeprosessen. | for 5-8 var det en gkning pa innhold av vannlgselig raprotein fra ca 27 % -36 %
av totalprotein (tabell 4). Det hadde veert gnskelig med en stgrre gkning, men en 5.8 ganger gkning i
frie amine ender fra for 5-8 (tabel | 5) indikerer at det har vaert god hydrolyse og dermed redusert
molekylvekt i den vannlgselige fraksjonen.

Forsgksbetingelser

Forsgksfisken var oppdrettet fra egg gytt fra stamfisk ved Austevoll Havbruksstasjon. Etter klekking
ble larvene overfgrt til 1500 L kar og vannet ble tilsatt leire. Larvene ble tilbudt anrikede rotatorier
fra dag 3 til dag 19 etter klekking, og etter en dag med kombinasjonsféring med rotatorier/Artemia,
fikk de bare Artemia de neste 4 ukene. Fisken ble sa overfgrt til 500 L kar fgr weaning som startet
med en kombinasjonsféring med Artemia og weaningfor, og der andelen av Artemia ble redusert
gradvis. Etter 3 uker fikk fisken bare formulert fér uten Artemia tilsatt i karet. | perioden fgr
forspksstart ble fisken holdt i 2 kar. Tjue fisk fra hvert kar ble veid til startvekt 1,00+0,43 g. Fisken ble
overfgrt til 24 runde 50L kar, 5 fisk om gangen, fgrst fra det ene, sa fra det andre karet, dette for a
unnga forskjeller i startvekt mellom forsgks-karene. Vanntemperaturen var 16 °C, den samme
temperaturen fisken hadde gatt pa siden klekking. Forsgkskarene fikk naturlig lys via takvinduer sa
fisken gikk derfor under normal dggnrytme for november/desember. Karene hadde en vannutskifting
pa 1.6 L/min og vannets saltholdighet var 34.7 — 34.8 %.. Oksygen ble malt i 3 kar hver dag og holdt
seg stabilt rundt 91 % gjennom hele forsgket. Alle karene ble rgktet hver dag. Fiskens foéropptak
fulgte dagslyset. | denne perioden, fra slutten av oktober til 20. desember tok fisken til seg for
mellom ca. 9:30 og 16:00. Forsgket varte i 8 uker.

Prgvetaking

Det ble tatt vekt og lengde av 40 fisk ved start og av all fisk ved slutten av forsgket. Ved forsgksslutt
visste vi at det ikke var positive effekter av a tilsette hydrolysert protein i foret, derfor ble
prgvetakingen konsentrert om den delen av forsgket som omhandlet PL. Fisken var sultet i 2 dggn far
prevetaking. Det ble tatt prgver av fisk som hadde fatt for 1 og 3 pa morgenen. Denne fisken ble sa
foret mens det ble tatt prgver fra de andre karene. Pa slutten av dagen ble det igjen tatt prgver fra
fisk som gikk pa for 1 og 3. All fisken hadde da full tarm. Det ble dermed tatt prgver av tarm, lever,
muskel og hjerne fra sultet og féret fisk som fikk ulike niva PL i foret. Seks fisk per kar ble avlivet med
bedgvelse, malt og veid, de ulike organene ble dissekert ut, lagt i eppendorfrgr og frosset pa flytende



N2. Etter transport til NIFES ble det laget en samleprgve per organ per kar som ble homogenisert
under flytende N2 og sa lagret ved -80°C. Disse prgvene skal brukes til 8 undersgke opptak, transport
og metabolisme av fett i fisken, samt effekter av for og foringsstatus pa appetitt, ved 3 male uttrykk
av utvalgte gener, samt kjgre proteomics. Proteomics analysene blir finansiert giennom et annet
prosjekt pa NIFES. Analysene er ikke ferdige og resultater av disse vil bli rapportert senere.

Resultater fra vekst og overlevelse

Det ble tilsatt 6% fett i foret. | forsgket med gkende mengde PL, ble 0, 2, 4 eller 6 % av foret tilsatt
som soya PL byttet mot soya olje. Dette ga en gkning i totalt PL fra 30 til 60% av fettet. Ravarene
bidro med 10% marint fett. Tabell 4 og figur 1 viser at tilsetning av 4-6 % PL i foret ga gkt vekst hos
fisken. Blant fisken som fikk 4% PL, vokste 2 kar omtrent som fisken som fikk 6% PL og ett kar som
fisken som fikk 2% PL. Overlevelse og kondisjonsfaktor var hgyest hos fisk som fikk 4% PL og 2%
soyaolje, men ikke signifikant hgyere enn hos fisk som fikk 6% PL. Optimal andel PL ser derfor ut til
vaere 50-60 vekt% av fettet, omtrent det samme som hos marine fiskelarver.

Det var ingen positiv effekt av a tilsette hydrolysert protein i foret. Ved de laveste tilsetningene, 10
og 25% av proteinet, hadde fisken lavere kondisjonsfaktor og overlevelse enn i kontrollgruppen,
mens ved 40% tilsetning var det ingen signifikante forskjeller i forhold til kontrollgruppen. Her er det
verdt @ merke seg at kontrollféret allerede hadde et hgyt innhold av vannlgselig protein (27%). Det
hadde vart gnskelig om kontrollféret hadde hatt et lavere innhold av vannlgselig protein for a bedre
se eventuelle positiv effekt av tilsetning av hydrolysert protein. Analyse av et kommersielt larvefér
testet av flere Bergylte oppdrettere med god suksess hadde et innhold av vannlgselige nitrogen pa
36 % som er tilsvarende vart hgyeste niva. Dette kommersielle foret er ogsa tilsatt stgrre mengder
hydrolysert protein.
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Figur 1. Tilvekst og kondisjonsfaktor hos Berggylte gitt gkende mengde fosfolipid i foret. Startvekt pa fisken var
1,0g. Data er gitt som snitttstd av gjennomsnittet i 3 kar.



Forskjellen pa for 2 og 6 er at for 2 er tilsatt soyaolje, mens for 6 er tilsatt marint fett. Begge
inneholder ca 40% PL av totalt fett og 10% hydrolysert protein av totalt protein. Det er ikke
forskjeller i vekst, lengde eller kondisjonsfaktor (p=0,09-0,10) mellom fisk gitt de to forene, men
overlevelsen er signifikant forskjellig (p=0,02). Dette skyldes antagelig forskjell i fettkvalitet.

Konklusjon

Dette forsgket har vist at ved tilsetning av fett i for til Berggylte yngel bgr en stor andel veere i form
av fosfolipid (PL). Forene i forsgket var tilsatt 6% fett og nar 4-6% av dette var PL, hadde fisken en
tilvekst pa ca 1,4 ganger tilveksten i kontrollgruppen. Forsgket varte i 8 uker.

Tilsetning av hydrolysert protein hadde ingen positiv effekt pa veksten hos berggylte i dette forspket.
Foret var i utgangspunktet tilsatt 20% rekemel og innholdet av vannlgselig protein i kontrollféret var
relativt hgyt. Vi kan derfor ikke konkludere endelig med at berggylte ikke trenger lett fordgyelig
protein.

Tabell 4. Vekst og overlevelse hos Berggylte som har fatt gkende andel fosfolipid (PL) eller hydrolysert protein
(HPRO) i féret. Data angir giennomsnitt og standardavvik av snittmalinger i 3 parallelle kar. Startvekt pa fisken
var 1,00g. Data merket med forskjellige bokstaver innen hvert av de to forsgkene, er signifikant forskjellige.
Data merket med stjerne angir forskjell mellom like fér i forskjellige forsgk.

PLi for
For % av fett
Sluttvekt (g) Tilvekst (g) Lengde (cm) K-faktor Overlevelse
(%)

1 29 1,93+0,20° 0,93+0,20° 5,24+0,11 1,2740,04° 8014 °
2 41 1,95+0,09° 0,95+0,09° 5,21+0,11 1,29+0,02 % 8945
3 47 2,2440,26°°  1,24+0,26® 5,36%0,19 1,36+0,03° 94+6°
4 60 2,37+0,10°" 1,3740,10° 5,52+0,10 1,3440,03 ™ 81+11°%

HPRO i for

% av prot
5 0 2,33%0,18 1,33+0,18 5,37+0,10 1,38+0,01° 86+1°
6 10 2,15+0,09 1,15+0,09 5,32+0,09 1,3340,02° 7543
7 25 2,18+0,18 1,18+0,18 5,35+0,14 1,3440,01° 7745°
8 40 2,25+0,06 1,25+0,06 5,41+0,07 1,36+0,03 % 8216




